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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).
В соответствии с рекомендациями ВАК (письмо ВАК от 06.12.2022 № 02-1198),  

журнал относится к категории К1 как издание, входящее в базы данных SCOPUS и RSCI.
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Изучение генетического разнообразия вируса ветряной оспы 
в отдельных регионах Российской Федерации при помощи 
высокопроизводительного секвенирования
Надтока М.И. , Лысенков В.Г., Аглетдинов М.Р., Мишкин А.А., Афонина Н.М.,  
Плоскирева А.А., Михеева И.В., Хафизов К.Ф., Акимкин В.Г. 

Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Вирус ветряной оспы (VZV) — возбудитель одноимённого заболевания и опоясывающего ли-
шая, филогенетически подразделяется на 8 клад, для распространения которых характерна географиче-
ская привязка к тем или иным регионам мира. Для большинства стран установлены циркулирующие на их 
территориях клады VZV, однако для России аналогичная информация практически отсутствует. 
Цель исследования — разработка эффективной методики типирования VZV с использованием техноло-
гий высокопроизводительного секвенирования для выявления распространённости различных клад VZV 
в Москве, Московской области и Ставропольском крае. 
Материалы и методы. Для генотипирования VZV достаточно задействовать 7 нуклеотидных позиций, 
по уникальным сочетаниям которых возможно отнести вирус к одной из клад. Короткие участки нуклео-
тидных последовательностей открытых рамок считывания получали при помощи разработанного набора 
праймеров. 
Результаты. Разработана и оптимизирована методика генотипирования VZV. При помощи данной мето-
дики получены первичные данные о распределении клад VZV в исследуемых регионах. Таким образом, 
было установлено, что в Москве и ряде других регионов распространены преимущественно 1, 3 и 5-я 
клады VZV. 
Заключение. Разработанная методика, включающая праймерную панель и алгоритм генотипирования, 
позволяет произвести типирование VZV в короткие сроки при снижении затрат на пробоподготовку и од-
новременном увеличении количества образцов в одном цикле секвенирования. Результаты, полученные 
с использованием данного протокола, позволяют сделать предположение о том, что в Москве, Москов-
ской области и Ставропольском крае наибольшую представленность имеют клады 1, 3 и 5 VZV. Для под-
тверждения данной гипотезы требуется включить в последующие исследования большее количество кли-
нических образцов, в том числе из других регионов страны.

Ключевые слова: вирус ветряной оспы, VZV, генотипирование вируса ветряной оспы, генотипирова-
ние VZV, секвенирование следующего поколения, высокопроизводительное секвенирование
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Studying the genetic diversity of the varicella-zoster virus in selected 
regions of the Russian Federation using high-throughput sequencing
Maksim I. Nadtoka , Vladislav G. Lysenkov, Matvei R. Agletdinov,  
Andrey A. Mishkin, Natalia M. Afonina, Antonina A. Ploskireva,  
Irina V. Mikheeva, Kamil F. Khafizov, Vasily G. Akimkin

Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. Varicella-zoster virus (VZV), the causative agent of the disease of the same name and herpes 
zoster, is phylogenetically divided into 8 clades, the distribution of which is characterized by geographic reference 
to certain regions of the world. For most countries, VZV clades circulating in their territories have been identified, 
however, such information is almost unavailable for Russia. 
The purpose of the study is to develop an effective method for VZV typing using high-throughput sequencing 
technologies to identify the prevalence of various VZV clades in Moscow, Moscow Region, and Stavropol Territory. 
Materials and methods. To genotype VZV, it is enough to refer to 7 nucleotide positions. Their unique combinations 
can be used to assign the virus to one of the clades. Short sections of nucleotide sequences of open reading 
frames were obtained using a developed set of primers. 
Results. A VZV genotyping technique has been developed and optimized. Using this technique, primary data on 
the distribution of VZV clades in the studied regions have been obtained. Thus, it has been established that in 
Moscow and a number of other regions, the 1st, 3rd, and 5th clades of VZV are predominantly distributed. 
Conclusion. The developed technique, including a primer panel and a genotyping algorithm, allows VZV typing in 
a short time while reducing specimen preparation costs and simultaneously increasing the number of specimens 
in one sequencing cycle. The results obtained using this assay allow us to assume that in Moscow, Moscow 
Region, Stavropol Territory, VZV, clades 1, 3, and 5 are the most represented ones. To confirm this hypothesis, it 
is necessary to include a larger number of clinical specimens in subsequent studies, including from other regions 
of the country.

Keywords: varicella zoster virus, VZV, genotyping of varicella zoster virus, VZV genotyping, next generation 
sequencing, high-throughput sequencing
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Введение
Вирус ветряной оспы (Varicella-Zoster virus, 

VZV) относится к семейству Herpesviridae, роду 
Varicellovirus, подсемейству Alphaherpesvirinae. 
Характерными чертами представителей данного 
подсемейства являются короткий репродуктивный 
цикл, быстрое распространение и эффективное 
разрушение инфицированных клеток. VZV спо-
собен реплицироваться в ограниченном спектре 
организмов-хозяев, который включает исключи-

тельно клетки человеческого и обезьяньего про-
исхождения. Ежегодная заболеваемость ветряной 
оспой (ВО) колеблется от 13 до 16 случаев на 1000 
человек с существенными вариациями по годам.  
В странах с умеренным климатом заболеваемость 
ВО, в зависимости от возраста, наиболее высока 
среди детей дошкольного (1–4 года) или младшего 
школьного возраста (5–9 лет) и составляет более 100 
случаев на 1000 детей в год. Таким образом, более 
90% людей заражаются до подросткового возраста, 
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и лишь небольшая часть взрослых (< 5–10%) оста-
ётся восприимчивой к заболеванию. В тропическом 
климате заражение происходит в более высоком об-
щем среднем возрасте, при этом доля случаев забо-
левания среди взрослых выше [1, 2].

Инфицирование VZV имеет ярко выраженный 
сезонный характер, пик заболеваемости приходится 
на зимний и весенний периоды, при этом с пери-
одичностью 2–3 года происходят вспышки заболе-
ваемости. В развитых странах 5 из 1000 больных 
ВО госпитализируются, а 2–3 случая заболевания 
на 100 тыс. инфицированных заканчиваются ле-
тально [2]. В довакцинальную эпоху ВО являлась 
повсеместно встречающейся детской инфекцией в 
странах с умеренным климатом. К примеру, в США 
порядка 98% населения к возрасту 20 лет были се-
роположительны к VZV. 

Первая живая аттенуированная вакцина  
(vОка) против данного возбудителя была получе-
на в 1974 г. путём серии пассажей клинического 
изолята VZV (Ока) дикого типа. Позднее данная 
вакцина была усовершенствована, в результате 
был выпущен препарат «Varivax» («Merck Sharp &  
Dohme Corp.») [3]. Живая аттенуированная вак-
цина состоит из смеси различных геновариантов 
VZV, содержащих 42 однонуклеотидных полимор-
физма, которые отличают vОка от родительского 
штамма Ока дикого типа [2]. Благодаря разра-
ботанной вакцине и введению в разных странах 
обязательных программ вакцинации против VZV, 
госпитализация и смертность от ВО среди детей 
снизилась более чем на 90% [2, 3].

Геном вируса ветряной оспы
Как и все герпесвирусы, VZV является дву-

цепочечным ДНК-вирусом и имеет геном разме-
ром 125 000 п.н., включающий 72 открытые рамки 
считывания (ORF), образующие 71 ген. Поскольку  
3 гена представляют из себя копии других генов, 
то геном содержит 68 уникальных генов. Геном 
вируса состоит из двух основных кодирующих 
областей: уникальной длинной (UL) и уникальной 
короткой (US). Регион UL фланкирован короткими 
(около 88 п.н.) инвертированными повторами TRL 
и IRL, тогда как область US окружена длинными 
(7319 п.н.) повторами TRS и IRS. Пять участков 
генома содержат тандемные прямые повторы (R1, 
R2, R3, R4 и R5), которые представляют собой ко-
роткие последовательности с высоким содержани-
ем G + C [4, 5]. Три из этих повторяющихся после-
довательностей (R1, R2 и R3) расположены в ко-
дирующей области генов ORF11, ORF14 и ORF22 
соответственно и, таким образом, могут оказывать 
влияние на функции белков. Две копии R4 нахо-
дятся внутри повторов IR и TR, соседних с точкой 
начала репликации (OriS), а R5 расположен между 
ORF60 и ORF61 [5].

Генотипирование VZV

До 2008 г. не существовало единой номенкла-
туры для типирования VZV. Ранняя классифика-
ция VZV была основана на результатах анализа 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ). Маркеры ПДРФ, задействованные в дан-
ных исследованиях, включали полиморфизм ORF38 
(PstI), ORF54 (BglI) и ORF62 (SmaI) [6, 7]. Таким об-
разом, большинство штаммов дикого типа из США 
и Европы были охарактеризованы как PstI+BglI–; 
штаммы, распространённые на территории Азии и 
Африки, — как BglI+; Ока-подобные штаммы дико-
го типа из Японии — как PstI+/PstI–BglI+SmaI–; вак-
цинные штаммы Ока — как PstI–BglI+SmaI+ [7, 8].

Предпринимались попытки идентификации 
вариантов VZV при помощи полногеномного скри-
нинга на наличие однонуклеотидных замен по-
средством гетеродуплексной мобильности. Данный 
подход использовался для оценки замен в ORF1, 
ORF21, ORF50 и ORF54, что позволило выделить  
4 основные клады (геноварианта), названные A, B, 
C и J. В кладе A кластеризовались штаммы из Афри-
ки и Азии, тогда как клады B и C преимущественно 
состояли из европейских штаммов. Впоследствии 
к этой схеме генотипирования была добавлена  
клада J для учёта японских штаммов [9, 10].

Другой подход к генотипированию основыва-
ется на анализе однонуклеотидных полиморфизмов 
в последовательностях генов 5 гликопротеинов (gH, 
gI, gL, gB, gE), а также основного гена трансакти-
ватора IE62. Благодаря этому штаммы VZV были 
классифицированы в 4 клады: A, B, C и D. Клады 
A и D были представлены изолятами, отобранны-
ми на территории Северной Америки и Европы, 
клады B и C состояли из представителей VZV, рас-
пространённых на территории Сингапура и Японии 
соответственно [11, 12]. Необходимо отметить, что 
хотя номенклатура клад из данного исследования во 
многом схожа с номенклатурой, использованной в 
работах W. Barrett‐Muir и соавт. [8, 9], она не име-
ет корреляции между рассматриваемыми методами 
типирования. 

Более поздние филогенетические анализы, 
включающие как полные геномы VZV, так и их 
фрагменты, позволили соотнести геномные вариа-
ции со специфичными геновариантами и предпо-
ложительно рекомбинантными вирусами. Посред-
ством мультилокусного анализа полиморфизмов 
в геномных последовательностях VZV были вы-
делены 3 основных геноварианта (клады): E (Ев-
ропейский), J (Японский) и M (мозаичный) [13]. 
Впоследствии геновариант M был разделён на 
4 отдельных варианта: M1, M2, M3, M4 [13, 14]. 
Принадлежащие к геновариантам М1 и М2 штам-
мы были наиболее распространены в тропических 
регионах, геновариант Е — в умеренных широтах, 
геновариант J — в Японии. В отдельных исследо-
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ваниях штамм с геновариантом М3 был обнаружен 
в США, а штаммы с геновариантом М4 — в Испа-
нии и Франции [14, 15].

Поскольку номенклатура клад/геновариантов 
VZV была основана на различных методах мо-
лекулярного типирования, в 2008 г. была введена 
новая универсальная номенклатура, разделяющая 
геноварианты на 5 основных клад (1–5) с 2 услов-
ными (кандидатными) кладами (VI и VII) [16]. Так-
же теперь для выделения VZV в отдельную кладу 
необходимо, чтобы к ней относились как минимум 
2 представителя, для которых получены последо-
вательности полного генома. В ином случае такая 
клада считается кандидатной и обозначается рим-
скими цифрами. 

Благодаря секвенированию полных геномов из 
клинических образцов VZV, взятых на территории 
Германии, были обнаружены как штаммы, принад-
лежащие к кладам 1, 3 и 5, так и штаммы, которые не 
относились ни к одной из известных клад. Поэтому 
данные представители (1483/2005 и 457/2008) были 
выделены в отдельные кандидатные клады — VIII и 
IX соответственно [17]. Позднее, в ходе работы по 
исследованию событий рекомбинации между пред-
ставителями различных клад VZV, был обнаружен 
штамм, который сгруппировался с единственным 
представителем клады VI на филогенетическом 
древе. Таким образом, в 2015 г. кандидатная клада 
VI была преобразована в основную кладу 6 [18].  
В 2017 г. ранее использовавшаяся схема генотипи-
рования VZV была усовершенствована, за счёт чего 
удалось выявить новых представителей кандидат-
ной клады IX (одного полного и одного частичного 
генома). При этом ранее был идентифицирован и 
описан только один изолят, принадлежащий к дан-
ной кладе (JN704710). Наличие полной последова-
тельности генома изолята KY037798, идентифици-
рованного в данном исследовании, соответствовало 
требованию к преобразованию кандидатной клады 
IX в основную кладу 9 [19]. 

На сегодняшний день разнообразие VZV пред-
ставлено 8 кладами: 7 основных (1–6 и 9) и 1 кан-
дидатная клада VIII; клада VII стала неактуальной 
ввиду отсутствия новых изолятов. Основные клады 
VZV, как правило, имеют географическую привязку 
к определённым регионам. В частности, клады 1, 3 
и 6 в основном распространены в Европе, Север-
ной Америке и Австралии, клада 2 — преимуще-
ственно в Азии. Клады 4 и 5, как правило, имеют 
распространение во множестве регионов по всему 
миру; клада 5 является единственной, о циркуляции 
которой сообщается в Африке [20]. Несмотря на об-
ширное количество информации о циркулирующих 
по всему миру кладах VZV, распределение клад 
VZV в России не освещено в достаточной степени. 
В научной литературе практически отсутствует ак-
туальная информация по данной теме. Сообщается, 

что в северном регионе Китая Синьцзян, который 
граничит с Россией, преобладают клады 1 и 3 [21].

В качестве первого шага к получению досто-
верных данных о циркулирующих на территории 
России представителях различных клад VZV нами 
была разработана специфичная праймерная па-
нель, позволяющая типировать VZV в соответствии 
со схемой, предложенной N.J. Jensen и соавт. [19]. 
Панель включает 6 пар праймеров, охватывающих 
короткие (порядка 200 п.н.) области открытых ра-
мок считывания: ORF21, ORF22, ORF 29, ORF38, 
ORF55, ORF67, которые содержат 7 однонуклео-
тидных замен, по уникальным композициям кото-
рых возможно определить принадлежность вируса 
к одной из известных клад. Благодаря модификации 
праймеров путём объединения с адаптерными по-
следовательностями Nextera в совокупности с воз-
можностью секвенирования получаемых ДНК-би-
блиотек на платформе «Illumina» с наборами реа-
гентов для коротких прочтений, удаётся получить 
результаты типирования в течение 48 ч. Таким об-
разом, разработанная праймерная панель позволяет 
сократить финансовые и временны́е затраты при 
единовременном увеличении количества образцов 
в одном запуске прибора для высокопроизводитель-
ного секвенирования. 

Разработанное нами решение, предназна-
ченное для быстрого скрининга большого числа 
клинических образцов, было протестировано на 
образцах из Москвы, Московской области и Став-
ропольского края, что позволило рассмотреть 
представленность VZV в отдельных регионах РФ 
в первом приближении. 

Материалы и методы

Образцы VZV 

В исследовании использованы 75 образцов 
VZV, собранных в период с июня 2022 г. по июль 
2023 г. Клинические образцы вирусов были полу-
чены от пациентов преимущественно из Москвы 
(61 образец), а также из Московской области (9 об-
разцов) и Ставропольского края (5 образцов). Забор 
биологического материала производили после по-
лучения добровольного информированного согла-
сия пациентов или их представителей. Проводимое 
исследование одобрено на заседании Локального 
этического комитета ЦНИИ Эпидемиологии Роспо-
требнадзора от 24.05.2022 (протокол № 124). 

Выделение ДНК и получение фрагментов  
геномов VZV

Вирусную ДНК выделяли из клинических 
образцов с использованием набора реагентов 
 «РИБО-преп» («АмплиСенс»). Полученную ДНК 
затем использовали в качестве матрицы для про-
ведения ПЦР с целью амплификации фрагментов 
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генома VZV. Области открытых рамок считывания 
(ORF21, ORF22, ORF 29, ORF38, ORF55, ORF67), 
содержащие дискриминирующие мутации, в соот-
ветствии с которыми возможно произвести типи-
рование VZV, получали при помощи разработан-
ного набора праймеров (табл. 1), смешанных в пул 
 (табл. 2).

Амплификацию проводили в 25 мкл реакци-
онной смеси со следующим составом: 10 мкл ПЦР-
смесь-2 blue («АмплиСенс»), 1,8 мкл 4,4 мМ дез-
оксинуклеозидтрифосфата («АмплиСенс»), 1 мкл  

смеси праймеров, 5 мкл ДНК-матрицы; до требу-
емого объёма реакционную смесь доводили H2O 
mQ. Для амплификации использовали следующий 
температурно-временной протокол: 95ºC — 2 мин; 
затем 40 циклов: 95ºC — 15 с, 60°C — 30 с, 72ºC — 
1 мин; финальная элонгация: 72ºC — 3 мин. Целе-
вые фрагменты геномов VZV идентифицировали 
по свечению бромистого этидия в 1,7% агарозном 
геле. Визуализацию результатов электрофоретиче-
ского анализа проводили при помощи «GelDoc EZ» 
(«Bio-Rad»). 

Таблица 1. Список праймеров, используемых для амплификации фрагментов генома VZV
Table 1. List of primers used to amplify VZV genome fragments

Праймер
Primer

Последовательность праймера с адаптерной последовательностью Nextera (5’→3’)
Primer sequence with Nextera adapter sequence (5'→3')

VZV_1_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGgcggttttaacttcacaatgtaat

VZV_1_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGctcatctggacgaagcca

VZV_2.2_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGttacccacaagcacgtcag

VZV_2.2_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGtcatcaaaccatgttaaccctc

VZV_3_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGaatatgttacggggacctttga

VZV_3_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGcaaacaccccaataggttga

VZV_4_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGgccatataccgcaacaactg

VZV_4_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGcctcgccataaagccactac

VZV_5_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGccaccacggtggactatg

VZV_5_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGgaggagaccgtacgcga

VZV_6_fwd TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGctttgatcttcaagggcgac

VZV_6_rev GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGcgctatagtttgtcccggt

Примечание. Прописными буквами обозначены адаптерные последовательности Nextera, «сшитые» с праймерами (обозначены 
строчными буквами).
Note. Capital letters indicate Nextera adapter sequences fused to primers (indicated in lower case letters).

Таблица 2. Состав смеси праймеров для типирования VZV
Table 2. Composition of the mixture of primers for VZV typing

Праймер
Primer

Концентрация праймеров в стоке, пмоль/мкл
Primer concentration in mix, pmol/μl

Концентрация после разведения в 2 раза, пмоль/мкл
Concentration after 2-fold dilution, pmol/μL

VZV_1_fwd 10,7 5,35

VZV_1_rev 10,7 5,35

VZV_2.2_fwd 7,1 3,55

VZV_2.2_rev 7,1 3,55

VZV_3_fwd 10,7 5,35

VZV_3_rev 10,7 5,35

VZV_4_fwd 9,5 4,75

VZV_4_rev 9,5 4,75

VZV_5_fwd 7,1 3,55

VZV_5_rev 7,1 3,55

VZV_6_fwd 4,7 2,35

VZV_6_rev 4,7 2,35
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Подготовка библиотек для секвенирования

Очистку ПЦР-продукта от реакционной сме-
си осуществляли с использованием «AMPureXP 
beads» («Beckman Coulter») в соотношении 1 : 0,8 
(образец : частицы). Праймеры, используемые для 
амплификации сегментов генома VZV, модифици-
рованы путём совмещения с адаптерами «Nextera» 
(«Illumina»), в результате чего получаемые ампли-
коны оказываются фланкированы специфичными 
последовательностями, облегчающими процесс 
подготовки библиотек. Баркодирование проводили 
с использованием 10 мкл ПЦР-смеси-2 blue («Ам-
плиСенс»), 1 мкл EvaGreen («Biotium») в качестве 
флуоресцентного интеркалирующего красителя,  
2 мкл каждого из баркодов (5 пмоль) и 8 мкл очи-
щенного ПЦР-продукта. Для баркодирования ис-
пользовали следующий температурно-временной 
протокол: 98ºC — 30 с; 12 циклов: 98ºC — 10 с, 
65ºC — 1 мин 15 с. Концентрацию  ДНК после бар-
кодирования измеряли на флуориметре «Qubit 4.0» 
с использованием набора «Qubit dsDNA HS Assay 
Kit» («Thermo Fisher Scientific»). Готовые библи-
отеки были объединены и очищены при помощи 
магнитных частиц «AMPureXP beads» («Beckman 
Coulter»). Длины готовых библиотек идентифи-
цировали с использованием системы автомати-
зированного электрофореза «2100 Bioanalyzer» 
(«Agilent Technologies»).

Секвенирование библиотек VZV 
Секвенирование осуществляли на платформе 

«Illumina MiSeq» с использованием набора реаген-
тов «MiSeq Reagent Kit v2» (300 циклов) и «MiSeq 
Reagent Kit v3» (600 циклов). При этом на один об-
разец отводилось менее 0,5% запуска «MiSeq».

Определение последовательностей ДНК  
и геновариантов образцов 

После получения «сырых» данных с прибора 
прочтения ДНК были триммированы от вышеопи-
санных праймерных последовательностей с помо-
щью программного инструмента fastp 0.23.0 [22]. 
Далее с помощью bwa 0.7.17 [23] прочтения были 
выровнены («картированы») на референсную после-
довательность вируса NC_001348.1, отсортированы 
и индексированы с помощью samtools 1.15.1 [24].  
Получившиеся выравнивания были представлены в 
виде черновых сборок генома с помощью samtools 
1.15.1 и собственного скрипта, после чего перекар-
тированы с помощью MAFFT v7.490 [25] для полу-
чения финальных сборок (консенсусных последова-
тельностей).

Согласно вышеупомянутой номенклатуре ви-
русных клад [19], для успешного генотипирования 
достаточно задействовать всего 7 позиций, сочета-
ние вариантов (однонуклеотидных замен) в которых 
указывает на ту или иную кладу (табл. 3). Сконстру-
ированные нами праймеры (табл. 1) составлены та-
ким образом, чтобы включать данные варианты.

Результаты
Разработанная нами праймерная панель, опи-

санная в предыдущем разделе, охватывает короткие 
сегменты 6 открытых рамок считывания: ORF21, 
ORF22, ORF29, ORF38, ORF55 и ORF67, которые 
содержат однонуклеотидные замены, являющиеся 
целевыми для осуществления типирования VZV.  
С использованием данной панели нами было произ-
ведено секвенирование клинических образцов VZV, 
полученных от пациентов из Москвы, Московской 
области и Ставропольского края. Полученные 

Таблица 3. Схема генотипирования, предложенная N.J. Jensen и соавт. [19] (адаптировано)
Table 3. The genotyping scheme proposed by N.J. Jensen et al. [19] (adapted)

Позиция в NC_001348.1
Position in NC_001348.1 33 725 37 902 38 055 52 365 69 424 98 437 1 14 639

ORF 21 22 22 29 38 55 67

Клада 1 | Clade 1 T A T C G T T

Клада 2 | Clade 2 C G C C G C T

Клада 3 | Clade 3 C A T C A T T

Клада 4 | Clade 4 C A C T G C T

Клада 5 | Clade 5 C A T T G T T

Клада 6 | Clade 6 C A T C A C C

Клада VIII | Clade VIII C A T C G C T

Клада 9 | Clade 9 C A C C A C T

Примечание. Чёрным выделены наименее распространённые «дискриминирующие» варианты.
Note. The least common “discriminatory” variants are highlighted in black.
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последовательности сегментов открытых рамок 
считывания были отсеквенированы на приборе 
«Illumina MiSeq», при этом среднее покрытие со-
ставило приблизительно 104. Минимальное покры-
тие для каждого сегмента было около 300 прочте-
ний. Консенсусные последовательности получали 
путём обработки «сырых» данных секвенирования 
с использованием ранее описанных общедоступных 
биоинформатических инструментов и собственного 
скрипта. Собранные консенсусные последователь-
ности использовали в качестве входных данных для 
разработанного алгоритма, осуществляющего гено-
типирование VZV на основе дискриминирующих 
мутаций. Применяя данный алгоритм генотипиро-
вания, мы установили, что 17 образцов (22,67% от 
общего числа анализируемых последовательностей) 
приходились на кладу 1, 42 образца (56%) — на кла-
ду 3 (рисунок), 13 (17,33%) образцов принадлежали 
к кладе 5. Помимо этого, среди всех секвенирован-
ных образцов нами выявлены единичные случаи 
инфекций, вызванных вирусами клад 2 (1,4%),  
4 (1,4%) и 9 (1,4%) VZV (рисунок).

Обсуждение
В ходе данного исследования нами была разра-

ботана и оптимизирована методика быстрого типи-
рования большого количества образцов VZV. Более 
того, используя описанный протокол генотипиро-
вания, мы получили первичные данные по кладам 
VZV, которые получили распространение на терри-
тории Москвы, Московской области и Ставрополь-
ского края. С использованием технологий секвени-
рования следующего поколения мы установили, что 
в рассматриваемых регионах получили распростра-
нение преимущественно вирусы, принадлежащие к 
кладам 1, 3 и 5. Также нами были обнаружены еди-
ничные образцы, относящиеся к кладе 2, кладе 4 и 
кладе 9, которые на фоне остальных клад являются 
минорной частью циркулирующих в этих областях 
РФ VZV. Стоит уточнить, что полученная картина 
распределения клад является наиболее правдопо-
добной для Москвы, так как наибольшее количе-
ство клинических образцов было получено именно 
из этого региона РФ. В дальнейшем, при наличии 
соответствующей возможности, планируется как 
увеличить общее количество образцов из регионов, 
рассматриваемых в данной работе, так и включить 
в исследование другие регионы России. 

На текущий момент данные, полученные в 
результате нашего исследования, лишь позволяют 
предположить о во многом схожей картине распре-
деления представителей VZV в исследуемых ре-
гионах РФ и в странах Европы [20], а также соот-
ветствуют ранее приведенным данным о циркули-
рующих кладах VZV в регионе Китая, граничащем 
с Россией [21]. Однако в исследуемых регионах, 
по-видимому, значительно бо́льшую долю занима-

ют вирусы, принадлежащие к кладе 3, кроме этого, 
процент представленности вирусов клады 5 в дан-
ных областях РФ также более высокий, нежели в 
европейских странах.

Заключение
VZV, этиологический агент ВО и опоясываю-

щего герпеса, подразделяется на несколько ветвей, 
характеризующихся различными генетически-
ми свойствами. Мы успешно использовали метод 
секвенирования следующего поколения для геноти-
пирования VZV, что включает специальную панель 
праймеров и алгоритм генотипирования — подход, 
позволяющий ускорить процесс сбора данных и 
снизить затраты на подготовку образцов, особенно 
при увеличении количества образцов в одном ци-
кле секвенирования. Используя эту методологию, 
мы установили, что в Москве, Московской области 
и Ставропольском крае преобладают клады 1, 3 и 5 
VZV. Идентификация этих клад VZV предоставляет 
ценные эпидемиологические данные, полезные для 
формирования стратегий общественного здравоох-
ранения, и приоткрывает завесу над распространён-
ностью клад VZV в некоторых регионах РФ. 

Отметим, что настоящее исследование являет-
ся «пилотным» и по большей части носит методо-
логический характер. Стоит также упомянуть, что 
в данной работе нами продемонстрирована распро-
странённость клад VZV только для 3 из множества 
регионов РФ, таким образом, вопрос о глобальной 

Представленность различных клад VZV в отдельных 
регионах РФ.

Representation of various clades of VZV in the Russian 
Federation  

 

56,00%

22,67%

17,33%

1,33% 1,33% 1,33%

Клада | Clade 3 Клада | Clade 1
Клада | Clade 5 Клада | Clade 2
Клада | Clade 4 Клада | Clade 9
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ORIGINAL RESEARCHES

представленности различных клад вируса в нашей 
стране остаётся открытым и поэтому следует про-
должить, а также расширить будущие исследования 
в целях формирования достоверной картины рас-
пределения клад VZV на территории России.
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Анализ уровня продукции факторов инвазии InlA и InlB  
у изолятов Listeria monocytogenes, выделенных  
на территории Российской Федерации
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Аннотация 
Актуальность. Listeria monocytogenes характеризуется наличием эпидемически высоковирулентных кло-
нов. Инвазия в непрофессиональные фагоциты — ключевой момент листериозной инфекции. Формиро-
вание высоковирулентных клонов обусловлено повышенной продукцией и/или наличием определённых 
изоформ факторов инвазии белков InlA и InlB.
Цель исследования — создать тест-систему для обнаружения InlA и InlB и на её основе оценить уровни 
продукции InlA и InlB у изолятов L. monocytogenes, относящихся к клональным группам с различным виру-
лентным потенциалом. 
Материалы и методы. В работе использованы 32 штамма L. monocytogenes, относящихся к эпидемиче-
ским клонам ECII, ECIV, ECVII (клональные комплексы СС1, СС2, СС7) и гиповирулентному клональному 
комплексу СС9. Проведено секвенирование генов inlA и inlB. Для анализа уровня продукции белков InlA и 
InlB использован непрямой иммуноферментный анализ.
Результаты. Выявлена вариабельность InlA среди штаммов, относящихся к одному клональному ком-
плексу: в том числе среди штаммов, принадлежащих к СС7, выявлены 3 изоформы InlA; из 8 штаммов, 
принадлежащих к СС9, у одного выявили стоп-кодон в гене inlA, приводящий к утрате функциональности 
белка InlA. Различия между аллелями inlB коррелировали с принадлежностью штаммов к конкретному 
клональному комплексу. Установлены различия в уровне продукции факторов инвазии. У штаммов, отно-
сящихся к СС9, уровень продукции InlA был в 2,5 раза ниже по сравнению со штаммами, относящимися 
к СС1, СС2 и СС7. Уровень продукции InlB был в среднем в 4 раза выше у штаммов, принадлежащих к 
филогенетически родственным СС1 и СС2, по сравнению со штаммами, относящимися к СС7 и СС9.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о вариабельности основных факторов инвазии 
как между клональными комплексами, так и между штаммами одного комплекса. Повышенная продукция 
факторов инвазии InlA и InlB коррелирует с потенциальной вирулентностью штаммов. 

Ключевые слова: Listeria monocytogenes, InlA, InlB, иммуноферментный анализ
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Abstract
Background. Listeria monocytogenes is characterized by the presence of epidemic hypervirulent clones. A key 
feature of L. monocytogenes is its capacity to invade non-professional phagocytic cells. Hypervirulent clones are 
strongly associated with the increased production and/or the presence of certain isoforms of invasion factors InlA 
and InlB.
The purpose of the study is to create a test system for InlA and InlB detection and to measure the InlA and InlB 
production levels in L. monocytogenes isolates belonging to clonal groups with different virulence potential. 
Materials and methods. The study was performed using 32 L. monocytogenes strains belonging to epidemic 
clones ECII, ECIV, ECVII (clonal complexes CC1, CC2, CC7) and hypovirulent clonal complex CC9. Sequencing 
of inlA and inlB genes was performed. The indirect enzyme-linked immunosorbent assay was used to analyze the 
production levels of InlA and InlB proteins.
Results. The variability of InlA was revealed among strains belonging to the same clonal complex: 3 InlA isoforms 
were identified among strains belonging to CC7; out of 8 strains belonging to CC9, one strain had a stop codon 
in the inlA gene, leading to the loss of function of the InlA protein. The differences between inlB alleles correlated 
with the specificity of strains belonging to a certain clonal complex. Differences in production levels of invasion 
factors were measured. In strains belonging to CC9, the InlA production level was 2.5 times as low compared to 
strains belonging to CC1, CC2, and CC7. In strains belonging to phylogenetically related CC1 and CC2, the InlB 
production level was on average 4 times as high compared to strains belonging to CC7 and CC9.
Conclusion. The obtained results confirm the variability of major invasion factors both among clonal complexes 
and strains of the same complex. The increased production of invasion factors InlA and InlB correlates with the 
potential virulence of strains. 
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Введение 
Listeria monocytogenes вызывает опасную пи-

щевую инфекцию с высокой (около 30%) летально-
стью у людей, находящихся в группе риска, а также 
у домашних и диких животных [1, 2]. Генетическую 
структуру вида L. monocytogenes подразделяют на  
4 филогенетические линии [3]. 

I филогенетическая линия включает клональ-
ные комплексы (СС) CC1, CC2, СС4 и СС6, наибо-
лее часто ассоциированные с листериозом у челове-
ка [4]. Штаммы CC1 и СС2 были разными метода-
ми отнесены к эпидемическим клонам ECII и ECIV 
соответственно, вызвавшим крупные вспышки ли-

стериоза в разных странах, в том числе в России. 
В Европе и США среди изолятов, выделенных из 
клинических случаев, преобладают штаммы СС1, 
на долю которых приходится 11,4% [5]. 

На территории России до 1980 г. доминирова-
ли штаммы II линии, выделяемые как из случаев ли-
стериоза у людей и животных, так и из природных 
источников, бóльшая часть которых относилась к 
СС7 (также известному как эпидемический клон 
ECVII) [6]. Штаммы CC7 и до настоящего времени 
преобладают в природных очагах на территории ев-
ропейской части России, а также их часто выделяют 
при спорадических случаях листериоза у людей и 
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животных [7]. Штаммы относящегося ко II линии 
СС9 часто выделяют из пищевых продуктов и объ-
ектов окружающей среды, в том числе на террито-
рии России [7]. В структуре инфекционной пато-
логии стран Европы и Северной Америки штаммы 
СС7 относят к штаммам средней вирулентности, а 
клональный комплекс СС9 считают низковирулент-
ным [8]. Разницу в частоте встречаемости среди 
клинических изолятов и, соответственно, в потен-
циальной вирулентности штаммов, относящихся к 
разным СС и/или филогенетическим линиям, раз-
ные авторы связывают с наличием дополнительных 
факторов вирулентности [9], аллельным разнообра-
зием факторов вирулентности [10], а также уровнем 
их экспрессии [11]. 

Начальным этапом инфекции является взаимо-
действие листерий с непрофессиональными фагоци-
тами при помощи белков, относящихся к семейству 
интерналинов, — InlA и InlB, которые позволяют  
L. monocytogenes проникать в энтероциты кишеч-
ника и эпителиальные клетки через взаимодействие 
c целевыми рецепторами. Специфическим рецеп-
тором InlA является Е-кадгерин. InlB специфиче-
ски взаимодействует с двумя рецепторами: c-Met и 
gС1q-R [12]. Для инвазии в энтероциты достаточно 
наличия функционального InlA [13], в гепатоци-
ты — только InlB [14], а совместное действие InlA и 
InlB опосредует пересечение плацентарного барье-
ра [15].

Для установления аллельного разнообразия 
генов inlA и inlB проводят их секвенирование. Ре-
зультаты этих исследований показывают, что кли-
нические штаммы и, что наиболее важно, штам-
мы, вызывающие внутриутробные и неонатальные 
инфекции, экспрессируют полноразмерный InlA 
чаще, чем штаммы пищевого происхождения. Уко-
роченный InlA был обнаружен в большинстве гипо-
вирулентных изолятов CC9 и CC121 [16] и в других 
клональных комплексах филогенетической линии II 
(например, CC331, CC199 и CC321) [4].

Ранее было показано, что клинические и пи-
щевые изоляты отличаются уровнем экспрессии 
генов inlA и inlB [11]. Экспрессия ключевых факто-
ров патогенности активируется во время клеточной 
инфекции и зависит от регулятора транскрипции 
PrfA. L. monocytogenes имеет сложную систему пе-
рекрёстных взаимодействий между регуляторными 
цепями σB и PrfA, чтобы обеспечить оптимальную 
реализацию генов, необходимых во внешней среде, 
включая репрессию генов, связанных с вирулент-
ностью. И наоборот, внутри организма эта регуля-
торная сеть обеспечивает повышенную экспрессию 
генов, связанных с вирулентностью, для успешной 
инвазии [17]. Активность PrfA снижается при куль-
тивировании L. monocytogenes на богатой питатель-
ной среде. Гидрофобные адсорбенты, включённые 
в состав среды культивирования, активируют PrfA 

и индуцируют повышенную активность генов фак-
торов вирулентности [18]. Однако механизмы, кон-
тролирующие уровень продукции соответствую-
щих белков-факторов патогенности, остаются неис-
следованными.

Для оценки уровня экспрессии белков исполь-
зуют разнообразные методы, такие как ферментатив-
ная активность целевого образца и иммуноблотинг. 
Оценку ферментативной активности невозможно 
использовать, если белки не являются биокатализа-
торами. Применение иммуноблотинга является тру-
доёмким процессом, в котором анализ невозможно 
провести с большим числом образцов. В качестве 
альтернативного метода для качественной и коли-
чественной идентификации InlA и InlB была разра-
ботана тест-система на основе иммуноферментного 
анализа (ИФА). Используя данную ИФА-тест-систе-
му, мы проанализировали изоляты L. monocytogenes 
из коллекции НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи на предмет 
уровня экспрессии InlA и InlB и его корреляции с фи-
логенетическим положением штаммов.

Материалы и методы 

Бактериальные штаммы и условия  
культивирования бактерий

В работе использованы штаммы Listeria spp. из 
коллекции НИЦЭМ им. Гамалеи (табл. 1). Культи-
вирование микроорганизмов осуществляли в жид-
кой питательной среде BHI («Becton Dickinson») 
при 37ºС в режиме постоянного встряхивания при 
180 об/мин. Для активации PrfA в бульон BHI до-
бавляли 1% (мас/об.) гидрофобного адсорбента 
Amberlite XAD 4 («Sigma-Aldrich»).

ПЦР-анализ 
Коллекционные изоляты L. monocytogenes ли-

зировали лизоцимом в концентрации 20 мкг/мл в 
течение 1 ч при 37ºС, далее лизаты обрабатывали 
протеиназой К в концентрации 25 мкг/мл при 56ºС 
в течение 1 ч. Полученные образцы кипятили на во-
дяной бане в течение 10 мин. Амплификацию генов 
inlA и inlB осуществляли в термоциклере «Терцик» 
(«ДНК-технология») по следующей программе с 
использованием TransStartTaq-ДНК-полимеразы 
(«TransGen»): 1-й этап (1 цикл): 94ºС — 4 мин; 2-й 
этап (30 циклов): 94ºС — 30 с, 52ºС — 30 с, 72ºС —  
2 мин; 3-й этап (1 цикл): 72ºС — 10 мин. Праймеры 
подбирали в программе «Ugene v. 40.1» и синтези-
ровали в компании «Синтол». Для гена inlA исполь-
зовали праймеры: InlA1 5’-ggttgaaaagtatactagtagc-3’; 
InlA2 5’-ggaagatattagcccaatttc-3’, для гена InlB: 
InlBF 5’-gcttatggatcctataattcaaaagaag, InlBR 
5’-gaaaagctgcagaaaatccgccttc. Продукты амплифика-
ции выявляли методом гель-электрофореза. Целе-
вые фрагменты ДНК очищали из геля с использова-
нием набора «Dia-gene» («Диа-М»). 
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Таблица 1. Используемые штаммы Listeria spp.
Table 1. Listeria spp. strains used in the study

Штамм | Strain Характеристика | Characteristics Источник | Source Ссылка | Reference

L. monocytogenes

EGDe CC9 Типовой штамм | Type strain BIGSdb ID = 1

EGDeΔinlB inlB deletion Предоставлен профессором J. Vazquez Boland
Kindly provided by Prof. J. Vazquez-Boland

EGDeΔinlA inlA deletion

VIMHA004 CC2 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3449

VIMHA007 CC2 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3450

VIMHA006 СС2 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3606

VIMHA009 CC1 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3452

VIMHA011 CC1 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3454

VIMHA010 CC1 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3453

VIMHA012 CC1 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3607

VIMHA017 CC1 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3609

L.mo25 CC1 Курица | Chicken BIGSdb ID = 79358

L.mo70 CC8 Курица | Chicken BIGSdb ID = 78808

L.mo78 CC37 Курица | Chicken BIGSdb ID = 79363

VIMPH006 CC7 Носитель | Carrier BIGSdb ID = 3464

L.mo71 CC59 Курица | Chicken BIGSdb ID = 78809

GIMC2010:LmcUH8 СС7 Носитель | Carrier BIGSdb ID = 42978

GIMC2032:LmcINH-1 СС7 Носитель | Carrier BIGSdb ID = 45728

GIMC2007:LmcIH1_3 СС7 Носитель | Carrier BIGSdb ID = 42975

766 СС7 Свинья | Swine BIGSdb ID = 5803

VIMPR134 CC7 Грызун | Rodent BIGSdb ID = 3459

VIMPR422 CC7 Грызун | Rodent BIGSdb ID = 3460

VIMPA064 CC7 Новорождённый | Newborn BIGSdb ID = 3455

L.mo84 СС37 Мясо | Meat BIGSdb ID = 79367

L.mo49 CC9 Курица | Chicken BIGSdb ID = 79359

L.mo129/3 CC9 Молочные продукты | Dairy products BIGSdb ID = 78797

L.mo75 CC9 BIGSdb ID = 79362

GIMC2035:Lmc7218 CC9 Рыба | Fish BIGSdb ID = 45731

GIMC2017: Lmc921 CC9 Мясо | Meat BIGSdb ID = 42987

L.mo98-20 CC9 Молочные продукты | Dairy products BIGSdb ID = 78795

 LO28 CC9 Типовой штамм | Type strain BIGSdb ID = 3364

L. ivanovii

ATCC 19119 Типовой штамм | Type strain

Американская 
коллекция типовых 

культур
American Type Culture 

Collection

Секвенирование 
Подготовку проб к секвенированию про-

водили согласно рекомендациям Центра кол-
лективного пользования «Геном». Секвениро-
вание ДНК выполняли с помощью набора реак-
тивов «ABI PRISM BigDye Terminator v. 3.1» с 
последующим анализом продуктов реакции на 

автоматическом секвенаторе «Applied Biosystems 
3730 DNA Analyzer». Для определения после-
довательностей генов были использованы прай-
меры: InlA1 5’-ggttgaaaagtatactagtagc-3’, InlA2 
5’-ggaagatattagcccaatttc-3’, InlA-R 5’-cttcttttgaattata-
ggatccataagc-3’, InlA3 5’-ccaatatcccgggaaaagctat-3’, 
5’-gcttatggatcctataattcaaaagaag-3’, InlBR 5’-gaaaagct-
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gcag aaaatccgccttc-3’, InlB1 5’-gaagcaggatcccggataac-
tgcac-3’, InlB2 5’-atagcgggttaagttgactgc-3’. Для ана-
лиза нуклеотидных последовательностей исполь-
зовали программу «Ugene v. 40.1» и базу данных 
BigSdb-Pasteur1. 

Получение поликлональных моноспецифичных 
антител против InlA и InlB

Кроликов иммунизировали препаратами очи-
щенных рекомбинантных белков InlA и InlB, как 
было описано ранее [19]. Работа с лабораторными 
животными проводилась с соблюдением этических 
принципов. Протокол исследования одобрен Эти-
ческим комитетом Национального исследователь-
ского центра эпидемиологии и микробиологии им. 
Н.Ф. Гамалеи  (протокол № 54 от 24.07.2023).

Глобулиновую фракцию гипериммунных сы-
вороток осаждали, добавляя насыщенный раствор 
(NH4)2SO4 («Русхим»). Выпавший осадок, содержа-
щий IgG, растворяли в 0,01 М Na-фосфатном буфе-
ре pH 6,5 и диализовали против этого же буфера. 
Полученный раствор пропускали через колонку с 
ДЭАЭ-сефадексом А-50 и собирали фракцию IgG, 
выходящую в свободном объёме буфера. Аффинные 
антитела выделяли на колонке против соответству-
ющих рекомбинантных белков InlA и InlB, иммо-
билизованных на активированной BrCN-сефарозе 
(«GE Healthcare»). Фракцию, полученную после 
ДЭАЭ-хроматографии, промывали 0,3 М NaCl и 
элюировали 4,5 М MgCl2 («Русхим»). Полученные 
образцы диализовали против фосфатно-солевого 
буфера («Sigma-Aldrich»), концентрировали, сме-
шивали с глицерином до концентрации 50% и хра-
нили при –20ºС. 

Вестерн-блот-анализ лизатов L. monocytogenes
Белки клеточной стенки получали из ночной 

культуры, выращенной в BHI-бульоне с добавлени-
ем 1% Amberlite XAD 4. Лизаты разделяли в 10% 
SDS-PAGE в денатурирующих условиях по Лемм-
ли и переносили на нитроцеллюлозную мембрану 
(«Bio-Rad») с диаметром по 0,45 мкм. Нитроцел-
люлозные мембраны инкубировали с полученными 
антителами против InlA или InlB соответственно 

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

в разведении 1 : 10 000 в течение 1 ч. Далее мем-
брану отмывали 3 раза ТТBS буфером («Bio-Rad») 
и добавляли вторичные антитела против IgG кро-
лика (в разведении 1 : 20 000). Визуализацию це-
левых белков InlA и InlB на мембране осуществля-
ли добавлением TMБ-субстрата («Thermo Fisher 
Scientific»). Для контроля нагрузки белков исполь-
зовали антитела к GAPDH (в разведении 1: 1000 
(«Thermo Fisher Scientific»). 

Непрямой иммуноферментный анализ
Бактериальные клетки культивировали в тече-

ние 24 ч на среде BHI, а затем центрифугировали 
и промывали трижды фосфатно-солевым буфером. 
Полученные образцы доводили до оптической плот-
ности OD600 = 0,2. Чтобы проверить, что количество 
клеток совпадает, культуры высевали на агаризован-
ную питательную среду. Лунки 96-луночного план-
шета покрывали аликвотами по 100 мкл соответст-
вующих тестируемых штаммов L. monocytogenes. 
Планшеты инкубировали при 37ºC в течение 1 ч, 
далее трижды отмывали трис-буферным физиоло-
гическим раствором, содержащим 0,05% Твин-20 
(TTBS) («Русхим»), а затем блокировали незанятые 
участки добавлением в лунки 200 мкл 2% бычьего 
сывороточного альбумина («Диа-М»), разведённого 
в фосфатно-солевом буфере в течение 30 мин. По 
окончании времени инкубации буфер для блоки-
ровки удаляли и добавляли 100 мкл анти-InlB или 
анти-InlA антител в разведении 1 : 4000 в TTBS и 
инкубировали 1 ч при комнатной температуре в ре-
жиме постоянного встряхивания при 140 об/мин. 
Далее лунки трижды промывали TTBS и добавляли 
100 мкл вторичных антител (козьи антитела против 
IgG кролика, меченные пероксидазой хрена, «Bio-
Rad»), в TTBS. После отмывали 6 раз TTBS по 250 
мкл и проявляли добавлением 100 мкл ТМВ-суб-
страта. Для остановки реакции использовали 
100 мкл 2 М H2SO4 («Русхим»). Измерение опти-
ческой плотности проводили при длине волны 450 
нм на планшетном фотометре «iMark» («Bio-Rad»). 
Концентрацию InlA и InlB определяли по калибро-
вочной кривой (рис. 1). 

Рис. 1. 96-луночный планшет с результатами анализа.
Fig. 1. 96-well plate and test results.

https://bigsdb.pasteur.fr/listeria
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Статистический анализ

Все эксперименты повторяли не менее 3 раз. 
Статистический анализ включал однофакторный 
ANOVA с тестом Тьюки. Значения p < 0,05 считали 
статистически значимыми.

Результаты 

Анализ частоты встречаемости изолятов,  
депонированных в базе данных BigSdb-Pasteur,  

в зависимости от филогенетического положения 
и региона выделения 

В совокупности в базе данных BigSdb-Pasteur 
депонировано 111 изолятов, выделенных на терри-
тории России от сельскохозяйственных животных 
и человека, инфицированных L. monocytogenes. Из 
них 83 изолята были выделены в 1958–2019 гг. со-
трудниками НИИЭМ им. Г.П. Сомова, ФИЦВиМ, 
НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи и ГНЦ ПМБ из клини-
ческого материала, полученного от мертворождён-
ных в результате перинатального листериоза детей, 
а также от беременных женщин без клинических 
признаков инфекции, и из образцов, забранных у па-
циентов с нейролистериозом и поражениями тканей 
лёгкого. Анализ базы данных показал, что в случаях 
листериоза человека преобладали изоляты, принад-
лежащие к СС7 (II филогенетическая линия), СС1 и 
СС2 (I филогенетическая линия) по 16, 11 и 8% соот-
ветственно. Изоляты, относящиеся к СС9 (II фило-
генетическая линия), составили 2% (рис. 2).

Далее мы проанализировали распределение 
в соответствии с СС для изолятов, выделенных на 
территории Европы (исключая страны, входившие 
в состав СССР) из клинического материала паци-
ентов с листериозом. Всего в базе депонировано 
747 изолятов. При этом 723 изолята представлены 
теми же клональными комплексами, что и на тер-
ритории России. Однако процентное соотношение 
представленности отдельных СС среди клиниче-
ских изолятов, выделенных на территории Европы, 
отличалось от российских. Среди европейских изо-
лятов преобладали СС1, СС6 и СС2 (23, 15 и 14% 
соответственно). 

Определение разнообразия inlA и inlB среди  
изолятов L. monocytogenes, выделенных  

на территории России, из коллекции  
НИЦЭМ им. Гамалеи 

Анализ базы данных показал, что среди штам-
мов II филогенетической линии, преобладающих на 
территории России, штаммы, относящиеся к СС7, 
чаще встречаются среди клинических изолятов, по 
сравнению со штаммами, относящимися к СС9. Для 
понимания потенциальных механизмов, обеспечи-
вающих эти различия, мы просеквенировали гены 
inlA и inlB 32 штаммов, принадлежащих к данным 
СС, которые были выделены на территории России.

Среди штаммов, принадлежащих к СС7, вы-
явлены 3 аллельных варианта inlA, в том числе  
15 штаммов обладали аллелем 2 гена inlA, пред-

Рис. 2. Частота встречаемости СС среди штаммов L. monocytogenes, информация о которых хранится в базе данных 
ListiList (Institute Pasteur, Франция), для России и стран Европы и Северной Америки.

Fig. 2. CC occurrence frequency among L. monocytogenes strains from the ListiList database (Institut Pasteur, France),  
for Russia, countries of Europe and North America.
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ставленным в базе данных BigSdb-Pasteur. Однако у 
2 штаммов inlA отличался от аллелей, депонирован-
ных в этой базе данных. Выявленные мутации были не-
синонимическими, что указывало на потенциальное 
функциональное значение замен. Изолят VIMРA064 
содержал 1 несинонимическую замену, приводящую 
к замене глутамина в 364-м положении на пролин 
в области интерналинового домена, вовлечённого в 
белок-белковое взаимодействие с эукариотическим 
рецептором Е-кадгерином. VIMPH006 содержал  
3 несинонимические замены в положениях 618, 620 
и 621 (пролин, лизин и глутамин вместо аланина, 
глутамина и серина) вне области интерналинового 
домена. Ни один из аллелей штаммов, относящихся 
к СС7, не содержал преждевременных стоп-кодонов. 

Из 9 штаммов, принадлежащих к СС9, у  
1 штамма выявили наличие стоп-кодона в гене inlA. 
Стоп-кодон находился вне области интерналино-
вого домена, однако препятствовал формированию 
полноразмерного белка, в частности, связыванию 
белка с поверхностью бактерии, что необходимо 
для функциональной активности InlA как фактора 
инвазии. Остальные 8 штаммов СС9 кодировали 
полноразмерный вариант inlA относящийся к ал-
лелю 1. Данные о последовательностях генов inlA 
доступны в базе данных GenBank под номерами 
OQ865090–OQ865119. 

Секвенирование гена inlB у 32 штаммов не 
выявило особенностей в пределах клональных ком-
плексов. Для штаммов, относящихся к СС7, был 
выявлен аллель 2, к СС9 — аллель 1. 

Таким образом, анализируя последовательно-
сти inlA и inlB, у штаммов, относящихся к СС7 и 

СС9, установлена внутриклональная вариабель-
ность inlA, в то время как inlB был консервативен 
для всех штаммов, относящихся к определённому 
клону. Аллели, выявленные среди штаммов высо-
ковирулентного CC7, кодировали различные изо-
формы InlA, что может указывать на различия в 
их взаимодействии с таргетным рецептором на по-
верхности клеток человека. Вариант, кодируемый 
альтернативным аллелем inlA, выявленным среди 
штаммов, относящихся к редко встречающемуся 
среди клинических изолятов СС9, кодировал не-
функциональный укороченный белок.

Уровень экспрессии фактора патогенности  
L. monocytogenes InlB в штаммах  

СС1, СС2, СС7 и СС9
Для оценки корреляции между уровнем про-

дукции факторов инвазии InlA и InlB и частотой 
встречаемости штаммов данного СС среди клини-
ческих изолятов были сконструированы 2 тест-си-
стемы, основанные на ИФА. Концентрацию бел-
ков определяли по калибровочным кривым от 5 до 
1000 нг/мл. В качестве стандартов использовали 
рекомбинантные InlA и InlB (рис. 3). 

Транскрипция обоих генов, кодирующих бел-
ки InlA и InlB, находится под контролем регулятора 
PrfA [12]. При культивировании L. monocytogenes 
на питательных средах активность PrfA увеличи-
вается в присутствии гидрофобных адсорбентов 
(активированный уголь или Amberlite XAD4), до-
стигая уровней, характерных для бактерий в про-
цессе инфекции [18]. С целью изучения изменений 
в концентрации инвазинов в зависимости от состо-

Рис. 3. Иммуноблот клеточных лизатов бактерий Listeria spp. 
а — моноспецифичные антитела против InlA; б — моноспецифичные антитела против InlB. 1 — L. monocytogenes EGDe ΔinlA;  

2 — L. ivanovii ATCC 19119; 3 — L. monocytogenes EGDe (CC9); 4 — L. monocytogenes EGDe ΔinlB;  
5 — L. monocytogenes L.mo49 (CC9).

Fig. 3. Immunoblot of Listeria spp. cell lysates. 
a — monospecific antibodies against InlA; b — monospecific antibodies against InlB. 1 – L. monocytogenes EGDe ΔinlA;  

2 — L. ivanovii ATCC 19119; 3 — L. monocytogenes EGDe (CC9); 4 — L. monocytogenes EGDe ΔinlB;  
5 — L. monocytogenes L.mo49 (CC9)
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яния PrfA были измерены уровни InlA и InlB без 
активации и при активации PrfA регулона в зависи-
мости от наличия в питательной среде адсорбента 
Amberlite XAD4. Без активации PrfA уровень InlA 
у штаммов L. monocytogenes варьировал от 5 до  
65 нг/мл (рис. 4). При этом штаммы, относящиеся 
к СС1, СС2 и СС7, показывали в среднем более вы-
сокий уровень InlA в сравнении со штаммами, от-
носящимися к СС9 (53,5 ± 5,3 нг/мл против 21,1 ± 
3,2 нг/мл; p < 0,05). Исключение составил 1 штамм 
СС9 L.mo129-3, имеющий уровень, сравнимый со 
штаммами СС1, СС2, СС7 (59,1 ± 1,5 нг/мл). 

Комплементация питательной среды адсорбен-
том Amberlite XAD4 и соответствующая активация 
PrfA приводила к увеличению концентрации InlA у 
всех штаммов в среднем на 31%. При этом у отдель-
ных штаммов концентрация достигала максимума: 
VIMHA017 (СС1) — 99 нг/мл, VIMHA007 (CC2) — 
93 нг/мл, L.mo71 — 107 нг/мл (CC7), L.mo129-3 
(CC9) — 90 нг/мл. 

Уровень InlB между штаммами варьировал от 
15 до 958 нг/мл без активации PrfA регулона (рис. 5). 
При этом в среднем концентрация у штаммов CC1 и 
CC2 составляла 740,5 нг/мл, что было существенно 

выше, чем у штаммов СС7 и СС9 (209,5 и 177,9 нг/мл  
соответственно). Но в сравнении с InlA уровень 
InlB у штамма L.mo129-3 не достигал значений, ха-
рактерных для штаммов СС1 и СС2, и был меньше 
в 2 раза (p < 0,05). 

При активации PrfA концентрация InlB до-
стигала максимальных значений 1353 нг/мл для 
штаммов СС1 и СС2, 917 нг/мл — для СС7,  
835 нг/мл — для СС9. При этом наибольшего уве-
личения уровня InlB достигала у штаммов СС7  
(в 3,29 раза в сравнении с уровнем без активации). 
Для штаммов СС9 и I филогенетической линии (СС1, 
СС2) увеличение уровня InlB в присутствии адсор-
бента составило 2,93 и 1,54 раза соответственно. 

Обсуждение 
У L. monocytogenes, как и у большинства дру-

гих патогенных бактерий, клональные группы и 
линии различаются по вирулентному потенциалу 
[20, 21]. Например, штаммы II филогенетической 
линии чаще связаны с пищевыми продуктами, в то 
время как штаммы I филогенетической линии чаще 
обнаруживают в клинических изолятах. Однако да-
же внутри филогенетических линий распределение 
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Рис. 4. Уровни InlA изолятов, относящихся к разным СС. 
Концентрацию InlA измеряли при помощи разработанной ИФА-тест-системы. Бактерии выращивали в среде BHI без и с добавлением 

1% Amberlite XAD4.
Fig. 4. Levels of InlA isolates belonging to different CCs. 

The InlA concentration was measured using the new ELISA test system. Bacteria were grown in a BHI medium without and with the addition 
of 1% Amberlite XAD4.
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среди источников различное. Например, штаммы  
II филогенетической линии, принадлежащие к СС7, 
чаще, чем штаммы, относящиеся к СС9, выделяют 
из клинических образцов [20]. Установление приро-
ды такой гетерогенности необходимо для понима-
ния механизмов эволюции и формирования высоко-
вирулентных штаммов. 

Для ряда патогенных бактерий, например для 
энтеропатогенных иерсиний, различия в вирулент-
ности связаны с наличием дополнительных факто-
ров патогенности, которые могут присутствовать на 
плазмидах и мобильных генетических элементах 
[22]. При поиске дополнительных факторов пато-
генности у штаммов L. monocytogenes, относящих-
ся к клональному комплексу СС1, был обнаружен 
бактериоцин LLS, который, предположительно, по-
зволяет листериям дольше выживать в присутствии 
нормальной микробиоты, однако не является пол-
ноценным фактором патогенности и отсутствует у 
других высоковирулентных штаммов, относящихся 
к другим СС [23]. 

Нами была предложена альтернативная ги-
потеза о роли вариабельности основных факторов 
патогенности как основного механизма формирова-
ния высоковирулентных штаммов L. monocytogenes 
и других возбудителей сапронозов [24]. Природные 
изоформы InlB отличаются между собой и по ки-
нетике активации внутриклеточных сигнальных пу-
тей, и по константе связывания со своими целевыми 
рецепторами c-Met и gC1qR [25, 26]. Штаммы, от-
личающиеся только изоформой InlB, различались в 
способности поддерживать гастроинтестинальную 
инфекцию у мышевидных грызунов, а изоформы 
InlB обусловливали различную инвазию данных 
штаммов в эпителиальные клетки животных (клет-
ки почки овцы, shKEC) [10]. В данной работе про-
демонстрирована вариабельность другого фактора 
инвазии — белка InlA среди штаммов, относящихся 
к СС II филогенетической линии: СС7 и СС9. Сре-
ди проанализированных штаммов выявлен один с 
нефункциональным белком InlA, что соответствует 
относительно низкой роли СС9 в клиническом рас-

Рис. 5. Уровни InlB изолятов, относящихся к разным СС. 
Концентрацию InlA измеряли при помощи разработанной ИФА-тест-системы. Бактерии выращивали в среде BHI  

без и с добавлением 1% Amberlite XAD4.
Fig. 5. Levels of InlB isolates belonging to different CCs. 

The InlA concentration was measured using the new ELISA test system. Bacteria were grown in a BHI medium  
with and without 1% Amberlite XAD4.
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пространении листериоза и совпадает с данными 
других авторов [27].

Ещё одним механизмом, определяющим виру-
лентный потенциал штамма, может быть уровень 
продукции основных факторов патогенности [11]. 
Ранее было установлено, что уровень продукции 
InlB влияет на взаимодействие L. monocytogenes с 
макрофагами [28]. У L. monocytogenes продукция 
факторов патогенности происходит под положи-
тельным контролем белка PrfA, который неактивен 
в условиях роста, свидетельствующих о пребыва-
нии вне организма хозяина (низкая температура, 
наличие растительных сахаров и гидрофобных 
пептидов) [22]. Данный механизм регуляции яв-
ляется оправданным, поскольку позволяет исклю-
чить избыточность синтеза факторов патогенности 
для возбудителей сапронозов, когда они обитают в 
абиотических условиях окружающей среды. Вме-
сте с тем высокий уровень продукции факторов, 
необходимых для пересечения эпителиального 
барьера кишечника, должен положительно  влиять 
на вирулентность бактерий. В соответствии с этой 
гипотезой в данном исследовании показано, что 
уровень продукции фактора инвазии InlB без ак-
тивации PrfA был выше в 4 раза у штаммов I фи-
логенетической линии (СС1 и СС2) в сравнении со 
штаммами II филогенетической линии (СС7, СС9). 
Уровень продукции InlA без активации PrfA и в ус-
ловиях активации PrfA у изолятов, относящихся 
к СС1, СС2, СС7, был выше, чем у изолятов, от-
носящихся к СС9. Это согласуется с тем, что наи-
более часто на территории России в клинических 
образцах встречаются именно СС1, СС2, СС7. 
При этом у штаммов, относящихся к СС9, которые 
чаще выделяют из продуктов питания, уровень 
InlA был ниже в 2,5 раза, за исключением штамма 
L.mo129-3, который показал схожую с СС1 и СС2 
концентрацию. 

Таким образом, в нашем исследовании было 
показано, что высоковирулентные штаммы для че-
ловека характеризуются не только определёнными 
изоформами, но и повышенной продукцией InlA и 
InlB. Наши данные подтверждают результаты дру-
гих исследователей, которые установили, что кли-
нические изоляты отличаются от пищевых изолятов 
уровнем экспрессии inlA [11].

Заключение
В совокупности полученные нами данные со-

гласуются с эпидемиологическими наблюдениями 
и раскрывают возможные механизмы формиро-
вания СС L. monocytogenes с различными виру-
лентными потенциалами. Полученные результаты 
имеют фундаментальное значение, но также могут 
послужить основой для классификации вновь вы-
деленных изолятов на вирулентные и гиповиру-
лентные клоны.
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Характеристика антибиотикорезистентности  
нетифоидных сальмонелл, циркулирующих  
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Аннотация
Введение. Нетифоидные сальмонеллы вносят значительный вклад в заболеваемость кишечными ин-
фекциями и характеризуются возрастанием доли штаммов, резистентных к антимикробным препара-
там (АМП), в том числе к современным препаратам выбора (цефалоспорины III и фторхинолоны).
Цель работы — оценка фенотипической резистентности сальмонелл к различным классам АМП и опре-
деление связи между фенотипической резистентностью, серотипом, источником изоляции и характером 
заболеваемости.
Материалы и методы. Исследованы 752 неповторяющихся штамма сальмонелл из 2494 штаммов, вы-
деленных из различных источников (клинический материал, пищевые продукты, окружающая среда), по-
ступивших из 59 регионов России в период с 2019 по 2022 г. Фенотипическая резистентность к 22 ан-
тибиотикам из 11 CLSI-классов АМП оценена методом серийных разведений в бульоне (минимальная 
подавляющая концентрация). Проведено сравнение разнообразия профилей резистентности серотипов 
сальмонелл с использованием индекса Шеннона.
Результаты. Доминирующее положение по частоте изоляции занимают серотипы Salmonella Еnteritidis, 
S. Infantis, S. Muenchen, S. Typhimurium, S. Bovismorbificans, на которые приходилось 64,4% исследован-
ных штаммов. Устойчивость по меньшей мере к одному из тестируемых антибиотиков проявляли 543 
(72,2%) штамма, множественной лекарственной устойчивостью характеризовались 193 (25,7%) штамма. 
Резистентность к классам АМП характеризовалась следующим распределением: хинолоны (61,3%), те-
трациклины (28,1%), пенициллины (19,1%), β-лактамные комбинированные препараты (18,6%), антаго-
нисты фолатного пути (16,5%), фениколы (10,1%), аминогликозиды (5,6%), цефемы (4,7%), монобактамы 
(4,4%), липопептиды (3,9%). Резистентных штаммов к пенемам не выявлено. Показаны особенности рези-
стентности сальмонелл по классам АМП в зависимости от источников выделения, серотипа сальмонелл и 
характера заболеваемости (групповая и спорадическая).
Выводы. Мониторинг фенотипической антибиотикорезистентности является важным инструментом эпи-
демиологического надзора в целях профилактики распространения резистентности бактерий к АМП.

Ключевые слова: фенотипическая резистентность, Salmonella enterica, антибиотики, серотипы 
сальмонелл, источники выделения

Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии паци-
ентов. Протокол исследования одобрен Этическим комитетом ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора (про-
токол № 83 от 26.06.2018). 
Источник финансирования. Исследование проведено в рамках отраслевой научно-исследовательской про-
граммы Роспотребнадзора на период 2021-2025 гг. (№ НИОКТР АААА-А21-121011990054-5).
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, свя-
занных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Павлова А.С., Кулешов К.В., Крутова Н.Е., Гусева А.Н., Подколзин А.Т. Характеристика 
антибиотикорезистентности нетифоидных сальмонелл, циркулирующих на территории Российской Федерации 
в период с 2019 по 2022 год. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2023;100(5):287–301.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-451
EDN: https://www.elibrary.ru/tmxvam



288 289JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023; 100(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-451

ORIGINAL RESEARCHES

© Pavlova A.S., Kuleshov K.V., Krutova N.E., Guseva A.N., Podkolzin A.T., 2023

Original Study Article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-451

Characteristics of antibiotic resistance of non-typhoidal  
Salmonella circulating in the Russian Federation  
in the period from 2019 to 2022
Anastasia S. Pavlova , Konstantin V. Kuleshov, Natalia E. Krutova,  
Anna N. Guseva, Alexandr T. Podkolzin

Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. Non-typhoidal Salmonella make a significant contribution to the incidence of enteric infections and 
are characterized by an increasing proportion of strains resistant to antimicrobial agents (AMA), including the first 
choice antibiotics (cephalosporins III and fluoroquinolones).
The purpose of the study is to assess the phenotypic resistance of Salmonella to various classes of AMAs and 
determine the relationship between the phenotypic resistance, serotype, source of isolation and nature of incidence.
Materials and methods. We studied 752 representative strains of Salmonella of 2494 strains isolated from 
various sources (clinical samples, food products, environment) received from 59 regions of Russia in the period 
from 2019 to 2022. The phenotypic resistance to 22 antibiotics of 11 CLSI classes of AMAs was assessed by 
broth microdilution method (minimum inhibitory concentration). The diversity of resistance profiles of Salmonella 
serotypes was compared using the Shannon index.
Results. The dominant position in terms of isolation frequency is occupied by the serotypes Salmonella Enteritidis, 
S. Infantis, S. Muenchen, S. Typhimurium, S. Bovismorbificans, which accounted for 64.4% of the studied 
strains. 543 (72.2%) strains showed resistance to at least one of the tested antibiotics; 193 (25.7%) strains were 
characterized by multidrug resistance phenotype (MDR). Resistance to AMA classes was characterized by the 
following distribution: quinolones (61.3%), tetracyclines (28.1%), penicillins (19.1%), β-lactam combination agents 
(18.6%), folate pathway antagonists (16, 5%), phenicols (10.1%), aminoglycosides (5.6%), cephems (4.7%), 
monobactams (4.4%), lipopeptides (3.9%). No penem-resistant strains have been identified. The features of 
Salmonella resistance by AMA classes are shown to depend on the sources of isolation, the Salmonella serotype 
and the nature of the incidence (outbreak and sporadic).
Conclusions. Monitoring of phenotypic antibiotic resistance is an important tool for epidemiological surveillance 
in order to prevent the spread of bacterial resistance to AMAs.
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Введение
Нетифоидные штаммы Salmonella enterica под-

вид enterica (в дальнейшем именуемые в нашем ис-
следовании, как нетифоидные Salmonella или нети-
фодные сальмонеллы) вносят значительный вклад 
в заболеваемость кишечными инфекциями в мире 
[1, 2] и отвечают за 99% случаев сальмонеллёза у 
людей и животных и сохраняет свою актуальность 
при формировании вспышечной заболеваемости, 

занимая 3-е место (после острой кишечной инфек-
ции вирусной этиологии) по числу очагов группо-
вой заболеваемости с фекально- оральным механиз-
мом передачи инфекции. Несмотря на тенденцию 
к снижению заболеваемости в последние годы, 
сальмонеллёз по-прежнему является наиболее ча-
сто регистрируемым пищевым зоонозом в России. 
По оценке динамики заболеваемости на террито-
рии России с 2019 по 2021 г. показатель заболева-
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емости уменьшился в 1,8 раза и составил 13,61 на  
100 тыс. населения, в то время как в 2022 г. — 17,1 на  
100 тыс. населения1. 

Сальмонеллёз неосложнённого течения, как 
правило, не требует антибактериальной тера- 
пии2, но она показана для лечения инвазивных и тя-
жёлых форм, а также пациентов, входящих в группу  
риска (дети грудного возраста, пожилые люди и 
пациенты с ослабленным иммунитетом) [3, 4]. Дли-
тельное время препаратами выбора являлись хлор-
амфеникол, ампициллин, триметоприм-сульфаме-
токсазол [5, 6], однако в последние годы устойчи-
вость к этим препаратам значительно возросла [7]. 

В настоящее время рекомендуемыми препара-
тами выбора в терапии тяжёлых и генерализованных 
форм сальмонеллёза являются цефалоспорины III 
поколения и фторхинолоны3,4. Эти антимикробные 
препараты (АМП) входят в список обязательных 
для мониторинга для сальмонелл по рекомендациям 
Всемирной организации здравоохранения. По дан-
ным последнего отчёта Глобальной системы надзора 
за устойчивостью к АМП и их использованием, про-
цент устойчивых к ципрофлоксацину штаммов саль-
монелл, выделенных от людей, увеличился с 12,0% 
в 2017 г. до 19,7% в 2020 г.5 В то же время процент 
выявляемости штаммов-продуцентов β-лактамаз 
расширенного спектра действия, хотя и остаётся на 
низком уровне, имеет тенденцию к росту [8].

Мониторинг циркулирующих штаммов и опре-
деление их профиля устойчивости к АМП необхо-
димы для лучшего понимания эпидемиологической 
ситуации, выработки национальных стратегий по 
искоренению резистентных штаммов, а также раз-
работки профилактических мер по недопущению 
формирования резервуаров инфекции. При этом 
организация мониторинга должна основываться на 
принципе «Единое здоровье», который заключает-
ся в тесном взаимодействии и координации разных 
сфер, в частности организации мониторинга фено-
типических и молекулярно-генетических характе-
ристик сальмонелл как в популяции человека, так и 
в разных отраслях сельского хозяйства, что особен-
но актуально для обеспечения безопасности пище-
вых продуктов [9].

1 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2022 году: Государст-
венный доклад. М.; 2023.

2 Plumb I., Fields P., Bruce B.B. Salmonellosis (Nontyphoidal) // 
CDC Yellow Book; 2024. Travel-Related Infectious Diseases. 
URL: https://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2020/travel-
related-infectious-diseases/salmonellosis-nontyphoidal (дата об-
ращения 07.09.2023).

3 Клинические рекомендации. Сальмонеллез у взрослых. М.; 
2021.

4 The WHO Essential Medicines List Antibiotic Book: improving 
antibiotic AWaReness (Draft for consultation). Geneva; 2022.

5 Global antimicrobial resistance and use surveillance system 
(GLASS) report 2022. Geneva; 2022. 

Сравнительный анализ данных по антибиоти-
корезистентности сальмонелл, полученных в России 
в разные годы, представляет определённые сложно-
сти. Одной из главных причин является постоянная 
изменчивость критериев интерпретации и методи-
ческих подходов к тестированию на антибиотико-
резистентность. Эти изменения происходят во всём 
мире, что усложняет проведение объективного ана-
лиза [10]. Согласно предыдущим исследованиям, 
процент нетифоидных штаммов Salmonella, устой-
чивых к различным классам АМП, в разные годы 
на отдельных территориях России значительно ва-
рьировал. Резистентность к аминогликозидам про-
являли от 1–2 до 53,1% штаммов, к хинолонам — от 
0,0 до 59,2%, к пенициллинам — от 26,4 до 42,0% 
[11–14]. Другим немаловажным фактором является 
ограниченное число исследований в России, отра-
жающих комплексный анализ фенотипической ре-
зистентности штаммов нетифоидных сальмонелл с 
точки зрения разнообразия источников и географии 
изоляции, а также серотипового пейзажа. 

Цель настоящей работы заключалась в оценке 
фенотипической резистентности сальмонелл к раз-
личным классам АМП и определение связи между 
фенотипической резистентностью и такими пара-
метрами, как серотип, источник изоляции и харак-
тер заболеваемости (групповая и спорадическая), 
при которой были изолированы штаммы.

Материалы и методы

Отбор изолятов и микробиологические  
исследования

В 2019–2022 гг. проведено исследование 2494 
штаммов нетифоидных сальмонелл, выделенных на 
территории 59 регионов России из различных источ-
ников. Среди них 1355 изолятов были получены в хо-
де расследования 113 случаев групповой заболевае-
мости сальмонеллёзами от людей и предполагаемых 
факторов передачи инфекции (пищевые продукты 
и окружающая среда), 1139 изолятов выделены при 
единичных случаях заболеваний сальмонеллезами 
из пищевых продуктов и окружаю щей среды. Иссле-
дование проводилось при добровольном информиро-
ванном согласии пациентов. Протокол исследования 
одобрен Этическим комитетом ЦНИИ Эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора (протокол № 83 от 26.06.2018). 

Исследуемые штаммы предварительно рас-
севали до получения отдельных колоний на среде 
МакКонки («CONDA Pronadisa»). Видовая принад-
лежность была установлена с использованием био-
химических идентификационных систем «API 20Е» 
(«bioMérieux»).

Серологическая идентификация
Серологическую идентификацию сальмонелл 

проводили с помощью унифицированных мето-
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дов по схеме Кауфмана–Уайта с использовани-
ем диаг ностических поликлональных сывороток  
(«ПЕТСАЛ») и моноклональных сывороток («Sifin»). 
Названия серотипов указаны в сокращенном вариан-
те написания согласно международным правилам.  
Вместо названия с указанием таксономической при-
надлежности к роду, виду, подвиду и серотипу, на-
пример, Salmonella enterica подвид enterica серовар 
Enteritidis, в статье используется сокращенный вари-
ант названия серотипа — S. Enteritidis.

Субвидовое генетическое типирование
Субвидовое типирование проводили согласно 

международному стандартизированному протоко-
лу с использованием ферментов рестрикции XbaI и 
BlnI [15].

Определение фенотипической резистентности
Среди всех проанализированных штаммов  

(n = 2494) у 1522 изолятов (61,0%; 95% доверитель-
ный интервал (ДИ) 59,1–62,9) определили чувстви-
тельность к АМП (729 штаммов из очагов группо-
вой заболеваемости и 793 — спорадические случаи 
выявления сальмонелл) методом серийных раз-
ведений в бульоне путём определения минималь-
ной подавляющей концентрации антибиотика на 
планшетах G-I и G-II «MikrolatestSensiLaTest MIC» 
(«Erba Lachema»). В качестве контрольного штамма 
использовали штамм Escherichia coli (ATCC 25922). 
Спектр АМП по классам, согласно классификации 
Института клинических и лабораторных стандар-
тов (CLSI)6, включал:

• пенициллины: ампициллин, пиперациллин; 
• β-лактамные комбинированные препараты: 

ампициллин/сульбактам, пиперациллин/та-
зобактам; 

• цефемы: цефазолин, цефуроксим, цефотак-
сим, цефтазидим, цефепим; 

• монобактамы: азтреонам; 
• пенемы: меропенем, эртапенем; 
• аминогликозиды: гентамицин, нетилмицин, 

амикацин, тобрамицин; 
• липопептиды: колистин; 
• антагонисты фолатного пути: триметоприм/

сульфаметоксазол; 
• хинолоны: ципрофлоксацин; 
• фениколы: хлорамфеникол; 
• тетрациклины: тетрациклин, тигециклин. 
Результаты определения чувствительности ин-

терпретировали в соответствии с актуальными кри-
териями Европейского комитета по определению 
чувствительности к АМП («EUCAST v. 13.0»). Если 

6 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance 
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 31st ed. CLSI 
supplement M100 Clinical and Laboratory Standards Institute, 
USA, 2021.

у штамма проявлялась устойчивость к хотя бы од-
ному антибиотику определённого класса, то штамм 
считался устойчивым к этому классу АМП.

Из-за отсутствия интерпретации минимальной 
подавляющей концентрации для Salmonella цефа-
золина, цефуроксима, нетилмицина и тигециклина 
данные по этим препаратам в исследовании не учи-
тывали. Интерпретацию по тетрациклину и хлор-
амфениколу оценивали по «эпидемиологическим 
точкам отсечения» (epidemiological cut-off va lues — 
ECOFF). Кроме того, по рекомендации Всемирной 
организации здравоохранения для колистина было 
установлено значение ECOFF > 8 мкг/мл при тести-
ровании штаммов сальмонелл, принадлежащих к 
серотипам S. Еnteritidis и S. Dublin7. 

Стратегия определения выборки  
неповторяющихся штаммов и оценка  

разнообразия профилей резистентности
Неповторяющимися штаммами считались те 

штаммы, которые характеризуются уникальным со-
четанием таких характеристик, как серотип, дата изо-
ляции, место выделения, источник выделения, про-
филь устойчивости к АМП и генетический субтип. 
При этом каждый очаг групповой заболеваемости, 
независимо от источника выделения, был представ-
лен одним штаммом или несколькими штаммами, ес-
ли внутри очага были выявлены штаммы, отличаю-
щиеся по одной или нескольким характеристикам. 
Если для штамма отсутствовал генетический субтип, 
то он не учитывался в спектре характеристик. 

Для анализа разнообразия профилей рези-
стентности штаммов Salmonella мы использовали 
индекс разнообразия Шеннона (H). Оценку до-
стоверности различия значений индекса Шеннона  
(p-уровень значимости) между двумя группами 
штаммов, каждая из которых характеризовалась на-
бором профилей резистентности с определёнными 
частотами встречаемости, проводили с использова-
нием модифицированного параметрического крите-
рия Стьюдента — t-теста Хатченсона [16].

95% ДИ для доли обнаруживаемых штаммов 
согласно различным критериям был рассчитан по 
функции «BinomCI» по методу Уилсона с использо-
ванием пакета библиотек «DescTools» программно-
го обеспечения R. 

Результаты

Закономерности и характеристика  
резистентности сальмонелл, циркулирующих  

на территории России

Среди 1522 изолятов, исследованных на ан-
тибиотикочувствительность в 2019–2022 гг., были 

7 Integrated Surveillance of Antimicrobial Resistance in Foodborne 
Bacteria: Application of a One Health Approach. Geneva; 2017.
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отобраны 752 неповторяющихся штамма, принад-
лежащих к 69 серотипам. Из них 153 штамма от-
носились к очагам групповой заболеваемости и 
включали штаммы сальмонелл, выделенные как от 
людей (n = 121), так и из предполагаемых источ-
ников (n = 32), а 599 штаммов — к спорадическим 
случаям выявления сальмонелл (табл. 1). Споради-
ческие штаммы были подразделены на три груп-
пы по источникам выделения: спорадическая за-
болеваемость — штаммы, выделенные от людей  
(n = 270), из пищевых продуктов (n = 239) и окру-
жающей среды — из различных водоёмов и сточ-
ных вод (n = 90).

Устойчивость по меньшей мере к одному из 
тестируемых антибиотиков проявляли 543 (72,2%) 
штамма, а 193 (25,7%) штамма характеризовались 
множественной лекарственной устойчивостью 

(МЛУ). Основная часть штаммов с МЛУ-феноти-
пом (n = 120) была резистентна к 4–6 классам АМП, 
а 6 штаммов характеризовались максимальным 
спектром резистентности — 10 классов АМП из  
11 тестируемых (см. Приложение в допол-
нительных файлах к статье на сайте  журнала:  
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-451-1). 

Процент устойчивых штаммов всей выборки 
исследованных сальмонелл к определённым клас-
сам АМП характеризовался следующим распреде-
лением: фенотипическую резистентность к хиноло-
нам проявляли 61,3% (95% ДИ 57,8–64,7) исследо-
ванных штаммов, к тетрациклинам — 28,1% (95% 
ДИ 25,0–31,4), к пеницилинам — 19,1% (95% ДИ 
16,5–22,1), к β-лактамным комбинированным пре-
паратам — 18,6% (95% ДИ 16,0–21,6), к антагони-
стам фолатного пути — 16,5% (95% ДИ 14,0–19,3), 

Таблица 1. Распределение серотипов S. enterica в очагах группой заболеваемости и при спорадических случаях изо-
ляции сальмонелл
Table 1. Distribution of S. enterica serotypes in outbreaks and in sporadic cases of Salmonella isolation

Серотип (число очагов)
Serotype (number of outbreaks)

Число штаммов
Number of strains

Доля штаммов, %
Percentage of strains, %

95% ДИ
95% CI

Групповая заболеваемость | Outbreak cases

S. Enteritidis (103) 138 90,2 84,4–93,9

S. Abony (2) 5 3,3 1,4–7,4

S. Typhimurium (2) 3 1,9 0,6–5,6

S. Muenchen (2) 2 1,3 0,3–4,6

S. Bareilly (1) 2 1,3 0,3–4,6

S. Infantis (1) 1 0,7 0,1–3,6

S. Stanley (1) 1 0,7 0,1–3,6

S. Braenderup (1) 1 0,7 0,1–3,6

Всего | Total 153 100

Спорадические случаи выделения штаммов сальмонелл | Sporadic cases of Salmonella strains isolation

Спорадическая заболеваемость | Sporadic incidence (n = 270)

S. Enteritidis 55 20,4 16,0–25,6

S. Muenchen 34 12,6 9,2–17,1

S. Typhimurium 17 6,3 4,0–9,9

Другие серотипы | Other serotypes 164 60,7 54,8–66,4

Пищевые продукты | Food (n = 239)

S. Infantis 95 39,7 33,8–46,1

S. Enteritidis 39 16,3 12,2–21,5

S. Typhimurium 11 4,6 2,6–8,1

Другие серотипы | Other serotypes 94 39,3 33,4–45,6

Внешняя среда | Environment (n = 90)

S. Infantis 13 14,4 8,6–23,2

S. Typhimurium 11 12,2 7,0–20,6

S. Bovismorbificans 10 11,1 6,1–19,3

Другие серотипы | Other serotypes 56 62,2 51,9–71,5

Всего | Total 599
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к фениколам — 10,1% (95% ДИ 8,2–12,5), к амино-
гликозидам — 5,6% (95% ДИ 4,2–7,5), к цефемам — 
4,7% (95% ДИ 3,5–6,6), к монобактамам — 4,4% 
(95% ДИ 3,1–6,1), к липопептидам — 3,9% (95% 
ДИ 2,8–5,6). Резистентных штаммов к пенемам не 
выявлено. 

Штаммы (n = 153) из 113 очагов групповой за-
болеваемости сальмонеллёзами распределились сле-
дующим образом: в 2019 г. — 53; в 2020 г. — 15; в 
2021 г. — 17; в 2022 г. — 28. Для 77 (68,1%) вспы-
шек был характерен только 1 неповторяющийся 
штамм. В остальных случаях в очагах обнаружено 
2–4 неповторяющихся штамма. Лидирующим се-
ротипом очагов групповой заболеваемости являл-
ся S. Enteritidis (n = 138). В свою очередь серотипы 
S. Typhimurium, S. Infantis, S. Muenchen, S. Abony,  
S. Stanley, S. Braenderup и S. Bareilly относились к 
единичным вспышкам. Наибольшая доля (67,3%; 
95% ДИ 59,5–74,2) штаммов проявляла устойчи-
вость к 1-2 классам АМП (рис. 1). Чувствительные 
ко всем исследованным АМП штаммы составляли 
28,1% (95% ДИ 21,6–35,7), в то время как доля штам-
мов с МЛУ составила всего 4,6% (95% ДИ 2,2–9,1). 

Изоляты, выделенные от людей, а также из 
других источников, по эпидемиологическим дан-
ным не связанных со случаями групповой заболе-
ваемости сальмонеллёзами, были представлены 
599 штаммами. Для каждого источника выделения 
были характерны свои доминирующие серотипы. 
Среди спорадической заболеваемости преобладаю-
щим был S. Еnteritidis (20,4%; 95% ДИ 16,0–25,6), 
для пищевых продуктов и окружающей среды — 
S. Infantis (39,7%; 95% ДИ 33,8–46,1 и 14,4%; 95% 
ДИ 8,6–23,2). При этом к часто встречающимся се-
ротипам также относился S. Typhimurium (табл. 1).

Необходимо отметить, что среди штаммов 
при спорадической заболеваемости и выделенных 
из окружающей среды были приблизительно рав-
ные доли чувствительных к АМП (35,2%; 95% ДИ 
29,7–41,1 и 40%; 95% ДИ 30,5–50,3), устойчивых 
к 1–2 классам АМП (38,1%; 95% ДИ 32,6–44,1 и 
34,4%; 95% ДИ 25,4–44,7) и штаммов с МЛУ-про-
филем (26,7%; 95% ДИ 21,7–32,2 и 25,6%; 95% ДИ 
17,7–35,4). Сальмонеллы, выделенные из пищевых 
продуктов, характеризовались наиболее высокой до-
лей МЛУ-фенотипов (38,1%; 95% ДИ 32,6–44,1) и 
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Рис. 1. Доля резистентных штаммов Salmonella (с указанием 95% ДИ), выделенных из различных источников  
и чувствительных ко всем АМП, устойчивых к 1–2 классам АМП, устойчивых к 3 и более классам АМП (МЛУ). 

Fig. 1. The proportion of resistant Salmonella strains (indicating 95% CI), isolated from various sources and susceptible  
to all AMAs, resistant to 1–2 AMA classes, resistant to 3 or more AMA classes (MDR). 
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самой низкой долей (14,6%; 95% ДИ 10,7–19,7) чув-
ствительных штаммов в сравнении с другими источ-
никами (рис. 1). Кроме того, штаммы, не связанные 
с групповой заболеваемостью, характеризовались 
высоким разнообразием профилей антибиотикоре-
зистентности. Нами было выявлено 85 различных 
профилей. Наибольшим числом профилей обла-
дали часто встречающиеся серотипы: S. Enteritidis 
(n = 11), S. Infantis (n = 31), S. Muenchen (n = 10),  
S. Typhimurium (n = 14) и S. Bovismorbificans (n = 11). 

Сопоставление индексов разнообразия Шенно-
на (H) по профилям антибиотикорезистентности ча-
сто встречающихся серотипов сальмонелл, не отно-
сящихся к групповой заболеваемости, и оценка до-
стоверностей различий показали, что разно образие 
у штаммов S. Infantis было достоверно выше, чем 
у штаммов S. Typhimurium (p < 0,05; рис. 2). При 
этом S. Typhimurium по разнообразию профилей 
резистентности не отличался от S. Bovismorbificans 
(p > 0,05), но имел достоверно (p < 0,05) более вы-
сокое разнообразие, чем S. Muenchen. В свою оче-
редь, разнообразие для S. Bovismorbificans показало 
незначительное отличие от S. Muenchen (p > 0,05), 
но было достоверно (p < 0,05) выше по сравнению с 
разнообразием S. Enteritidis. При этом S. Muenchen 
и S. Enteritidis не различались по разнообразию  

(p > 0,05). Таким образом, S. Infantis обладал са-
мым высоким разнообразием профилей антибио-
тикорезистентности (H = 2,89; 95% ДИ 2,70–3,08) 
по сравнению с другими серотипами. В то же время  
S. Enteritidis обладал самым низким разнообразием 
(H = 1,24; 95% ДИ 1,01–1,46), несмотря на 2-е место 
по количеству штаммов, выделенных при споради-
ческих случаях, наряду с S. Muenchen. 

Сравнительная оценка фенотипической  
резистентности штаммов сальмонелл к классам 

АМП, выделенных из различных источников
Для штаммов из всех источников была харак-

терна низкая устойчивость к аминогликозидам, ли-
попептидам и фениколам, в то время как значитель-
ная часть штаммов характеризовалась высокими 
показателями устойчивости к хинолонам (рис. 3).

Анализируя частоту выявленных резистентных 
штаммов среди различных источников выделения 
относительно определённых классов АМП, можно 
увидеть, что, доля штаммов, устойчивых к пеницил-
линам, β-лактамным комбинированным препаратам, 
цефемам, монобактамам, антагонистам фолатного 
пути и тетрациклинам была значительно выше или, 
в случае цефемов и монобактамов, обнаруживалась 
только в группе источников: «спорадическая забо-

Рис. 2. Распределение индексов разнообразия Шеннона (с указанием 95% ДИ) для серотипов сальмонелл,  
не связанных с очагами групповой заболеваемости, с наибольшим числом профилей резистентности. 

* — незначительно отличаются по разнообразию (p > 0,05); *** — достоверное отличие (p < 0,05).
Fig. 2. Distribution of Shannon diversity indices (indicating 95% CI) for Salmonella serotypes not associated  

with outbreaks and with the largest number of resistance profiles. 
* — slightly different in diversity (p > 0.05); *** — significant difference (p < 0.05).
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леваемость», «пищевые продукты», «окружающая 
среда» по сравнению со штаммами, выделенными 
при групповой заболеваемости (рис. 3). 

Наиболее высокий показатель резистентности к 
тетрациклинам (49,0%; 95% ДИ 42,7–55,3) относил-
ся к штаммам, выделенным из пищевых продуктов. 

Доля штаммов, устойчивых к хинолонам и свя-
занных с групповой заболеваемостью (68,0%; 95% 
ДИ 60,2–74,8) и пищевыми продуктами (73,6%; 
95% ДИ 67,7–78,8), была выше по сравнению с дру-
гими источниками. 

Сравнительная оценка фенотипической  
резистентности к классам АМП и серотипового 

разнообразия сальмонелл
Анализ устойчивости к классам АМП штам-

мов, относящихся к наиболее распространённым се-

ротипам сальмонелл, выявил превалирование рези-
стентных штаммов среди серотипов S. Typhimurium 
и S. Bovismorbificans. В частности, доля штаммов, 
резистентных к пенициллинам, составила 57,1 и 
93,9%, а к β-лактамным комбинированным препа-
ратам — 57,1 и 87,9% соответственно. При этом 
доля устойчивых штаммов к антагонистам фолат-
ного пути и к тетрациклинам у S. Bovismorbificans 
была на высоком уровне (90,9%; 95% ДИ 76,4–96,9) 
и значительно превышала аналогичные показате-
ли по сравнению с S. Typhimurium (9,5%; 95% ДИ 
3,8–22,1 и 47,6%; 95% ДИ 33,4–62,3 соответствен-
но; рис. 4). 

Штаммы S. Infantis отличались от остальных 
серотипов высокой устойчивостью к хинолонам 
(92,4%; 95% ДИ 86,2–96,0) и фениколам (24,4%; 
95% ДИ 17,5–32,8), а также проявляли повышен-

Рис. 3. Доля резистентных штаммов Salmonella (с указанием 95% ДИ) к различным классам противомикробных  
препаратов из различных источников выделения.

Fig. 3. Proportion of resistant Salmonella strains (indicating 95% CI) to different classes of antimicrobial agents from different 
isolation sources.
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ную устойчивость к антагонистам фолатного пу-
ти (45,4%; 95% ДИ 36,7–54,3) и тетрациклинам 
(76,5%; 95% ДИ 68,1–83,2). 

Нужно отметить, что значительная часть штам-
мов всех серотипов проявляли устойчивость по от-
ношению к хинолонам и разделились на 3 группы 
по степени устойчивости к данному классу АМП. К 
первой группе с самой высокой долей резистентных 
штаммов относился S. Infantis. Во вторую группу 
вошли S. Enteritidis (70,0%; 95% ДИ 63,9–75,4) и 
S. Muenchen (78,0%; 95% ДИ 64,8–87,2), среди ко-
торых доля устойчивых штаммов была значительно 
выше, чем для третьей группы, в которую входили 
S. Typhimurium (38,1%; 95% ДИ 25,0–53,2), S. Bo-
vismorbificans (33,3%; 95% ДИ 19,8–50,4) и другие 
серотипы (43,7%; 95% ДИ 37,8–49,6).

Устойчивость штаммов всех проанализирован-
ных серотипов к цефемам, монобактамам и липо-
пептидам не превышала 10%. Доля резистентных 
штаммов к аминогликозидам также держалась на 
низком уровне, не намного превышая 10% толь-
ко для S. Infantis (16,8%; 95% ДИ 11,2–24,5) и 
S. Bovismorbificans (12,1%; 95% ДИ 4,8–27,3). 

Сравнение разнообразия профилей резистентно-
сти штаммов S. Enteritidis, выделенных из оча-

гов групповой заболеваемости и из клинических 
образцов спорадических случаев выявления  

сальмонелл
Количество профилей резистентности для 

штаммов S. Enteritidis, выделенных из очагов груп-
повой заболеваемости (n = 7), было незначительно 

Рис. 4. Доля резистентных штаммов наиболее распространённых серотипов Salmonella (с указанием 95% ДИ)  
к классам АМП.

Fig. 4. Proportion of resistant strains of the most common Salmonella serotypes (indicating 95% CI) to AMA classes.
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меньше, чем при спорадической заболеваемости  
(n = 9; рис. 5). При этом все штаммы S. Enteritidis 
характеризовались высокой устойчивостью к хино-
лонам (70,0%; 95% ДИ 63,9–75,4) и резистентно-
стью к другим классам АМП на уровне менее 5%  
(рис. 4). Только 27,5% (95% ДИ 22,2–33,5) были чув-
ствительны ко всем исследованным антибиотикам. 
Сравнение индексов разнообразия Шеннона между 
группами штаммов S. Enteritidis, выделенных из 
очагов групповой заболеваемости (H = 0,98; 95% 
ДИ 0,81–1,15) и при спорадической заболеваемости 
(H = 1,33; 95% ДИ 1,03–1,62), показал достоверную 
разницу (p < 0,05) и преобладание в разнообразии 
профилей резистентности в случае спорадической 
заболеваемости (табл. 2). 

Обсуждение
Мониторинг фенотипической антибиотикоре-

зистентности является важным инструментом эпи-
демиологического надзора в борьбе с ростом рези-

стентности бактерий к АМП во всём мире, который 
направлен на получение информации о динамике 
изменений фенотипических особенностей социаль-
но значимых патогенов и разработку комплексных 
мер по решению этой проблемы. В представленных 
исследованиях, основываясь на обширной коллек-
ции штаммов, мы предприняли попытку охарак-
теризовать резистентность нетифоидных сальмо-
нелл, циркулирующих на территории России в по-
следние годы. 

Необходимо обратить внимание на то, что для 
создания выборки с целью оценки антибиотикоре-
зистентности мы используем только выборку непо-
вторяющихся штаммов сальмонелл, что, в отличие 
от тотального исследования всех штаммов, позво-
ляет избежать неверного представления о частоте 
выявления того или иного профиля резистентно-
сти и получить объективные данные. Аналогичные 
методические подходы были использованы ранее в 
других работах [17, 18].

Таблица 2. Число штаммов сальмонелл определенного профиля резистентности к АМП для сравниваемых групп  
S. Enteritidis, выделенных при групповой заболеваемости и спорадической заболеваемости
Table 2. Number of Salmonella strains of a certain profile of resistance to antibiotics for the compared groups of  S. Enteritidis 
isolated from outbreak cases and sporadic cases of salmonellosis

Профиль резистентности
Resistance profile

Количество штаммов 
Number of strains

Групповая заболеваемость | Outbreak cases 

Чувствительный | Susceptible 35

Ципрофлоксацин | Ciprofloxacin 90

Ампициллин, ампициллин/сульбактам, ципрофлоксацин, хлорамфеникол
Ampicillin, ampicillin/sulbactam, ciprofloxacin, chloramphenicol

1

Ципрофлоксацин, хлорамфеникол, тетрациклин | Ciprofloxacin, chloramphenicol, tetracycline 5

Хлорамфеникол, тетрациклин | Chloramphenicol, tetracycline 2

Колистин, ципрофлоксацин | Colistin, ciprofloxacin 4

Тобрамицин, ципрофлоксацин | Tobramycin, ciprofloxacin 1

Всего | Total 138

Спорадическая заболеваемость | Sporadic cases

Чувствительный | Susceptible 20

Ципрофлоксацин | Ciprofloxacin 26

Ампициллин, ампициллин/сульбактам, пиперациллин, цефотаксим, цефтазидим, цефепим, азтреонам, 
ципрофлоксацин
Ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, aztreonam, ciprofloxacin

2

Ампициллин, ампициллин/сульбактам, пиперациллин, цефотаксим, цефтазидим, цефепим, азтреонам
Ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, aztreonam

1

Ампициллин, ампициллин/сульбактам, пиперациллин, триметоприм/сульфаметоксазол,  
ципрофлоксацин, тетрациклин
Ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin, trimethoprim/sulfamethoxazole, ciprofloxacin, tetracycline

1

Ампициллин, ампициллин/сульбактам, пиперациллин, триметоприм/сульфаметоксазол
Ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin, trimethoprim/sulfamethoxazole

1

Ципрофлоксацин, хлорамфеникол | Ciprofloxacin, chloramphenicol 2

Хлорамфеникол, тетрациклин | Chloramphenicol, tetracycline 1

Тобрамицин, ципрофлоксацин | Tobramycin, ciprofloxacin 1

Всего | Total 55
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Оценка серотипового пейзажа сальмонелл и 
фенотипической резистентности к классам АМП 
показала, что доминирующее положение по часто-
те изоляции занимают серотипы S. Enteritidis, S. 
Infantis, S. Muenchen, S. Typhimurium, S. Bovismor-
bifi cans, на которые приходилось 64,4% исследо-
ванных штаммов. Среди спорадической заболе-
ваемости преобладали штаммы S. Enteritidis, а 
среди пищевых продуктов и окружающей среды — 
S. Infantis. При этом S. Typhimurium занимала 3-е 
место по частоте обнаружения в различных источ-
никах. 

Сопоставление уровней резистентности к ос-
новным классам АМП всей выборки штаммов в 
нашей работе с результатами предыдущих иссле-
дований показало сходную картину. По данным 
С.А. Егоровой и соавт., в Санкт-Петербурге и Ле-
нинградской области в 2014–2018 гг. процент устой-
чивых штаммов нетифоидных сальмонелл в сред-
нем составил 78,6%, а штаммов, резистентных к 
хинолонам, — 63,3% [10], что коррелирует с резуль-
татами наших исследований (72,2 и 61,3% соответ-
ственно). Вместе с тем доля устойчивых штаммов 
к цефемам была почти в 2 раза ниже: 1,6% против 
4,7%. Интересно, что доля выявленных штаммов с 
МЛУ-фенотипом была также в 2 раза ниже — 13,0% 
против 25,7% в нашей работе, что может быть свя-
зано с различиями в выборке штаммов относитель-
но источников выделения. В то же время частота 
выявления штаммов сальмонелл с фенотипом МЛУ 
в Евросоюзе (28,6%) близка к нашим усреднённым 
данным по всей выборке штаммов [19]. Согласно 
отчёту Национальной системы мониторинга устой-
чивости кишечных бактерий к противомикроб-
ным препаратам (National Antimicrobial Resistance 
Monitoring System for Enteric Bacteria, NARMS)8 до-
ля клинических штаммов с МЛУ-фенотипом среди 
нетифоидных сальмонелл в США за 2018 г. соста-
вила 9,3%, что в 2 раза выше по сравнению с долей 
штаммов с МЛУ, которые в нашем исследовании 
относились к групповой заболеваемости (4,6%), но 
почти в 3 раза ниже при сравнении со штаммами, 
обнаруженными при спорадической заболеваемо-
сти (26,7%). Доля клинических резистентных к от-
дельным классам АМП, например к хинолонам и 
цефемам, штаммов, выявленных в США, составил 
8,5 и 3,5% соответственно, в нашем исследовании 
эти показатели соответствовали 68,0 и 0,0% для 
штаммов при групповой заболеваемости, и 51,1 и 
7,0% для спорадических случаев заболеваний. Зна-
чительное расхождение в устойчивости к хиноло-
нам объясняется в том числе разницей в критериях 
интерпретации CLSI и EUCAST. 

8 Centers for Disease Control and Prevention. National 
Antimicrobial Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria 
(NARMS): human isolates final report, 2019. Atlanta; 2023.

Сравнительный анализ штаммов сальмонелл 
из разных источников позволил определить ряд за-
кономерностей. Уровни резистентности ко многим 
классам АМП (пенициллинам, β-лактамным комби-
нированным препаратам, антагонистам фолатного 
пути и тетрациклинам) были выше у штаммов, не 
связанных с очагами групповой заболеваемости. 
Это наблюдение согласуется с ранними исследо-
ваниями, в которых показано, что приобретение 
резистентности, в частности, в результате горизон-
тального переноса генов, может снижать приспо-
собленность и конкурентоспособность микроорга-
низма (бактериальный фитнес), оказывая пагубное 
действие на жизненно важные физиологические 
процессы бактерии [20, 21]. Исходя из полученных 
нами данных, это может проявляться в снижении 
вирулентных свойств сальмонелл и, как следствие, 
снижении эпидемического потенциала. 

В пищевых продуктах был обнаружен наи-
больший процент штаммов, резистентных к те-
трациклинам, а штаммы из окружающей среды 
характеризовались наибольшей частотой рези-
стентности к липопептидам. Единственный класс 
АМП, к которому резистентность проявлялась на 
высоком уровне для разных источников, являлись 
хинолоны. Высокую частоту встречаемости рези-
стентных штаммов сальмонелл к хинолонам среди 
различных источников можно объяснить широким 
использованием этой группы препаратов в живот-
новодстве. Химическая стабильность этой груп-
пы антибиотиков и их способность к накоплению 
в различных объектах окружающей среды в низ-
ких концентрациях приводит к возникновению и 
отбору антибиотикорезистентных форм бактерий 
наиболее эффективно [22, 23]. Более того, хромо-
сомные мутации, ассоциированные с резистент-
ностью к хинолонам промежуточного уровня у 
S. Enteritidis, не влияют на уровень приспособлен-
ности микроорганизма [24].

В нашем исследовании процентное соотноше-
ние чувствительных и устойчивых штаммов из спо-
радической заболеваемости и окружающей среды 
(а именно в образцах из водоёмов и сточных вод) 
было примерно одинаковым, однако эти источники 
выделения значительно отличались по пейзажу до-
минирующих серотипов. Согласно ранее опублико-
ванным данным [25, 26], несмотря на лидирующую 
позицию S. Enteritidis среди клинических изолятов, 
данный серотип редко встречался в образцах из 
сточных вод, в то время как S. Infantis являлся доми-
нирующим серотипом по частоте изоляции. Полу-
ченные данные могут свидетельствовать о слабой 
выживаемости штаммов S. Enteritidis в окружаю-
щей среде по сравнению с другими серотипами. 
Если рассматривать соотношение резистентных 
штаммов к классам АМП для этих источников вы-
деления, можно заметить, что устойчивость к хи-
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нолонам, пенициллинам, β-лактамным комбиниро-
ванным препаратам и тетрациклинам держалась на 
примерно одинаковом уровне. Однако штаммы, вы-
деленные из окружающей среды, обладали большей 
устойчивостью к липопептидам и антагонистам фо-
латного пути.

Обращает на себя внимание, что самый высо-
кий процент резистентных штаммов сальмонелл, 
включая МЛУ, ассоциирован с пищевыми продук-
тами. Значительный вклад в показатели устойчи-
вости к АМП для этого источника внесли штаммы 
S. Infantis с доминирующей резистентностью к хи-
нолонам (92,4%), тетрациклинам (76,5%), антагони-
стам фолатного пути (45,4%), фениколам (24,4%), 
пенициллинам (23,5%) и β-лактамным комбини-
рованным препаратам (23,5%). Кроме того, у дан-
ного серотипа был самый высокий процент штам-
мов, устойчивых к цефалоспоринам III поколения 
(9,2%), что может свидетельствовать о выработке 
β-лактамаз. Распространение клонов S. Infantis c 
МЛУ-фенотипом регистрируется по всему миру 
[27–29]. По данным NARMS, в период с 2018 по 
2019 г. количество МЛУ-изолятов сальмонелл, вы-
деленных из образцов продуктов из мяса курицы, 
увеличилось с 22 до 29%, в то время как процент 
МЛУ-изолятов из розничного мяса курицы — с 20 
до 32%9. Значительный вклад в увеличение спектра 
резистентности внесло увеличение числа обнару-
живаемых изолятов S. Infantis c МЛУ-фенотипом, 
что может является следствием применения таких 
препаратов, как ампициллин, ко-тримоксазол, хло-
рамфеникол и тетрациклин, в медицине и ветери-
нарии [11, 30, 31]. Устойчивость штаммов сальмо-
нелл, выделенных из пищевых продуктов, к пени-
циллинам и тетрациклинам в нашей работе (26,8 
и 49,0% соответственно) коррелирует с данными 
Европейского агентства по безопасности пищевых 
продуктов (EFSA) [32], в которых устойчивость 
штаммов сальмонелл, выделенных из тушек брой-
леров и индеек, к ампициллину и тетрациклину до-
стигала 18,8–19,1 и 48,1–50,3% соответственно.

Анализ полученных данных позволил выявить 
особенности резистентности клинических штам-
мов сальмонелл, которые обнаруживались при раз-
ных эпидемиологических ситуациях: групповой и 
спорадической заболеваемости людей. Так, очаги 
групповой заболеваемости характеризовались са-
мым высоким процентом штаммов, устойчивых к 
1-2 классам АМП (67,3%), и наименьшим процентом 
МЛУ-штаммов  (4,6%). Напротив, доля МЛУ-штам-
мов, выделенных при спорадической заболеваемо-

9 Centers for Disease Control and Prevention. National Anti-
micro bial Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria 
(NARMS): human isolates final report, 2019. Atlanta; 2023. 

 URL: https://www.fda.gov/animal-veterinary/national-
antimicrobial-resistance-monitoring-system/2019-narms-update-
integrated-report-summary (дата обращения 07.09.2023)

сти, была в 5,8 раза выше, чем для очагов группо-
вой заболеваемости, что объясняется значительным 
вкладом в суммарную резистентность штаммов 
S. Typhimurium и других серотипов. Как и штаммы из 
очагов групповой заболеваемости, так и спорадиче-
ские штаммы были чаще устойчивы к хинолонам, что 
подтверждается доминирующей резистентностью к 
этому классу АМП серотипов S. Enteritidis (70,0%) и  
S. Muenchen (78,0%). На резистентность к пеницил-
линам (22,6%), β-лактамным комбинированным пре-
паратам (21,9%) и тетрациклинам (21,9%) значитель-
но повлияло присутствие штаммов S. Typhimurium, 
которые чаще были устойчивы именно к этим клас-
сам АМП. Похожие данные опубликованы в совмест-
ном отчёте EFSA и Европейского центра профилак-
тики и контроля заболеваний в 2022 г. [32], в кото-
ром говорится, что высокий процент МЛУ-штаммов 
сальмонелл (25,4%), выделенных от людей в 2019–
2020 гг., был обоснован значительным вкладом ре-
зистентных штаммов S. Typhimurium и S. Kentucky. 
Высокий уровень резистентности к ампициллину 
(29,8%), сульфонамидам (30,1%) и тетрациклинам 
(31,2%) варьировался в зависимости от серотипа от 
низкого для S. Enteritidis до чрезвычайно высокого 
для S. Typhimurium и S. Kentucky.

На протяжении многолетнего мониторинга 
S. Enteritidis остаётся главным серотипом, вызыва-
ющим групповую заболеваемость сальмонеллёзами 
[33]. Наши данные демонстрируют, что как среди 
очагов групповой заболеваемости, так и в клиниче-
ских образцах при спорадических случаях выявле-
ния сальмонелл доминирующим серотипом являл-
ся S. Enteritidis. Кроме того, этот серотип занимал 
вторую ранговую позицию (16,3%) при выделе-
нии из пищевых продуктов. Сравнение штаммов 
S. Enteritidis из очагов групповой заболеваемости 
и спорадической заболеваемости показало незна-
чительное различие в количестве профилей рези-
стентности и низкий уровень резистентности ко 
многим классам АМП, кроме хинолонов. Однако, 
несмотря на превосходящее количество штаммов из 
очагов (в 2,5 раза выше, чем спорадических), раз-
нообразие профилей резистентности было досто-
верно ниже. Ещё одной особенностью S. Enteritidis 
является высокая частота встречаемости штаммов 
с устойчивостью к хинолонам, которая составляла 
70,0%, что согласуется с данными исследований, 
проведённых в Санкт-Петербурге [10], где устой-
чивость штаммов S. Enteritidis , выделенных от лю-
дей, составила 71,0%. По данным системы надзора 
NARMS10, штаммы S. Enteritidis в 2019 г. были наи-
более распространённым серотипом среди изолятов 
со сниженной чувствительность к ципрофлоксаци-

10 Centers for Disease Control and Prevention. National 
Antimicrobial Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria 
(NARMS): human isolates final report, 2019. Atlanta; 2023.
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ну, на его долю приходилось 45% сальмонелл, вы-
деленных от людей. Известно, что устойчивость к 
хинолонам у сальмонелл может быть обусловлена 
наличием горизонтально (плазмиды, транспозоны, 
интегроны) и вертикально (хромосомные мутации) 
наследуемых генетических признаков [34]. При 
этом показано, что вклад хромосомных мутаций в 
резистентность к хинолонам для S. Enteritidis зна-
чительно выше [35]. Процент штаммов сальмонелл, 
устойчивых к хинолонам за счёт однонуклеотидных 
замен в области генов ДНК-гиразы и топоизомера-
зы IV, достигал 97,54%, в то время как присутствие 
плазмидопосредованной резистентности было об-
наружено только для 1,1% штаммов [36]. 

Второе место по числу штаммов, выделенных 
от человека, занимал серотип S. Muenchen (12,6%). 
Он также являлся этиологическим агентом 2 слу-
чаев групповой заболеваемости в течение четы-
рехлетнего периода наблюдения. Увеличение забо-
леваемости этим серотипом регистрируется как в 
отдельно взятых регионах России [37, 38], так и в 
других странах [39]. По данным референс-центра, 
по мониторингу за сальмонеллёзами11 за 2021 г.  
штамм S. Muenchen занимал 5-ю ранговую позицию 
по частоте изоляции от людей и пищевых продуктов 
и 6-ю — из внешней среды. Интересно отметить, что 
в нашей работе S. Enteritidis и S. Muenchen обладали 
наименьшим разнообразием профилей резистентно-
сти и не значительно отличались между собой.

Заключение
В представленном исследовании мы описали 

фенотипическую устойчивость сальмонелл и срав-
нили разнообразие профилей устойчивости самых 
распространённых серотипов на территории Рос-
сии, основываясь на выборке неповторяющихся 
штаммов нетифоидных Salmonella. Значительный 
вклад в популяцию резистентных сальмонелл вно-
сят штаммы, не относящиеся к групповой заболе-
ваемости. Почти половина (57,6%) исследованных 
штаммов были резистентны как минимум к одному 
АМП, среди которых наиболее часто выявлялась 
устойчивость к хинолонам, тетрациклинам, пени-
циллинам и антагонистам фолатного пути, которые 
длительное время применялись или в настоящее 
время используются в медицине и ветеринарии. 
Кроме того, нетифоидные Salmonella, выделенные 
из различных источников, обладали большим раз-
нообразием профилей резистентности. Среди них 
наибольшее число штаммов, характеризующихся 
резистентностью, были обнаружены среди сероти-
пов S. Infantis, S. Typhimurium и S. Bovismorbificans.

Постоянный мониторинг антибиотикорези-

11 Рожнова С.Ш., Подколзин А.Т., Кулешов К.В. и др. Инфор-
мационный бюллетень референс-центра по мониторингу за 
сальмонеллёзами № 34. М.; 2022.

стентности и отслеживание МЛУ-штаммов саль-
монелл играет ключевую роль в решении задач по 
борьбе с антибиотикорезистентностью и представ-
ляет ценную информацию для эпидемиологиче-
ского надзора с целью разработки стратегий про-
филактики.
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Сравнительная оценка эффективности воздействия 
дезинфицирующих веществ на микроорганизмы в биоплёнке
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Аннотация
Введение. Бактерии в биоплёнке (БП) обладают повышенной устойчивостью к антибактериальным аген-
там, в том числе дезинфицирующим веществам (ДВ), однако степень эффекта варьирует в зависимости 
от приложенного воздействия. В связи с этим оценка эффективности основных ДВ в отношении микроор-
ганизмов в БП представляет научный и практический интерес.
Целью исследования было изучение воздействия ДВ различных химических групп на грамположитель-
ные и грамотрицательные бактерии в составе БП.
Материалы и методы. Изучено действие ДВ: алкилдиметилбензиламмония хлорида (АДБАХ), третич-
ного амина (ТА), полигексаметиленгуанидина хлорида (ПГМГ), перекиси водорода (ПВ), хлорамина (ХА), 
натриевой соли дихлоризоциануровой кислоты (Na-ДХЦК), гипохлорита натрия (ГХ), спирта этилового 
(ЭС), глутарового альдегида (ГА)) в отношении Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 и Staphylococcus 
aureus ATCC 6538-P в БП. БП культивировали в 96-луночных планшетах при 37оС в течение 24 ч, затем 
воздействовали на них растворами биоцидов. Эффективность воздействия ДВ оценивали на основании 
регистрации оставшихся жизнеспособных клеток и относительной плотности БП. 
Результаты. Изученные штаммы бактерий образовывали умеренную БП, среднее количество жизнеспо-
собных клеток в БП составило 6,51 ± 0,19 lg. Количество жизнеспособных клеток бактерий в составе БП 
снижалось на 4 lg и более под действием растворов ПВ в концентрации 6%, раствора Na-ДХЦК — 0,1% (по 
активному хлору), ГХ — 1% (по активному хлору), ХА — 1% (по препарату), ПГМГ — 0,05%, ТА — 1,0 %. При 
этом плотность БП снижалась на 70% и более. Растворы АДБАХ в концентрациях 0,1–1,0%, ТА — 0,05%, 
ПВ — 3%, раствор Na-ДХЦК — 0,05% (по активному хлору) обеспечивали снижение жизнеспособных клеток 
в БП на 2 lg. Эффективность воздействия хлорактивных соединений и ПВ повышалась при добавлении 0,5% 
сульфонола. Растворы ГА (0,25–1,00%) и ЭС (40–70%) были неэффективны в отношении микроорганизмов 
в БП. 
Заключение. Для борьбы с микробными плёнками перспективны ДВ из группы окислителей (хлорактив-
ные и кислородсодержащие), ТА и ПГМГ; применение АДБАХ как индивидуального соединения неэффек-
тивно; альдегиды и спирты для разрушения БП и уничтожения в ней микроорганизмов не пригодны. 

Ключевые слова: биоплёнки, биоциды, дезинфицирующие вещества, резистентность микроорганиз-
мов
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Abstract
Introduction. Bacteria in biofilms (BFs) have increased resistance to antibacterial agents, including disinfectants; 
however, the efficacy level varies depending on the chosen treatment. Therefore, evaluation of efficacy of main 
disinfectants against BF-residing microorganisms is of scientific and practical interest.
The purpose of the study was to explore the effect of disinfectants from various chemical groups on gram-
positive and gram-negative bacteria residing in BFs.
Materials and methods. The effect of the following disinfectants has been evaluated: alkyldimethylbenzylammonium 
chloride (ADBAC), tertiary amine (TA), polyhexamethylene guanidine chloride (PHMG), hydrogen peroxide (HP), 
chloramine (CA), dichloroisocyanuric acid sodium salt (Na DCC), sodium hypochlorite (HC), ethyl alcohol (EA), 
glutaraldehyde (GA)) against Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 and Staphylococcus aureus ATCC 6538-P 
BFs. BFs were grown in 96-well plates at 37ºC for 24 hours and then exposed to biocide solutions. The efficacy 
of disinfectants was evaluated by the number of remaining viable cells and BF relative density.
Results. The analyzed bacterial strains formed moderate BFs; the average number of viable cells in BFs was 
6.51 ± 0.19 lg. The viable bacterial cell counts in BFs reduced by more than 4 lg when exposed to HP solutions 
at a concentration of 6%, Na DCC solution — 0.1% (by active chlorine), HC — 1% (by active chlorine), CA – 1% 
(by product), PHMG — 0.05%, TA — 1.0 %. The BF density decreased by more than 70%. ADBAC solutions at 
concentrations of 0.1–1.0%, TA — 0.05%, HP — 3%, Na DCC solution — 0.05% (by active chlorine) caused a 2-lg 
reduction in viable cell counts in BFs. The efficacy of chlorine-active compounds and HP increased when 0.5% 
sulfonol was added. GA (0.25–1.00%) and EA (40–70%) solutions were ineffective against BF microorganisms. 
Conclusion. A promising potential in combating microbial biofilms is demonstrated by disinfectants from the 
group of oxidizing agents (chlorine-active and oxygen-containing), TA and PHMG; using ADBAC as an individual 
compound is ineffective; aldehydes and alcohols are unable to destroy BFs and eliminate microorganisms in 
them.

Keywords: biofilms, biocides, disinfectants, antimicrobial resistance
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Введение
Способность микроорганизмов к биоплёнко-

образованию практически на любых поверхностях 
является большой проблемой в медицинской прак-
тике и других областях человеческой жизнедеятель-
ности [1–3]. Биологическая плёнка (БП) образуется 
в результате адгезии бактерий к поверхностям объ-
ектов окружающей среды, что особенно выражено 
в условиях высокой влажности [3]. БП состоит из 
непрерывного мультислоя бактериальных клеток, 
прикреплённых к поверхности и/или друг к другу, 
заключённых во внеклеточный полимерный ма-
трикс, состоящий в основном из полисахаридов, 
белков и нуклеиновых кислот [3, 4]. Матрикс обе-
спечивает структуру БП, стабильность и защиту 
микробных клеток внутри БП от обезвоживания 
и других неблагоприятных для них воздействий 
окружающей среды [4–7]. Микроорганизмы в БП 
составляют около 10% от сухой массы, матрикс — 
до 90% [8].

Исследования [9–12] показали, что бактерии в 
составе БП более устойчивы к воздействию дезин-
фицирующих веществ (ДВ), чем их планктонные 
формы. Это во многом обусловлено затруднением 

проникновения химических соединений (ДВ) че-
рез внеклеточный матрикс, а также снижением ме-
таболизма и скорости деления бактерий в БП [5, 7].  
В результате режимы дезинфекции объектов вну-
трибольничной среды, разработанные с исполь-
зованием планктонных клеток, неэффективны в 
отношении микроорганизмов в составе БП, а офи-
циальные методы оценки эффективности ДВ в 
отношении микроорганизмов в составе БП отсут-
ствуют.

Вместе с тем в многочисленных исследовани-
ях продемонстрировано присутствие сухих микроб-
ных БП на многих поверхностях в медицинских уч-
реждениях [13–15]. Патогенные микроорганизмы, 
включённые в БП, на сухих поверхностях могут 
выживать в течение длительного времени и перио-
дически высвобождаться в виде свободноживущих 
планктонных клеток в окружающую среду. БП, бу-
дучи резервуаром патогенных микроорганизмов, 
функционируют как источник распространения 
патогенных бактерий во внутрибольничной среде 
[16]. Исследованиями [17–19] подтверждена важ-
ная роль микробных БП, обнаруживаемых на эпи-
демиологически значимых объектах в медицинских 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/exopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/exopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/exopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/exopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2590207523000023#bib9
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учреждениях, в распространении и передаче госпи-
тальных штаммов микроорганизмов и возникнове-
нии инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помощи.

В настоящее время отсутствуют комплексные 
системные исследования по изучению воздействия 
биоцидов на микроорганизмы в составе БП и спо-
собности существующих рецептур моющих и де-
зинфицирующих средств разрушать БП.

В связи с этим была поставлена цель — опре-
делить антимикробную активность и разрушаю-
щее действие основных ДВ дезинфицирующих 
средств — хлорактивных и кислородактивных со-
единений, катионных поверхностно-активных ве-
ществ (ПАВ), спиртов и альдегидов — в отноше-
нии тест-микроорганизмов Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 15442 и Staphylococcus aureus ATCC 6538P в 
составе БП. 

Материалы и методы
Для дезинфекции поверхностей в помещениях 

медицинских учреждений рекомендуется исполь-
зовать ДВ на основе катионных ПАВ, спирта, пе-
рекись водорода и средства на основе хлора. Для 
исследования отобраны химические соединения — 
наиболее типичные представители основных ДВ, 
используемых в качестве активного вещества в ре-
цептурах дезинфицирующих средств:

• из группы катионных ПАВ — алкилдиме-
тилбензиламмоний хлорид (АДБАХ) в кон-
центрациях 0,1–1,0%, полигексаметиленгуа-
нидин гидрохлорид (ПГМГ) — 0,02–0,05%, 
третичный алкиламин (ТА) — 0,1–1,0%;

• из группы кислородактивных — перекись во-
дорода (ПВ) в концентрациях рабочего рас-
твора 3–6%;

• из группы хлорактивных — средство дезин-
фицирующее Хлорамин (ХА) в концентраци-
ях рабочего раствора 0,5–1,0% по препарату; 
натриевая соль дихлоризоциануровой кис-
лоты (Na-ДХЦК) 0,03–0,10% по активному 
хлору (АХ), гипохлорит натрия (ГХ) — 0,5–
1,0% по АХ;

• из группы спиртов — этиловый спирт 
(ЭС) — 40–70%; 

• из группы альдегидов — глутаровый альде-
гид (ГА) — 0,25–1,00%.

Средства на основе хлора и перекиси водорода 
при дезинфекции поверхностей наиболее часто ис-
пользуются с добавлением 0,5% моющего средства 
в целях придания дополнительно моющих свойств. 
В связи с этим изучена эффективность химических 
соединений Na-ДХЦК, ГХ и ПВ с добавлением 0,5% 
сульфонола, который является анионным ПАВ.

В качестве тест-микроорганизмов исполь-
зованы референс-штаммы из коллекции амери-
канских типовых культур (АТСС) — P. aerugino

sa ATCC 15442 и S. aureus ATCC 6538P. Данные 
референс-штаммы используются для оценки бак-
терицидной активности в отношении грамотрица-
тельных и грамположительных бактерий в соот-
ветствии с Р 4.2.3676-20 «Методы лабораторных 
исследований и испытаний дезинфекционных 
средств для оценки их эффективности и безопас-
ности» [20]. 

Культивирование БП бактерий осуществляли 
статическим методом в 96-луночных плоскодонных 
полистироловых планшетах для микротитрования 
согласно G.A. O'Toole и соавт. [21]. Суточные куль-
туры штаммов бактерий стандартизировали до 2,0 
по McFarland и разводили 1 : 100 в триптон-сое-
вом бульоне. В лунки 96-луночного плоскодонного 
планшета вносили по 100 мкл бульонных культур 
бактерий и закрытые планшеты выдерживали ста-
тически в термостате при 37ºС в течение 24 ч для 
формирования БП. После этого лунки планшетов 
трехкратно промывали фосфатно-буферной сре-
дой с целью удаления планктонных клеток. Затем 
в опытную часть лунок вносили 100 мкл ДВ в раз-
личных концентрациях, в контрольные лунки — 
физиологический раствор (0,9% NaCl), далее вы-
держивали 30 мин, после чего добавляли 100 мкл 
нейтрализатора, содержащего Твин 80 (3%), сапо-
нин (0,3–3,0%), гистидин (0,1%), цистеин (0,1%), 
тиосульфат натрия (0,1%). 

Эффективность воздействия на сформирован-
ные БП ДВ оценивали путём определения относи-
тельной оптической плотности красителя — кри-
сталлического фиолетового, который связывался с 
матриксом БП. Для этого в лунки вносили 200 мкл 
0,1% водного раствора кристаллического фиолето-
вого и выдерживали 30 мин. Биомассу БП оцени-
вали по уровню экстракции этанолом красителя, 
который измеряли на микропланшетном ридере 
«ТЕCAN DESKTOP-4A7U9AL\Infinite M Plex» при 
длине волны 580 нм в единицах оптической плот-
ности (OD). 

Для оценки жизнеспособности клеток в БП в 
лунки вносили 100 мкл фосфатно-буферной среды 
и обрабатывали ультразвуком в течение 1 мин при 
37 кГц, поместив планшеты в ультразвуковую ванну 
«Elma Ultrasonic 30S» («Elma»). Жизнеспособность 
клеток оценивали по числу колониеобразующих 
единиц (КОЕ) после высева на плотную питатель-
ную среду (триптон-соевый агар) и подсчетом КОЕ/
мл после инкубации при 37ºС 24 ч. 

Для достоверного обсчёта результатов исполь-
зовали 6 лунок на 1 опытный образец и рассчиты-
вали среднюю величину оптической плотности 
опытного образца и логарифмическое число КОЕ. 
Далее сравнивали усреднённые показатели опти-
ческой плотности элюата из БП и КОЕ/мл, обрабо-
танных ДВ, с аналогичными в контроле. Сравнения 
проводили по t-критерию Стьюдента [22]. Данные 
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обрабатывали с использованием пакета статистиче-
ских программ «MS Excel для Windows». Значение  
p < 0,05 принимали статистически значимым.

ДВ считали эффективным в отношении 
тест-микроорганизмов в БП, если количество жиз-
неспособных клеток в составе БП после воздей-
ствия ДВ снизилось на 4 порядка и более. Если по-
казатель оптической плотности после экспозиции 
снизился более чем на 70% по сравнению с кон-
тролем, считали, что ДВ обладает высокой эффек-
тивностью, снижение на 30–70% — средней, менее 
30% — низкой. 

Результаты 
Исследуемые культуры микроорганизмов 

P. aeruginosa ATCC 15442 и S. aureus ATCC 6538Р  
через 24 ч образовывали БП плотностью OD580 = 
1,50 ± 0,19. Среднее количество жизнеспособных 
клеток в БП составило 6,2 ± 0,7 lg.

Воздействие на сформированные БП 0,1% и 
1,0% растворов АДБАХ приводило к снижению 
плотности БП по сравнению с контролем (первич-
ной БП) на 48,6 ± 9,5 и 51,2 ± 8,1% (рис. 1) и сниже-
нию количества жизнеспособных клеток в БП на 2 
и 3 lg (рис. 2) соответственно. 

Рис. 1. Сравнительная оценка воздействия ДВ на плотность сформированных БП P. aeruginosa ATCC 15442  
и S. aureus ATCC 6538-Р. 

Fig. 1. Comparative assessment of the effect of disinfectants on the density of the formed BFs of P. aeruginosa ATCC 15442 
and S. aureus ATCC 6538-P. 
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Рис. 2. Сравнительная оценка воздействия ДВ на выживаемость клеток P. aeruginosa ATCC 15442 и S. aureus ATCC 
6538-Р в БП.

Fig. 2. Comparative assessment of the effect of disinfectants on the viability of P. aeruginosa ATCC 15442 and S. aureus 
ATCC 6538-P cells in BFs.
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При действии растворов ТА на БП наблюда-
лась прямая зависимость между повышением кон-
центрации ДВ и разрушением матрикса БП. После 
воздействия на сформированные БП 0,1% и 1,0% 
растворов ТА плотность БП снижалась на 58,2 ± 5,5 
и 72,5 ± 8,2%, а количество жизнеспособных клеток 
уменьшалось на 3 и 4 lg соответственно.

При воздействии на БП P. aeruginosa АТСС 
15442 и S. aureus АТСС 6538P 0,02 и 0,05% рас-
творами ПГМГ наблюдали значительное снижение 
её плотности — на 78,1 ± 9,3 и 87,5 ± 5,9% и сни-
жение количества жизнеспособных клеток на 5 lg 
и более. 

При воздействии растворами ГА в концентраци-
ях 0,25 и 1,0% наблюдалось слабое снижение плот-
ности БП — на 24,66 ± 9,6 и 10,75 ± 4,5% и незначи-
тельное уменьшение количества микроорганизмов.

ЭС в концентрациях 40 и 70% также оказывал 
слабое разрушающее действие на БП. С увеличе-
нием концентрации ЭС наблюдалось снижение эф-
фективности воздействия. Под влиянием 40% ЭС 
плотность БП снизилась на 20–25%, а 70% — на 
10–12,5% (рис. 1). 

Рабочие растворы ПВ в концентрации 3% 
снижали плотность БП P. aeruginosa АТСС 15442 
и S. aureus АТСС 6538P на 46,55 ± 9,45 и 54,45 ± 
7,5%, а количество жизнеспособных клеток — на 
2,8 и 3 lg соответственно (рис. 1, 2). При увеличе-
нии концентрации ПВ до 6% эффективность воз-
действия возрастала и наблюдалось снижение коли-
чества жизнеспособных клеток — на 4,0–4,5 lg.

При воздействии хлорактивных соединений 
на БП наблюдалась зависимость эффективности 
от концентрации ДВ. Более эффективными были 
1,0% раствор ХА (по препарату), 0,1% раствор Na-
ДХЦК (по АХ) и 1,0% раствор ГХ (по АХ) в срав-
нении с более низкими концентрациями этих ДВ 
(рис. 1, 2). 

При добавлении в рабочие растворы 3% ПВ, 
0,03% Na-ДХЦК (по АХ) и 0,5% ГХ (по АХ) мою-
щего компонента сульфонола в концентрации 0,5% 
эффективность антимикробного воздействия на ми-
кроорганизмы в составе БП увеличилась на 40–52% 
(рис. 3). 

Обсуждение
Результаты действия дезинфицирующих рас-

творов на БП не однозначны. Действие ДВ обычно 
ограничивается взаимодействием только с поверх-
ностным слоем БП, поскольку матрикс не позволяет 
молекулам ДВ свободно диффундировать в глубин-
ные слои. Также известен тот факт, что некоторые 
из них способны вызвать обратный эффект, прояв-
ляющийся в стимуляции роста БП. Это связано с их 
разрушающим действием только на поверхностные 
структуры, что облегчает поступление питательных 
веществ внутрь БП [9, 10].

Эффективность коммерческих дезинфициру-
ющих средств изучена лишь в отношении план-
ктонных форм микроорганизмов, данные об их 
биоцидной активности в отношении микроорга-
низмов, растущих в составе БП, отсутствуют. Не-
смотря на большое количество работ по стратегии 
борьбы с БП, до сих пор не найдены ДВ, которые 
могли бы специфически подавлять образование 
БП и убивать бактерии внутри БП, вызывая при 
этом их деградацию, разрушая матрикс. Систем-
ное исследование основных ДВ в отношении гра-
мотрицательных и грамположительных микроор-
ганизмов в БП проведено впервые. В результате 
выполненных исследований показано, что ПВ в 
концентрации 6%, раствор Na-ДХЦК — 0,1% (по 
АХ), ГХ — 1,0% (по АХ), ХА — 1,0% (по препа-
рату), ПГМГ — 0,05%, ТА — 1,0% снижают ко-
личество микроорганизмов в БП на 4 lg и более, а 
плотность БП — на 70% и более. Необходимость 
применения биоцидов из группы окислителей в 
более высоких эффективных концентрациях, ве-
роятнее всего, связана с частичной их инакти-
вацией биополимерами в поверхностных слоях 
БП. Матрикс БП ограничивает диффузию через 
поверхность БП вглубь и нейтрализует часть ДВ, 
обеспечивая устойчивость микробной БП к дей-
ствию этих соединений. Поскольку для придания 
моющих свойств хлорактивным соединениям в ус-
ловиях практического использования к ним добав-
ляют моющие вещества, изучено действие раство-
ров этих соединений при добавлении 0,5% суль-
фонола. Установлено повышение эффективности 
воздействия хлорактивных соединений и ПВ, что, 
возможно, связано с повышением проницаемости 
матрикса БП под воздействием анионного ПАВ — 
сульфонола, способствовавшего повышению диф-
фузии ДВ в БП из-за снижения поверхностного 
натяжения раствора и, следовательно, улучшения 
смачивания поверхности БП. 

Из группы катионных ПАВ наименее активным 
в отношении бактерий в БП был АДБАХ. Это связа-
но с тем, что отрицательно заряженные полисахари-
ды БП способны связывать положительно заряжен-
ные молекулы АДБАХ и тем самым защищать БП от 
деструкции [23]. Вместе с тем имеются данные ли-
тературы о возможности применения четвертичных 
аммониевых соединений для борьбы с микробными 
БП при усилении их действия синергистами или 
ферментами в композиционных средствах [24].

ТА проявлял достаточное действие в концен-
трации 1%. Особенностью ТА является сочетание 
антимикробных и моющих свойств. За счёт нали-
чия свободных аминогрупп и атома третичного азо-
та формируется щелочная среда, что способствует 
повышению антимикробной активности [24]. 

ПГМГ продемонстрировал бактерицидные 
преимущества по сравнению с АДБАХ и ТА. Вы-
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сокие показатели снижения плотности БП и выра-
женного антимикробного действия свидетельствует 
о существенном нарушении целостности структу-
ры БП в результате разрушения полисахаридного 
матрикса и воздействии на бактерии. Механизм 
действия этого эффекта пока не раскрыт и требует 
более глубокого изучения.

Растворы ГА (0,25–1,00%) и ЭС (40–70%) на 
деструкцию БП и гибель микроорганизмов в БП 

влияли очень слабо. В исследованиях [25] было об-
наружено, что ГА реагирует с аминогруппами БП, 
поперечно сшивая длинные молекулы биополиме-
ров, чем вызывает лишь набухание или коагуля-
цию поверхностного слоя БП, делая невозможным 
дальнейшую диффузию ГА вглубь микробной БП. 
Низкая эффективность ЭС связана с наличием фик-
сирующего действия и плохим проникновением 
молекул спирта в богатые белком материалы [26]. 

Рис. 3. Сравнительная оценка ДВ с добавлением моющего средства на плотность БП (а) и выживаемость (б)  
P. aeruginosa АТСС 15442 и S. aureus АТСС 6538-P. 

Fig. 3. Comparative assessment of the effect of disinfectants supplemented with the detergent on the BF density (a)  
and viability (b) of P. aeruginosa ATCC 15442 and S. aureus ATCC 6538-P. 
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С повышением концентрации спирта плотность БП 
повышалась.

Заключение
Для борьбы с микробными БП перспективны 

дезинфицирующие вещества из группы окисли-
телей (хлорактивные и кислородсодержащие), ТА 
и ПГМГ; применение четвертичных аммониевых 
соединений как индивидуального соединения не 
эффективно; альдегиды и спирты для разрушения 
БП и уничтожения в ней микроорганизмов не при-
годны. Применённая для оценки эффективности 
биоцидов методика может быть рекомендована для 
исследования и оценки дезинфицирующей актив-
ности средств для борьбы с микробными БП на эта-
пе первичного отбора.
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Изоляция и генетический анализ вируса Чикунгунья из комаров 
Aedes aegypti и Aedes albopictus, отловленных в Центральной 
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Аннотация
Введение. Ареал обитания комаров родов Aedes spp., Culex spp., Culiseta spp. распространяется на Юж-
ную и Центральную Америку, включая Никарагуа. Мониторинг за распространением комаров-переносчи-
ков и оценка их инфицированности арбовирусами могут предоставить информацию о возможности по-
явления новых или увеличении случаев уже регистрируемых заболеваний, изменении инфекционности 
вирусов для человека при смене переносчика возбудителя. 
Целью настоящей работы были выделение и идентификация арбовирусов, принадлежащих к родам 
Flavivirus и Alphavirus, из комаров видов A. albopictus, A. aegypti, Culiseta spp., Culex spp., отловленных в 
лесах Никарагуа.
Материалы и методы. Комары A. albopictus, A. aegypti, Culiseta spp., Culex spp. были отловлены в 2021 г. 
в сухой сезон в лесной зоне в Никарагуа в четырех разных локациях. Комаров объединяли в пулы по 5–8 
особей (всего 236 пулов). Методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией пулы ана-
лизировали на наличие вирусов Чикунгунья (ВЧ), денге, Зика и жёлтой лихорадки. Положительные пулы 
инокулировали в культуру клеток С6/36 с целью получения изолятов и их дальнейшего секвенирования.
Результаты. Вирус денге был выявлен только в комарах Aedes spp.: в 7 пулах — A. aegypti, в 1 —  
A. albopictus. ВЧ также был выявлен только в комарах Aedes spp.: в 3 пулах — A. aegypti, в 1 — A. albopictus. 
Секвенирование нуклеотидных последовательностей генов 6К, Е1, Е2 и NS1 ВЧ, выделенного из комаров 
A. albopictus, показало, что по сравнению с аналогичными последовательностями генов из изолятов ВЧ, 
выделенных из комаров A. aegypti, в области гена белка 6К обнаружено 4 нуклеотидных и столько же ами-
нокислотных замен, в области Е1 — 16 нуклеотидных замен, 10 из которых приводили к аминокислотным 
заменам, в области Е2 — 14 нуклеотидных и 11 аминокислотных замен, в области NS1 — 33 нуклеотидные 
и 19 аминокислотных замен.

Ключевые слова: Чикунгунья, денге, арбовирусы, Aedes albopictus, Aedes aegypti, Culiseta spp., Culex 
spp., полимеразная цепная реакция, секвенирование, изолят, нуклеотидная замена, аминокислотная 
замена
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Isolation and genetic analysis of the chikungunya virus from Aedes 
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes captured in Central America
Georgy M. Ignatyev1, Alexey S. Oksanich1 , Elena V. Kazakova2, Tatyana G. Samartseva1,  
Еlena V. Otrashevskaya2, Stanislav V. Uyba3, Victor P. Trukhin2

1I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russia; 
2St. Petersburg Research Institute for Vaccines and Sera, St. Petersburg, Russia; 
3Mechnikov Latin American Institute of Biotechnology, Managua, Nicaragua

Abstract
Introduction. The habitat of mosquitoes belonging to the genera Aedes spp., Culex spp., Culiseta spp. is in 
South and Central America, including Nicaragua. Monitoring of the spread of mosquito vectors and assessment 
of the infection with arboviruses can provide information on possible occurrence of new diseases or an increase 
in the reported cases, changes in the infectivity of viruses for humans due to changes in pathogen transmitters. 
The purpose of this study was isolation and identification of arboviruses belonging to the Flavivirus and Alphavirus 
genera from A. albopictus, A. aegypti, Culiseta spp., Culex spp. mosquitoes captured in forests of Nicaragua.
Materials and methods. A. albopictus, A. aegypti, Culiseta spp., Culex spp. mosquitoes were captured during 
the dry season in 2021 in forested areas of Nicaragua in four different locations. Mosquitoes were sorted 
into pools, each containing 5-8 mosquitoes (236 pools in total). Using the reverse transcription polymerase 
chain reaction, the pools were tested for the presence of chikungunya (CHIKV), dengue, Zika, and yellow 
fever viruses. Positive pools were inoculated into the C6/36 cell culture to obtain isolates and for their further 
sequencing.
Results. The dengue virus was detected only in Aedes spp. mosquitoes: in 7 pools — A. aegypti,  
in 1 — A. albopictus. CHIKV was also detected only in Aedes spp. mosquitoes: in 3 pools — A. aegypti,  
in 1 — A. albopictus. The sequencing of nucleotide sequences of 6К, Е1, Е2, and NS1 genes of CHIKV isolated 
from A. albopictus mosquitoes showed that compared to the similar gene sequences from CHIKV isolates 
recovered from A. aegypti mosquitoes, the 6K gene region contained 4 nucleotide and 4 amino acid substitutions, 
while the E1 region contained 16 nucleotide substitutions, 10 of them led to amino acid substitutions; the E2 
region contained 14 nucleotide and 11 amino acid substitutions; the NS1 region contained 33 nucleotide and  
19 amino acid substitutions.

Keywords: chikungunya, dengue, arboviruses, Aedes albopictus, Aedes aegypti, Culiseta spp., Culex spp., 
polymerase chain reaction, sequencing, isolate, nucleotide substitution, amino acid substitution
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Введение
Комары родов Aedes spp., Culex spp., Culiseta 

spp. являются переносчиками ряда возбудителей ви-
русных заболеваний: лихорадки денге, Зика, жёлтой 
лихорадки, Чикунгунья, Венесуэльского энцефало-
миелита лошадей, Синдбис, относящихся к семей-
ствам Flaviviridae (род Flavivirus) и Togaviridae (род 
Alphavirus) [1–6]. Ареал обитания комаров родов 
Aedes spp., Culex spp., Culiseta spp. распространяется 
на Южную и Центральную Америку, включая Ника-

рагуа [2, 3, 7–10]. Мониторинг за распространением 
комаров-переносчиков и оценка их инфицированно-
сти могут дать информацию о возможности появле-
ния новых заболеваний или увеличения случаев уже 
регистрируемых, а смена переносчика возбудителя 
может приводить к изменениям инфекционности 
вирусов для человека [5]. Выделение вирусов непо-
средственно от переносчиков, отловленных в есте-
ственных ареалах обитания, и изучение выделенных 
штаммов необходимы в процессе разработки средств 
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диагностики, профилактики и лечения заболеваний, 
вызываемых альфа- и флавивирусами. 

Целью данной работы было выделение и 
идентификация арбовирусов, принадлежащих к 
родам Flavivirus и Alphavirus, из комаров видов  
A. albopictus, A. aegypti, Culiseta spp., Culex spp., от-
ловленных в лесах Никарагуа.

Материалы и методы

Комары

Комары были отловлены в 2021 г. в сухой сезон 
в лесной зоне Никарагуа в четырех разных локаци-
ях с координатами: 

• локация 1 — 12.325527N 85.974662W; 
• локация 2 — 12.323326N 85.974275W; 
• локация 3 — 11.908210N 85.932490W; 
• локация 4 — 11.903555N 85.938758W.
Среди отловленных комаров были предста-

вители родов Aedes spp. (A. albopictus, A. aegypti), 
Culiseta spp. и Culex spp. После определения видов 
комары были разделены на пулы по 5–8 особей од-
ного вида, отловленных в одной локации. В общей 
сложности было создано 236 пулов. Каждый пул 
был гомогенизирован до получения суспензии в 
объёме 300 мкл среды Лейбовица L-15 («Gibco», 
«Thermo Fisher Scientific») рН 7,4 с использова-
нием керамических шариков и гомогенизатора 
«SpeedMill Plus» («Analytik Jena»). Из гомогената 
каждого пула было отобрано по 140 мкл для вы-
деления РНК, которую экстрагировали с исполь-
зованием набора реагентов «QIAamp Viral RNA» 
(«Qiagen»). При постановке полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с обратной транскрипцией (ОТ) 
использовали протоколы для каждого возбудителя. 
Те пулы, в которых были получены положитель-

ные результаты на какой-либо из тестируемых ви-
русов, были использованы для последующего вы-
деления вируса на клетках.

Выделение вируса
Оставшийся объём суспензии комаров 

(200 мкл) фильтровали через фильтр PES 0,45 мкм. 
Полученным фильтратом проводили заражение мо-
нослоя клеток С6/36, выращенных в 24-луночных 
планшетах. Инфицирование проводили в объе-
ме 100 мкл с использованием цельного препарата 
и разведения 1 : 10. Через 7 дней после инфици-
рования 100 мкл супернатанта использовали для 
следующего пассажа. Всего от первого заражения 
проведено 5 последовательных пассажей. После за-
ражения клетки ежедневно осматривали на наличие 
признаков цитопатического действия.

Молекулярно-генетическое исследование
Молекулярно-генетическое исследование ме-

тодом ОТ-ПЦР проводили по следующей методи-
ке. Из 140 мкл суспензии комаров с помощью ком-
плекта реагентов «QIAamp Viral RNA» («Qiagen») 
выделяли РНК согласно инструкции производите-
ля. Далее с использованием обратного праймера 
pNS1CHVrev2-3 для вируса Чикунгунья (ВЧ; об-
ласть гена NS1); смеси обратных праймеров к виру-
су денге panDVrev1 и panDVrev2 (область 3’-UTR), 
общих для всех 4 типов вируса (табл. 1); обрат-
ного праймера для вируса Зика pZVrev [9]; обрат-
ного праймера вируса жёлтой лихорадки pYFVrev 
( табл. 2) [11] и набора реагентов для ОТ («Синтол») 
на матрице вирусной РНК проводили реакцию ОТ и 
получали кДНК. На первом этапе смешивали 2 мкл 
обратных праймеров (10 пкмоль/мкл) с 6 мкл вы-
деленной РНК и прогревали смесь при 95оС 5 мин. 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов для выявления РНК ВЧ и вируса денге в полевых 
образцах методом ОТ-ПЦР в реальном времени
Table 1. Nucleotide sequences of primers and probes for detection of CHIKV and dengue virus RNA in collected samples 
using real-time RT-PCR

Олигонуклеотид
Oligonucleotide

Нуклеотидная последовательность, 5’–3’
Nucleotide sequence, 5’–3’

Размер ПЦР-продукта
PCR product size

ВЧ (область гена NS1) | CHIKV (the NS1 gene region)

pNS1CHVfor GTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACG 218 п.н. | bp

pNS1CHVrev GTCTGCGTGGTGGGTTACCGC

zNS1CHVfor FAM-GGCTACGTCGTTAAGAGAATAACGATGAGCCC-BHQ1

Вирус денге (область 3’-UTR) | Dengue virus (the 3’-UTR region)

panDVfor GACTAGYGGTTAGAGGAGACCC 190 п.н. | bp

panDVrev1 CGTTCTGTGCCTGGAATGATG

panDVrev2 CGCTCTGTGCCTGGATTGATG

zDVfor FAM-GCATATTGACGCTGGGARAGACCAGAG-BHQ1

Примечание. Y — либо С, либо Т; R — либо А, либо G.
Note. Y — either C or T; R — either A or G.
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После чего охлаждали пробирки при комнатной 
температуре 2 мин и добавляли 22 мкл смеси для 
ОТ (9 мкл деионизированной воды, 12 мкл 2,5-крат-
ного буфера для ОТ («Синтол»), 1 мкл MMLV-ре-
вертазы («Синтол»)) и инкубировали при 42оС,  
30 мин. Для инактивации ревертазы смесь прогре-
вали в течение 5 мин при 95оС.

Для вирусов Зика и жёлтой лихорадки прово-
дили ПЦР с детекцией продуктов амплификации в 
агарозном геле с использованием неоригинальных 
праймеров других авторов [9, 11], которые пред-
ставлены в табл. 2. Амплификацию проводили по 
следующей программе: 95оС — 1 мин 30 с; 30 ци-
клов: 95оС — 20 с, 55оС — 15 с, 72оС — 30 с; 72оС — 
10 мин.

ПЦР в реальном времени  проводили на ВЧ и ви-
рус денге с использованием оригинальных прайме-
ров и зондов. Амплификацию проводили на приборе 
«DTprime» («ДНК-Технология») по следующей про-
грамме: 95оС — 1 мин 30 с; 40 циклов: 95оС — 15 с,  
55оС — 40 с.

Для получения фрагментов генов 6К, E1, Е2 
и NS1 ВЧ и их секвенирования использовали оли-
гонуклеотиды собственной разработки и методику, 
описанные ранее [12].

Все ПЦР-продукты перед секвенированием 
очищали из геля с использованием набора реаген-
тов «Cleanup Standard» (#BC022, «Евроген») и кло-
нировали в векторе «pGEM-T Easy» («Promega») 
в соответствии с инструкцией производителя. За-
тем отбирали клоны, выделяли из них плазмиды и 
секвенировали по Сэнгеру с использованием стан-
дартных праймеров для секвенирования T7 и SP6. 
Полученные нуклеотидных последовательностей 
выравнивали с помощью программы «MEGA11»1.

Филогенетический анализ
Филогенетический анализ проводили с исполь-

зованием метода молекулярного датирования с по-

1 Tamura K., Stecher G., Kumar S. MEGA11: Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis Version 11. Mol. Biol. Evol. 
2021;38(7):3022–3027. DOI: 10.1093/molbev/msab120

мощью пакета программ «BEAST v. 1.10.4» и прило-
жения «Beauty v. 1.10.4»2. При построении деревьев 
применяли алгоритм нуклеотидных замен HKY3 со 
строгими молекулярными часами. Анализ проводи-
ли с построением 10 млн деревьев и отбирали ка-
ждое 1000-е дерево с использованием программно-
го обеспечения «MEGA11». Множественное вырав-
нивание проводили с использованием генетических 
последовательностей фрагментов геномов ВЧ (E2, 
6K, E1), изолированных в разных регионах мира из 
комаров (30 последовательностей). Позиция в гено-
ме фрагмента, по которому проводили филогенети-
ческий анализ, составила 8574–11 303 нт (позиции 
указаны по прототипному штамму 1959 г., номер 
GenBank KX262990). Также в филогенетическое 
дерево было добавлено 8 нуклео тидных последо-
вательностей ВЧ, изолированных от человека, 3 из 
которых были получены от больных в Никарагуа в 
2014 и 2015 гг. и 4 представляли собой референсные 
последовательности вируса.

Инфицированность комаров определяли, как 
описано ранее [10, 13].

Результаты и обсуждение
В результате отлова в четырех локациях были 

собраны комары трех родов Aedes spp., Culex spp., 
Culiseta spp. Как следует из представленных в  
табл. 3 данных, в наибольшем количестве были пред-
ставлены комары рода Aedes spp. — 954 особи: 604 
(67%) особи A. aegypti, 314 (33%) особи A. albopictus. 
При исследовании 105 пулов комаров A. aegypti в 7 
пулах была определена РНК вируса денге, в 3 пулах 
— РНК ВЧ. РНК вирусов Зика и жёлтой лихорадки 
не обнаружена. Не было отмечено одновременной 
детекции РНК ВЧ и вируса денге. При исследовании 
54 пулов комаров A. albopictus в 1 пуле была выяв-

2 Drummond A.J., Rambaut A., Shapiro B., Pybus O.G. Bayesian 
coalescent inference of past population dynamics from molecular 
sequences. Mol. Biol. Evol. 2005;22(5):1185–1192. 

 DOI: 10.1093/molbev/msi103
3 Hasegawa M., Kishino H., Yano T. Dating of the human-ape 

splitting by a molecular clock of mitochondrial DNA. J. Mol. 
Evol. 1985;22(2):160–174. DOI: 10.1007/BF02101694

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров для амплификации РНК вирусов Зика и жёлтой лихорадки 
методом ОТ-ПЦР с электрофоретической детекцией
Table 2. Nucleotide sequences of primers for amplification of Zika and yellow fever virus RNA using RT-PCR and 
electrophoresis detection

Олигонуклеотид
Oligonucleotide

Нуклеотидная последовательность, 5’–3’
Nucleotide sequence, 5’–3’

Размер ПЦР-продукта
PCR product size

Зика (область гена NS5) | Zika (the NS5 gene region)
pZVfor CCGCGCCATCTGGTATATGT

450 п.н. | bp
pZVrev CTCCACTGACTGCCATTCGT

Жёлтая лихорадка (область гена E) | Yellow fever (the E gene region)

pYFVfor TACCCTGGAGCAAGACAAGT
465 п.н. | bp

pYFVrev GCTTTTCCATACCCAATGAA
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лена РНК вируса денге, в 1 пуле — РНК ВЧ. РНК 
вирусов Зика и жёлтой лихорадки также не была 
обнаружена. Одновременной детекции РНК ВЧ и 
вируса денге не отмечено. В 46 пулах комаров ро-
да Culex spp. и в 31 пуле комаров рода Culiseta spp. 
РНК детектируемых вирусов не выявлено.

Для ВЧ комары положительного пула A. albo
pictus были отловлены в локации 1, а положи-
тельных пулов комаров A. aegypti — в локации 4. 
РНК вируса денге была определена в пулах кома-
ров A. aegypti, отловленных в локации 2, и Aedes 
albopictus, отловленных в локации 2.

Минимальный уровень инфицирования ко-
маров A. aegypti по вирусу денге составил 10,0, по 
ВЧ — 4,6. Минимальный уровень инфицирования 
комаров A. albopictus по вирусу денге и ВЧ составил 
3,0. На основании полученных результатов можно 
предположить, что комары рода Aedes spp. инфици-
рованы вирусом денге и ВЧ.

Показатель минимальной инфицированности 
комаров, безусловно, является важным показате-
лем, но зависит от количества отловленных комаров 
(объём исследуемой выборки) и количества кома-
ров в пуле, что влияет на чувствительность исполь-
зуемого метода. В ряде работ по исследованиям 
минимальной инфицированности комаров альфа- и 
флавивирусами этот показатель колебался от 0 до 
12, что могло свидетельствовать только о потенци-
альной опасности заражения именно этим вирусом 
от этого комара [10, 13]. Возможность одновремен-
ного протекания лихорадок денге и Чикунгунья бы-
ла показана ранее, а исследование серологических 
маркеров флави- и альфавирусов продемонстриро-
вало наличие антител к вирусу денге и ВЧ [9, 14]. 
Для выделения вирусов использовали положитель-
ные по результатам ОТ-ПЦР пулы комаров — 8 пу-
лов с вирусом денге и 4 пула с ВЧ.

Для выделения вирусов из полученных пулов 
комаров использовали клетки C6/36. Для каждого 
пула было проведено 5 последовательных пасса-
жей. В клетках, заражённых образцами, содержа-
щими ВЧ (по результатам ОТ-ПЦР), нарушение 
монослоя клеток — развитие цитопатического дей-

ствия — регистрировалось на 2–3-м пассаже. При 
проведении 5-го пассажа 100% цитопатический 
эффект регистрировался на 72 ч. Для образцов, со-
держащих вирусы денге (по результатам ПЦР), ци-
топатический эффект не был столь выраженным.  
На каждом пассаже контроль за подлинностью 
изолятов и отсутствием перекрёстной контами-
нации проводился с использованием ОТ-ПЦР. По 
окончании выделения изолятов их секвенировали.  
В результате были получены изоляты, содержащие 
ВЧ, вирусы денге 1-го и 2-го типов. В отношении 
вирусов денге определяли только тип вируса из-за 
коротких фрагментов ПЦР-продуктов.

Как видно из электрофореграммы ампликонов 
(рис. 1), полученных с использованием универсаль-
ных праймеров ко всем 4 типам вируса денге, при 

Таблица 3. Род и количество отловленных комаров
Table 3. Genus and number of captured mosquitoes

Вид комаров
Mosquito species

Количество 
особей

Number of 
mosquitoes

Количество 
пулов

Number  
of pools

Результаты ПЦР (положительные/отрицательные)
PCR results (positive/negative)

вирус Денге
dengue virus

ВЧ
CHIKV

вирус жёлтой лихорадки
yellow fever virus

вирус Зика
Zika virus

Aedes spp. 954 159 8/151 4/155 0/159 0/159

A. aegypti 640 105 7/98 3/102 0/105 0/105

A. albopictus 314 54 1/53 1/53 0/54 0/54

Culex spp. 278 46 0/46 0/46 0/46 0/46

Culiseta spp. 188 31 0/31 0/31 0/31 0/31

Рис. 1. Электрофорез ПЦР-продуктов в 2% агарозном 
геле. 

DENV1 20 и DENV2 23 — ампликоны вирусов денге 1-го и 2-го 
типов, полученные в 20 и 23 пулах соответственно;  

DENV— — отрицательный контроль ПЦР на вирус денге;  
М 100 bp — весовой ДНК-маркер.

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis (2%) of PCR products. 
DENV1 20 and DENV2 23 — amplicons of dengue viruses  

types 1 and 2 from 20 and 23 pools, respectively;  
DENV— — negative PCR controls for the dengue virus;  

M 100 bp – DNA molecular weight marker.
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но 4 нуклеотидных и столько же аминокислотных 
замен, в области Е1 — 16 нуклеотидных замен, 10 
из которых приводили к аминокислотным заменам, 
в области Е2 — 14 нуклеотидных и 11 аминокис-
лотных замен и в области NS1 — 33 нуклеотидные 
и 19 аминокислотных замен (табл. 4). Три изолята, 
выделенные из комаров A. aegypti, не имели амино-
кислотных замен относительно друг друга. Выде-
ленный штамм был депонирован в базе данных ге-
нетических последовательностей GenBank (NCBI) 
под номером OQ320495.

Таблица 4. Перечень нуклеотидных и аминокислотных замен в областях генов 6К, Е1, Е2 и NS1 у изолятов ВЧ, выде-
ленных из комаров A. albopictus и A. aegypti, отловленных в разных локациях Никарагуа
Table 4. Nucleotide and amino acid substitutions in 6K, E1, E2, and NS1 gene regions in CHIKV isolates recovered from 
A. albopictus and A. aegypti mosquitoes captured in different locations in Nicaragua

Замены A. albopictus > A. aegypti | Substitutions A. albopictus > A. aegypti

ген белка 6К | 6K protein gene ген белка E1 | E1 protein gene ген белка E2 | E2 protein gene ген белка NS1 | NS1 protein gene

Н | N А Н | N А Н | N А Н | N А

A37G
A54T

C107T
T176C

E13K
F18L
L36P
A59V

G28A
T79A

G150A
C441T
T443C
C579G
G633A
T683C
C852T
G955A
G968T
G979A

A1081G
C1106T
C1217T
T1308C

T10A
M27L

–
–

A148V
–
–

T228M
–

K319E
I323S
K327E
A361T
V369A
V406A

–

C145T
A406G
T541G
T543C
A545G
C558T
G662A
A760G
G775A
C914T
C944T

G1019A
T1082C
G1146A

H49Y
K136E
C181G
C181G
Q182R

–
R221K
M254V
G259R
A305V
A315V
R340H
V361A

–

C7T
T21C
C253T
A293G
G307A
T389C
T489C
T498G
A540G
T581C
A699G
A890G
C1014T
A1047G
A1067G
T1085C
G1114A
T1176C
C1249T
T1366A
G1489A
G1491A
A1493T
G1512A
A1580T
C1587T
A1619C
G1622C
A1623G
T1625G
T1626A
C1627G
C1628G

P3S
–

R85C
K98R
A103T
M130T

–
–
–

L194S
–

Y297C
–
–

Q356R
L362P
A372T

–
R417C
W456R
A497T
A497T
E498V

–
E527V

–
N540T
R541P
R541P
I542R
I542R
P543G
P543G

Σ Н: 4 Σ А: 4 Σ Н: 16 Σ А: 10 Σ Н: 14 Σ А: 11 Σ Н: 33 Σ А: 19

Примечание. Н — нуклеотидная замена; А — аминокислотная замена. Позиция нуклеотидной или аминокислотной замены указана 
от начала гена.
Note. N — nucleotide substitution; A — amino acid substitution. The position of a nucleotide or amino acid substitution is shown from the 
beginning of a gene.

амплификации образуются 2 продукта длиной 190 и 
106 п.н. Как показало секвенирование фрагментов, 
они оба являются специфическими [15].

Секвенирование нуклеотидных последова-
тельностей генов 6К, Е1, Е2 и NS1 ВЧ из кома-
ров A. albopictus (1 пул, локация 1) показало, что 
это был тот же штамм, который был изолирован в 
2018 г. в этой же локации [12]. По сравнению с ана-
логичными последовательностями генов из изоля-
тов ВЧ, выделенных из комаров A. aegypti (3 пула, 
локация 4), в области гена белка 6К было обнаруже-
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При анализе нуклеотидных и аминокислотных 
замен они в большей мере не соответствовали обыч-
но изучаемым заменам, характерным для изучаемо-
го региона [7]. Такие существенные различия могут 
быть связаны с тем, что основная масса изолятов 
ВЧ была выделена другими авторами из сывороток 
крови больных людей и в редких случаях — из ко-
маров. Кроме того, основные изоляты, выделенные 
из комаров, были отловлены в городских агломера-
циях и редко — в удалённых от городов локациях, 
что было реализовано в настоящей работе. Разли-
чия в нуклеотидных последовательностях изолятов 
ВЧ во всех 4 генах можно объяснить также разной 

локацией отловленных комаров и разным видом ко-
маров, в которых был выявлен вирус.

Таким образом, при выделении изолятов виру-
сов из комаров видов Aedes spp., Culex spp. и Culiseta 
spp., отловленных в лесах Никарагуа, были обнару-
жены ВЧ и вирусы денге 1-го и 2-го типов. Анализ 
некоторых генов ВЧ показал высокое генетическое 
разнообразие между вирусом, выделенным из кома-
ров вида A. albopictus и A. aegypti.

Филогенетический анализ нуклеотидных по-
следовательностей (рис. 2) показал, что наиболее 
близким родственником изолированного ВЧ явля-
ется вирус, выделенный от человека в Африке в 

Рис. 2. Филогенетическое дерево фрагментов генома E2, 6K, E1 ВЧ. 
В узлах дерева отмечена апостериорная вероятность > 0,75 и возраст группы. Выделен исследуемый вирус.  

Шкала показывает длину ветвей в годах. 
Fig. 2. Phylogenetic tree of CHIKV E2, 6K, E1 genome fragments. 

The nodes of the tree indicate the posterior probability > 0.75 and the age of the group. The virus under study is highlighted.  
The scale shows the branch length representing years.
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2011 г. (номер GenBank KJ679577). Предполагаемое 
время жизни общего предка этих штаммов состав-
ляет 21 год (95% HPD 10–35). Также исследуемый 
изолят вошел в кластер с прототипными штаммами, 
выделенными в 1952–1986 гг. в Танзании и Африке.
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Сравнительный анализ уровня IgG в сыворотках крови больных 
COVID-19, вакцинированных «Гам-КОВИД-Вак», и здоровых 
доноров до пандемии 
Тараканова Ю.Н. , Борисова О.В., Дмитриев Д.А., Личутина М.В., Массино Ю.С.,  
Печелюлько А.А., Сегал О.Л., Яковлева Д.А., Дмитриев А.Д.

Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Измерение концентрации сывороточного иммуноглобулина G (IgG) используется в диагности-
ке и мониторинге многих заболеваний. Поэтому важно изучить влияние пандемии COVID-19 на уровень 
IgG в популяции. 
Целью работы был сравнительный анализ среднего уровня сывороточного IgG в образцах крови, полу-
ченных от госпитализированных пациентов с COVID-19 (n = 31), здоровых доноров до начала пандемии  
(n = 30) и доноров, вакцинированных препаратом «Спутник V» (не болевших COVID-19; n = 34). 
Материалы и методы. IgG измеряли двумя методами твердофазного иммуноферментного анализа 
(ИФА): зарегистрированной российской системой «IgG общий-ИФА-БЕСТ» и сконструированным в лабо-
ратории конкурентным ИФА, основанным на моноклональных биспецифических антителах к IgG человека 
и пероксидазе хрена. 
Результаты и обсуждение. Отличий в среднем уровне сывороточного IgG в трёх группах не обнару-
жили (независимо от пола); оба метода дали соотносимые результаты. Однако система «IgG общий- 
ИФА-БЕСТ» выявила статистически значимые различия в концентрации сывороточного IgG в подгруппах 
пациентов-мужчин с разным уровнем антител к вирусному антигену к рецепторсвязывающему домену 
(receptor-binding domain, RBD): ниже и выше 400 BAU/мл. У 10 мужчин с RBD-антигеном < 400 BAU/мл 
содержание IgG было 14,3 ± 4,1 мг/мл, у 6 мужчин с RBD-антигеном > 400 BAU/мл — 6,9 ± 2,7 мг/мл. 
Заключение. Средний уровень IgG в сыворотках крови, полученных до пандемии, не отличался от таково-
го у здоровых доноров, вакцинированных препаратом «Спутник V», или пациентов, госпитализированных 
в связи с COVID-19. При этом обнаружено сравнительное снижение средней концентрации IgG у пациен-
тов-мужчин с COVID-19 и уровнем анти-RBD антител > 400 BAU/мл. В учётом данных литературы об ас-
социации снижения сывороточного IgG с тяжестью COVID-19 целесообразно сравнить выборки большего 
размера.

Ключевые слова: биспецифические антитела, IgG человека, COVID-19, SARS-CoV-2, антитела к RBD, 
иммуноглобулин G
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Comparative analysis of IgG levels in blood sera from patients  
with COVID-19, persons vaccinated by «Gam-COVID-Vac»  
and healthy donors before the pandemic
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Abstract
Introduction. Serum IgG measurement is used in the diagnosis and monitoring of many diseases. Therefore, 
it seems important to study the impact of coronavirus pandemic on IgG levels in population and the role of this 
parameter in COVID-19. 
The aim of this study was to compare mean IgG levels in sera obtained from 31 hospitalized COVID-19 patients, 
30 healthy donors before pandemic and 34 donors vaccinated with «Sputnik V» (have not had  COVID-19). 
Materials and methods. Total IgG was quantitated by two enzyme immunoassays (EIAs): «IgG Total-ELISA-
BEST» kit certificated in Russia and homemade competitive EIA utilizing bispecific monoclonal antibodies (bsAbs) 
against human IgG (HIgG) and horseradish peroxidase (HRP). 
Results and discussion. The groups did not show differences in IgG levels (regardless of sex) with both methods 
giving comparable results. However, «IgG Total-ELISA-BEST» kit revealed statistically significant differences in 
mean serum IgG levels in subgroups of male patients depending on the levels of antibodies to viral RBD-antigen: 
below and above 400 BAU/ml. In the first subgroup (10 men) the mean serum IgG content was 14.3 ± 4.1 mg/mL, 
while in the second (6 men) — 6.9 ± 2.7 mg/mL. 
Conclusion. Sera obtained before pandemic contained the same mean IgG concentrations as sera from donors 
vaccinated with «Sputnik V» and COVID-19 patients. The relatively decreased mean IgG concentration was 
found only in COVID-19 male patients with anti-RBD antibodies levels above 400 BAU/ml. In light of literature 
data on association of decreased serum IgG with COVID-19 severity, it would be reasonable to further compare 
larger groups, taking into account clinical differences. The possibility of using bsAbs for human Ig measurements 
by competitive EIA was demonstrated.

Keywords: COVD 19, SARS-CoV-2, anti RBD antibodies, IgG, immunoglobulin G, bispecific antibodies, enzyme 
immunoassay.
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Введение 
Иммуноглобулин G (IgG) является домини-

рующим классом антител у млекопитающих, со-
ставляя около 75% общего количества этих бел-
ков в сыворотке крови. У человека обнаружены  
4 подкласса IgG, отличающиеся строением тяжёлых 
цепей. IgG играет важную роль в гуморальном им-
мунитете, выполняя разнообразные биологические 

функции: опсонизация микробов для их поглоще-
ния фагоцитами; антибактериальная защита через 
комплементзависимый лизис микробных клеток и 
разрушение их токсинов; индукция антителозави-
симой клеточно-опосредованной цитотоксичности; 
обеспечение иммунитета новорождённых (мате-
ринский IgG транспортируется через плаценту в 
кровоток плода); ингибирование B-клеток по типу 
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обратной связи при завершении гуморального им-
мунного ответа. 

Измерение иммуноглобулинов, включая IgG, 
используется в диагностике и мониторинге многих 
заболеваний, включая иммунодефициты и ауто-
иммунные болезни. Вместе с тем популяционный 
уровень IgG подвержен влиянию разных факторов. 
В ряде работ изучали влияние таких переменных, 
как пол, возраст, этническая принадлежность, гео-
графическое расположение района или страны (воз-
можны различия, обусловленные экологическими 
факторами), некоторые особенности образа жизни 
и привычек (например, распространённость куре-
ния, потребления алкоголя и др.), на уровень IgG в 
соответствующих популяциях. При этом в разных 
исследованиях получены неоднозначные результа-
ты. В недавнем метаобзоре была сделана попытка 
систематизировать данные этих исследований [1]. 
В частности, получено подтверждение влияния на 
уровень IgG курения, употребления алкоголя, приё-
ма кортикостероидов, гипертонии и психологиче-
ского стресса [1]. 

На протяжении последних 3 лет население 
всего мира, включая Россию, подвергалось влия-
нию неблагоприятных факторов, связанных с пан-
демией коронавируса SARS-CoV-2. Причём наряду 
с прямым патогенным действием вируса, на людей 
оказывали влияние и многочисленные стрессовые 
ситуации, сопряжённые с пандемией (вынужденная 
изоляция, потеря работы, страх за жизнь и здоровье 
близких, переутомление у медицинских работников 
и др.). По данным ВОЗ, в совокупности влияние 
указанных факторов привело к повышению распро-
странённости тревожных расстройств и депрессии 
в мире на 25%1. 

В этой связи встаёт вопрос: как это могло от-
разиться на уровне IgG в популяциях конкретных 
стран? Важно также выяснить биологическое и 
клиническое значение такого параметра, как коли-
чество IgG в сыворотке крови, при СOVID-19. Об-
наруженные различия в тяжести протекания болез-
ни (от бессимптомного до летального) и наличие 
постковидного синдрома побудили исследователей 
к поиску иммунологических маркеров, которые 
могли бы иметь прогностическое значение при 
COVID-19. Закономерно, что наряду с другими фак-
торами обратили внимание и на такой параметр, как 
уровень IgG в сыворотке крови. Ранее была показа-
на ассоциация дефицита IgG с рядом других лёгоч-
ных заболеваний [2], что создало предпосылки для 
предположений о наличии подобных связей и при 

1 ВОЗ. На фоне пандемии COVID-19 во всём мире распро-
странённость тревожных расстройств и депрессии выросла 
на 25%. 02.03.2022. https://www.who.int/ru/news/item/02-03-
2022-covid-19-pandemic-triggers-25-increase-in-prevalence-of-
anxiety-and-depression-worldwide

СOVID-19. Действительно, в недавних исследова-
ниях, независимо проведённых в нескольких стра-
нах (Германии, Турции, Греции, Иране, России), 
были получены результаты, указывающие на ассо-
циацию между сниженным уровнем IgG в сыворот-
ке крови и тяжёлым течением COVID-19 [3–7]. Вы-
сказано предположение, что этот показатель может 
иметь важное прогностическое значение для оценки 
риска тяжёлого течения болезни и летального исхо-
да [3–6]. Какие конкретные изменения и нарушения 
в функционировании системы В-клеточного имму-
нитета и метаболизма IgG стоят за наблюдаемыми 
эффектами, остаётся неясным. 

Целью настоящей работы было изучение уров-
ня IgG в сыворотках крови, полученных от пациен-
тов, госпитализированных по поводу COVID-19, и 
в двух разных группах сравнения, одна из которых 
включала здоровых доноров до начала пандемии, а 
вторая — доноров, прошедших полный курс вакци-
нации «Спутником V» и не болевших COVID-19. 

Материалы и методы
Исследование проводили на 95 образцах двумя 

независимыми методами иммуноферментного ана-
лиза (ИФА).

В первом методе использовали зарегистри-
рованный диагностический набор (устроен-
ный по принципу сэндвич-метода) «IgG общий- 
ИФА-БЕСТ». Второй метод предполагал испыта-
ние сконструированного в лаборатории варианта 
конкурентного ИФА, в котором для определения 
IgG человека (HIgG) использовали полученные на-
ми ранее [8–10] моноклональные антитела (МКА) 
с двойной специфичностью к HIgG и ферменту пе-
роксидаза хрена (horseradish peroxidase, HRP). Счи-
тается, что биспецифические антитела (БИАТ) мо-
гут иметь ряд преимуществ перед обычными МКА 
при применении в ИФА и иммуногистохимии [11]. 
Например, БИАТ освобождают от необходимости 
использовать детектирующие (меченые) антитела, 
конъюгированные с HRP или другими ферментами, 
что может давать меньший фон [11]. Ранее мы пока-
зали эффективность указанных БИАТ для выявле-
ния специфических антител в твердофазном ИФА 
на примере определения антител к вирусу иммуно-
дефицита человека [10], а в настоящей работе была 
испытана возможность использования этих реаген-
тов в формате конкурентного ИФА.

Материалы и реактивы
В работе использовали разборные 96-луночные 

планшеты из полистирола «MaxiSorp» («Nunc»), 
BrCN-сефарозу («Farmacia»), раствор тетраметил-
бензидина (ТМБ) («Диагностические системы»), 
диагностический набор «IgG общий-ИФА-БЕСТ» 
(«Вектор-Бест»), IgG из сыворотки крови человека 
(«Sigma-Aldrich»), HRP и прочие реактивы («Sigma»). 

https://www.who.int/ru/news/item/02-03-2022-covid-19-pandemic-triggers-25-increase-in-prevalence-of-anxiety-and-depression-worldwide
https://www.who.int/ru/news/item/02-03-2022-covid-19-pandemic-triggers-25-increase-in-prevalence-of-anxiety-and-depression-worldwide
https://www.who.int/ru/news/item/02-03-2022-covid-19-pandemic-triggers-25-increase-in-prevalence-of-anxiety-and-depression-worldwide
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Образцы сывороток крови

Сыворотки здоровых доноров и пациентов, 
госпитализированных с COVID-19 (с известной 
концентрацией вирусспецифических антител (IgG) 
к рецепторсвязывающему домену (receptor-binding 
domain, RBD) S-белка SARS-CoV-2, определённой 
с помощью тест-системы «ДС-ИФА-АНТИ-SARS-
CoV-2-G-количественный»), были предоставлены 
из коллекции НПО «Диагностические системы». 
Все обследованные подписывали информирован-
ное согласие на участие в исследовании. Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом НИИ 
вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова (прото-
кол № 12 от 04.10.2023).

Получение моноклональных БИАТ
В работе использовали полученные нами ра-

нее мышиные моноклональные БИАТ 75/36 (БИАТ 
75/36), способные одновременно связываться с дву-
мя антигенами: HRP и HIgG. БИАТ 75/36 являют-
ся продуктами гибридной гибридомы (тетрадомы), 
образованной путём слияния двух родительских 
клеточных линий: гибридомы, продуцирующей ан-
ти-HRP МКА 36F9, и гибридомы, секретирующей 
анти-HIgG МКА 75G5. Конструирование указанной 
тетрадомы описано нами ранее [9–11]. БИАТ 75/36 
относились к подклассу IgG1 мыши, как и оба роди-
тельских МКА. 

Очистка антител
БИАТ 75/36 выделяли из асцитов, полученных 

после инокуляции мышей тетрадомными клетками. 
Поскольку клетки тетрадомы продуцируют 3 вида 
иммунологически активных антител (анти-HIgG, 
анти-HRP и БИАТ), образованных в результате ре-
комбинации лёгких и тяжёлых цепей родительских 
МКА, для очистки БИАТ использовали две последо-
вательные аффинные хроматографии: на HIgG-се-
фарозе и HRP-сефарозе [8–10]. Чистоту препарата 
БИАТ контролировали с помощью SDS-электрофо-
реза в 12,5% акриламидном геле [12].

Определение антигенсвязывающей активности 
моноклональных БИАТ

Способность аффинно-очищенных БИАТ од-
новременно связывать два антигена подтверждали 
с помощью ИФА [8]. Для этого поверхность 96-лу-
ночных полистироловых планшетов насыщали 
HIgG и инкубировали с разведениями БИАТ в при-
сутствии HRP. Иммунные комплексы выявляли с 
помощью ТМБ.

Определение концентрации белков
Концентрацию белка определяли по мето-

ду Лоури с использованием в качестве стандарта 
бычьего сывороточного альбумина. Стандарт гото-
вили исходя из того, что для 1% раствора альбу-

мина А1 см  = 7,6 [13]. Концентрацию очищенных 
белков определяли, полагая, что для 1% раст вора 
мышиных антител А1 см

    = 14 [13]; для 1% рас-
твора очищенной пероксидазы А1 см

   = 22,75 и  
А1 см

     = 7,3 [12]. 

Определение НIgG в сыворотке крови
Содержание HIgG в сыворотке крови опреде-

ляли двумя методами. В первом использовали на-
бор реагентов для иммуноферментного определения 
концентрации IgG в сыворотке крови «IgG общий- 
ИФА-БЕСТ». Метод основан на двустадийном «сэ-
ндвич»-варианте ИФА с применением МКА к HIgG.

Кроме того, в тех же сыворотках содержание 
HIgG определяли с помощью разработанного нами 
конкурентного метода, основанного на использова-
нии БИАТ к HIgG и HRP. 

Лунки полистироловых планшетов насыща-
ли раствором HIgG (по 100 мкл на лунку) в 50 мМ 
Na-карбонатном буфере рН 9,5 в течение ночи при 
комнатной температуре. После насыщения антиге-
ном лунки несколько раз отмывали 25 мМ Na-фос-
фатным буфером рН 7,5, содержащим 150 мМ NaCl, 
0,05% Твина-20. Затем в каждую лунку вносили по 
20 мкл сыворотки человека, предварительно разве-
дённой в 1000 раз в 25 мМ Na-фосфатном буфере 
рН 7,5, содержащем 15 мМ NaCl, 0,05% Твина-20 и 
0,2% бычьего сывороточного альбумина (ИФА-бу-
фер), а также 100 мкл раствора, содержащего  
600 нг/мл БИАТ и 2 мкг/мл HRP в указанном  
ИФА-буфере. Планшеты инкубировали 1 ч при 
37ºС, отмывали и окрашивали раствором ТМБ в те-
чение 15 мин при комнатной температуре, реакцию 
останавливали 1 М раствором H2SO4 (50 мкл на лун-
ку). Оптическую плотность определяли с помощью 
спектрофотометра при 450 нм. Концентрацию IgG 
рассчитывали с помощью калибровочной кривой, 
для построения которой использовали стандарты 
HIgG в концентрациях 0; 1,4; 2,8; 6; 12; 24 мг/мл.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили с помощью пакета программ 
«Statistica for Windows 12.0». Количественные пе-
ременные представляли в виде среднего арифмети-
ческого (Х

—
) со среднеквадратическим отклонением 

(SD). Полученные данные проверяли на соответ-
ствие закону нормального распределения (W-кри-
терий Шапиро–Уилка). Значимость различий меж-
ду группами определяли с помощью U-критерия 
Манна–Уитни для независимых групп. Различия 
считали достоверными при p < 0,05. Корреляцию 
рассчитывали по методу Пирсона.

Результаты 
В настоящее исследование были включены  

30 здоровых доноров крови (образцы крови были 

280 нм

403 нм

280 нм

280 нм



322 323ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2023; 100(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-367

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

получены до пандемии; 1-я группа), 34 здоровых 
донора, вакцинированных препаратом «Спутник V» 
(не болевших COVID-19; 2-я группа), и 31 пациент, 
имевший выписку с установленным клиническим 
диагнозом COVID-19 и подтверждением диагноза 
методом ПЦР (пациенты были госпитализированы 
в период с марта по ноябрь 2021 г., с преобладанием 
геноварианта Delta вируса SARS-CoV-2; 3-я груп-
па). Возраст здоровых доноров и пациентов варьи-
ровал от 18 до 85 лет. Процедуру измерения IgG в 
сыворотке крови с помощью диагностического на-
бора «IgG общий-ИФА-БЕСТ» проводили согласно 
инструкции производителя. Кроме того, в тех же 
сыворотках содержание IgG определяли с помощью 
разработанного нами конкурентного метода, осно-
ванного на использовании БИАТ 75/36, специфич-
ных к HIgG и HRP. БИАТ, представляющие собой 
один из продуктов секреции гибридной гибридомы 
(тетрадомы), ранее были нами детально охаракте-
ризованы в отношении их антигенсвязывающих 
свойств с помощью ИФА, радиоиммунного анализа 
и биосенсора [8, 9]. 

БИАТ 75/36 обладают высокой аффинностью 
по отношению к обоим антигенам: равновесная 
константа ассоциации (Ка) для связывания БИАТ с 
иммобилизованным на твердой фазе hIgG состави-
ла ~ 2,6 ×108 М–1 [9], а с HRP в растворе ~ 7 × 108 
М–1 [15]. Специфичность БИАТ (отсутствие реак-
ции с другими классами иммуноглобулинов) была 
подтверждена с помощью ИФА. Для этого поверх-
ность 96-луночных полистироловых планшетов на-
сыщали иммуноглобулинами человека классов А, 
М, Е и G и инкубировали с разведениями БИАТ в 
присутствии HRP. Иммунные комплексы выявляли 
с помощью ТМБ. В результате иммунные комплек-
сы образовались только в лунках с иммобилизован-
ным HIgG, а с IgA, IgM и IgE человека БИАТ 75/36 
не реагировали (данные не представлены). При ис-
пользовании конкурентного метода в качестве от-

рицательного контроля использовали вытеснение 
IgA, IgM и IgE. В качестве положительного кон-
троля служили измерения, полученные с помощью 
тест-системы «IgG общий-ИФА-БЕСТ».

В табл. 1 представлены результаты определе-
ния уровня IgG двумя описанными выше методами 
в образцах сывороток доноров 3 групп (у больных 
кровь была взята не ранее 10 дней и не позднее  
30 дней после постановки диагноза). Статисти-
чески достоверных различий между группами не 
выявлено. Корреляционная связь с результатами, 
полученными с помощью конкурентного ИФА, ис-
пользующего БИАТ, была определена как средняя 
(r = 0,52). При этом концентрация IgG в образцах 
сыворотки крови пациентов и доноров из групп 
сравнения варьировала в широком диапазоне: при-
близительно от 2,5 до 20 мг/мл (данные не приве-
дены). Дальнейшее разделение здоровых доноров и 
пациентов на три возрастные группы (18–44, 45–64, 
65 лет и старше) также не выявило статистически 
достоверных различий в концентрации IgG. 

Разделение образцов сыворотки на группы в 
зависимости от пола здоровых доноров и пациен-

Таблица 1. Концентрация IgG в сыворотке крови  
госпитализированных с COVID-19 пациентов  
и в группах сравнения, Х— ± SD
Table 1. The mean concentrations of serum IgG in 
COVID-19 patients and in control groups, Х— ± SD

Группа
Group

IgG, мг/мл | mg/ml

«IgG общий-ИФА-БЕСТ»
«IgG Total-ELISA-BEST»

конкурентный ИФА (БИАТ)
bsAbs based EIA

1 (n = 30) 10,1 ± 6,6 10,4 ± 3,3

2 (n = 31) 11,5 ± 6,8 10,8 ± 5,8

3 (n = 34) 11,7 ± 5,6 9,8 ± 4,2

Примечание. Все сыворотки пациентов содержали вирусспеци-
фические анти-RBD-антитела. 
Note. All patient sera contained virus-specific anti-RBD antibodies.

Таблица 2. Концентрация IgG в сыворотке крови госпитализированных с COVID-19 пациентов и в группах сравнения 
при разделении по полу, Х— ± SD
Table 2. The mean concentrations of serum IgG in COVID-19 patients and in control groups depending on sex, Х— ± SD

Группа
Group Пол | Sex n

IgG, мг/мл | mg/ml

«IgG общий-ИФА-Вектор-БЕСТ»
«IgG Total-ELISA-BEST»

конкурентный ИФА (БИАТ)
bsAbs-based EIA

1 Мужчины | Men 16 11,3 ± 5,2 10,8 ± 2,2

Женщины | Women 14 8,8 ± 4,2 9,8 ± 2,7

2 Мужчины | Men 16 11,2 ± 4,4 10,2 ± 2,9

Женщины | Women 15 8,7 ± 3,6 8,3 ± 4,4

3 Мужчины | Men 13 10,0 ± 3,2 8,8 ± 3,5

Женщины | Women 21 11,8 ± 3,5 10,4 ± 2,5

Примечание. Все сыворотки пациентов содержали вирусспецифические анти-RBD-антитела. 
Note. All patient sera contained virus-specific anti-RBD antibodies.
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тов (табл. 2) не выявило различий в среднем уровне 
IgG между группами. Уровень IgG у вакцинирован-
ных доноров не зависел и от времени, прошедшего 
от момента вакцинации до забора крови, в исследо-
ванный период от 1 до 2 мес (табл. 3). 

Пациентов (3-я группа) дополнительно разде-
лили на две подгруппы в зависимости от уровня 
специфических антител к RBD-антигену SARS-
CoV-2. В одну подгруппу отнесли пациентов с 
уровнем анти-RBD-антител < 400 BAU/мл (зна-
чения варьировали у разных пациентов от 18 до  
365 BAU/мл, возраст 27–85 лет), а в другую —  
с уровнем анти-RBD > 400 BAU/мл (возраст  
36–70 лет). Кроме того, каждую группу делили по 
полу. Обнаружено, что в подгруппе из 10 пациен-
тов-мужчин (средний возраст 59,5 года), имевших 
более низкий уровень специфических антител к 
RBD-антигену, концентрация IgG при измерении си-
стемой «IgG общий-ИФА-БЕСТ» в среднем состав-
ляла 14,3 ± 4,1 мг/мл, тогда как у 6 мужчин (сред-
ний возраст 54 года) с уровнем анти-RBD-антител  
> 400 BAU/мл концентрация IgG составляла в сред-
нем всего 6,9 ± 2,7 мг/мл (табл. 4). Эти различия бы-
ли статистически значимы. Достоверных различий 
у пациентов-женщин, разделённых на подгруппы по 
этому показателю, не выявлено. Сходная тенденция 
наблюдалась и при измерениях в тех же подгруп-

пах с помощью конкурентного ИФА: среднее зна-
чение концентрации IgG для пациентов-мужчин с 
уровнем анти-RBD-антител > 400 BAU составляло  
6,9 ± 3,4 мг/мл, в то время как у мужчин с меньшим 
уровнем специфических антител — 11,2 ± 3,9 мг/мл  
(табл. 4), однако наблюдаемые различия между 
группами пациентов-мужчин в этом случае не до-
стигли статистически значимого уровня.

Обсуждение
Результаты проведённых нами измерений 

показали, что средний уровень IgG в сыворот-
ках крови доноров (1-я и 2-я группы) и пациентов  
(3-я группа) не различался. Отсутствие различий 
сохранялось и при разделении выборок на подгруп-
пы по возрасту, полу и времени, прошедшему от 
начала вакцинации (для здоровых доноров) и взя-
тия крови. Однако статистически значимое сниже-
ние среднего значения количества IgG в сыворотке 
крови обнаружили (при измерении тест-системой 
«IgG общий-ИФА-БЕСТ») в небольшой группе, ко-
торую составляли мужчины, болевшие COVID-19 и 
имевшие высокий уровень спе цифических антител 
к вирусному RBD-антигену в крови (> 400 BAU/мл).  
Средний уровень IgG в этой группе был примерно 
в 2 раза ниже такового у пациентов-мужчин с мень-
шим уровнем анти-RBD-антител. Можно предполо-

Таблица 3. Концентрация IgG в сыворотке крови доноров в разные сроки после вакцинации препаратом «Спутник V», 
Х
— ± SD
Table 3. The mean concentrations of serum IgG in vaccinated donors, which gave blood at different time points after the last 
immunization with «Sputnik V», Х— ± SD

Время забора крови после вакцинации
Time from vaccination to blood donation n

IgG, мг/мл | mg/ml

«IgG общий-ИФА-Вектор-БЕСТ»
«IgG Total-ELISA-BEST»

конкурентный ИФА (БИАТ)
bsAbs-based EIA

В течение 1 мес | Within first month 6 9,3 ± 3,7 8,1 ± 5,6

Через 1 мес | 1 month after 19 11,7 ± 4,8 10,5 ± 3,4

Через 2 мес | 2 months after 9 10,3 ± 5,8 9,2 ± 4,7

Таблица 4. Концентрация IgG в сыворотке крови госпитализированных с COVID-19 пациентов с различным уровнем 
антител к RBD-антигену SARS-CoV-2, Х— ± SD 
Table 4. The mean concentrations of serum IgG in hospitalized COVID-19 patients with different levels of anti-RBD antigen 
antibodies, depending on sex, Х— ± SD

Уровень анти-RBD-антител  
в сыворотке крови  
пациентов, BAU/мл 

Anti-RBD Abs serum level 
in hospitalized COVID-19 

patients, BAU/ml

Пол | Sex n

IgG, мг/мл | mg/ml

«IgG общий-ИФА-Вектор- БЕСТ»
«IgG Total-ELISA-BEST»

конкурентный ИФА (БИАТ)
bsAbs-based EIA

18–350 (< 400) Мужчины | Men 10 14,3 ± 4,1 11,2 ± 3,9

Женщины | Women 11 8,4 ± 3,7 8,1 ± 3,4

Всего | Total 21 11,2 ± 4,8 9,6 ± 3,9

≥ 400 Мужчины | Men 6 6,9 ± 2,7 6,9 ± 3,4

Женщины | Women 4 9,4 ± 3,8 8,8 ± 2,3

Всего | Total 10 7,9 ± 3,2 7,7 ± 3,1
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жить, что высокий уровень антивирусных антител у 
мужчин данной подгруппы обеспечивался специфи-
ческим клоном (или клонами) В-лимфоцитов, несмо-
тря на сопутствующее снижение общего уровня IgG. 

В связи c имеющимися данными о возможном 
прогностическом значении понижения уровня IgG 
в отношении более тяжёлого протекания COVID-19 
[3–6, 16] это наблюдение (имеющее сейчас только 
предварительный характер в силу маленьких раз-
меров выборок) заслуживает, на наш взгляд, даль-
нейшего исследования на большем числе пациен-
тов и при сопоставлении с клиническими данными.  
В частности, из-за их отсутствия невозможно су-
дить о том, насколько выявленная нами подгруппа 
пациентов-мужчин с высоким уровнем антител к 
вирусному RBD-антигену и пониженным уровнем 
IgG соответствует по своим клиническим особен-
ностям группам со сниженным уровнем IgG, опи-
санным в работах других авторов, где проводили 
сравнение пациентов с разной тяжестью COVID-19 
(причём без дифференциации по тяжести заболева-
ния по клиническим критериям, только при общем 
сравнении IgG у «больных» и «здоровых», разли-
чия не выявлялись, как и в нашей работе) [3, 7]. 
Опираясь на данные литературы, можно только от-
метить, что при тяжёлом течении COVID-19 часто 
наблюдаются высокий уровень антител к вирусным 
антигенам [17] и лимфоцитопения со снижением 
числа CD4+-T-хелперов, цитотоксических CD8+-T-
клеток и естественных киллеров [7, 18]. В отноше-
нии В-клеток картина сложнее: с одной стороны, 
сообщалось об уменьшении количества В-клеток 
при тяжёлом течении COVID-19 [3, 4, 18], в том 
числе при одновременном снижении уровня IgG [3, 
4]. Однако в другом исследовании таких изменений 
в количестве В-клеток не регистрировали, несмо-
тря на снижение уровня IgG и IgM (по сравнению с 
группами пациентов с заболеванием лёгкой и сред-
ней тяжести и контрольной группой) [7]; а в неко-
торых работах, наоборот, обнаруживали некоторое 
возрастание количества В-лимфоцитов при тяжёлом 
течении заболевания [19]. Важно, что при тяжёлом 
протекании COVID-19 неоднократно обнаружива-
ли изменения состава популяции В-лимфоцитов с 
возрастанием числа аномальных В-клеток памяти 
и плазмоцитов, образованных в результате диффе-
ренцировки по экстрафолликулярному пути [17, 
20, 21]. Предполагается, что аномальные В-клет-
ки, В-клеточные рецепторы которых не подверга-
лись гипермутагенезу и селекции на аффинность в 
фолликулярных зародышевых центрах, могут быть 
источником антител с уменьшенной аффинностью 
к вирусным антигенам и с пониженной нейтрализу-
ющей способностью, обусловливая более тяжёлое 
протекание болезни; кроме того, они могут усили-
вать процессы воспаления [17, 20, 21]. 

Следует также добавить, что мы не обнаружи-

ли аналогичного снижения уровня IgG в подгруппе 
женщин с высоким (> 400 BAU/мл) уровнем анти-
вирусных антител. Небольшие размеры выборок, 
как и отсутствие у нас дополнительных клиниче-
ских данных, не позволяет делать предположений о 
причинах указанных различий по полу, хотя в ряде 
исследований показано, что у мужчин чаще, чем у 
женщин, наблюдается тяжёлое течение COVID-19, 
причём для них характерен и более высокий уровень 
антител к коронавирусным антигенам, по-видимому 
сопряжённый с нарушением регуляции иммунного 
ответа со сдвигом в сторону экстрафолликулярной 
(т.е. вне зародышевых центров) дифференциров-
ки В-клеток [21]. Важное значение может иметь и 
анализ изменений уровня разных подтипов IgG и 
других классов иммуноглобулинов при COVID-19. 
Так, наблюдали определённые корреляции между 
изменениями в соотношениях некоторых подклас-
сов IgG и характером протекания COVID-19 [16, 22, 
23]. Например, обнаружена связь между увеличени-
ем уровня IgG3 (при отсутствии изменения суммар-
ного содержания всех подклассов сывороточного 
IgG) и повышенным риском развития постковидно-
го синдрома [23]. Показана корреляция между тя-
жёлым протеканием COVID-19, пониженным уров-
нем IgG2 и лимфоцитопенией [22]. Предполагается, 
что из-за нарушения регуляции продукции цитоки-
нов переключение классов антител при COVID-19 
может происходить с преимущественным образо-
ванием IgG1 и IgG3 при дефиците IgG2 [22]. В не-
которых работах наблюдали связь между понижен-
ным уровнем сывороточного IgA и более тяжёлым 
протеканием болезни [6], в то время как по другим 
наблюдениям, наоборот, тяжёлое течение COVID-19 
сопровождалось повышением уровня IgA [24]. Вме-
сте с тем в недавно проведённом исследовании не 
было получено подтверждения, что уровни IgG и 
IgA могут служить прогностическими критерями в 
отношении неблагоприятного протекания COVID-19 
[25]. Однако авторы указанной работы, как и другие 
исследователи [3, 17], подчёркивают, что на резуль-
таты могут влиять различия в изученных выборках, 
в частности, особенности терапии больных (напри-
мер, назначение кортикостероидных препаратов, 
способных снижать число лимфоцитов и уровень 
иммуноглобулинов, и др.). 

В настоящей работе уровень IgG в образцах 
сыворотки крови человека измеряли с помощью 
двух различных методов твёрдофазного ИФА: «IgG 
общий-ИФА-БЕСТ» (устроен по принципу сэн-
двич-метода) и внутрилабораторной тест-системой 
на основе БИАТ. Оба метода дали в целом сопоста-
вимые результаты, хотя, например, различия в сред-
нем уровне сывороточного IgG между группами па-
циентов-мужчин с меньшим и бóльшим уровнями 
анти-RBD-антител достигали статистической зна-
чимости только при измерении с помощью систе-
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мы «IgG общий-ИФА-БЕСТ» (табл. 4). Ранее нами 
было показано, что БИАТ 75/36 с двойной специ-
фичностью к HIgG и HRP можно использовать в 
твёрдофазном неконкурентном ИФА для определе-
ния специфических антител к вирусу иммунодефи-
цита человека [10]. Полученные в настоящей работе 
данные показывают, что БИАТ 75/36 можно также 
применять для определения HIgG в формате конку-
рентного твердофазного ИФА. При этом, в отличие 
от сэндвич-метода, описанный конкурентный ме-
тод позволяет проводить измерение IgG в сыворот-
ке крови с использованием всего одного антитела 
(БИАТ 75/36) и без применения конъюгатов вторых 
(детектирующих) антител с HRP. 
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Мониторинг респираторных вирусных инфекций  
в 2011–2022 годах в Москве
Ветрова Е.Н.1 , Чернышова А.И.1, Притчина Т.Н.1,  Исаева Е.И. 1, Морозова О.В.1,2
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Аннотация
Введение. Респираторные вирусы (РВ) циркулируют повсеместно и круглогодично. Долговременный мо-
ниторинг распространения возбудителей респираторных инфекций необходим для анализа соответствия 
диагностических систем современным вирусным изолятам, оценки рисков инфицирования и необходимо-
сти разработки и применения вакцин, а также для исследования взаимозависимости репродукции РВ при 
смешанных инфекциях. 
Цель работы — исследование возбудителей острых респираторных вирусных инфекций (ОРВИ) в Москве 
в 2011–2022 гг. с помощью обратной транскрипции с последующей полимеразной цепной реакцией с ги-
бридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ).
Материалы и методы. Мазки носоглотки 3908 пациентов с ОРВИ исследованы с помощью ОТ-ПЦР-РВ.
Результаты. Мониторинг распространения РВ в Москве показал циклические изменения частот с тремя 
доминирующими видами: вирусом гриппа А (до 31,3%), респираторно-синцитиальным вирусом (до 24,8%) 
и риновирусами человека (до 21,3%) в 2011–2020 гг., которые соответствовали данным из других регио-
нов России и мировым тенденциям, и высокие частоты встречаемости SARS-CoV-2 (31,7%) в 2022 г. Рост 
доли неидентифицированных клинических образцов от 1,2 до 28,5% в 2022 г. свидетельствует о непол-
ном соответствии диагностических систем современным изолятам РВ или о появлении новых видов или 
штаммов возбудителей. Зарегистрированы однонаправленные изменения динамики для 5 из 9 изучаемых 
РВ с коэффициентами корреляции 0,43–0,79. Высокие частоты смешанных ОРВИ (до 33,4%) наряду с 
неидентифицированными образцами не позволяют точно оценить риски инфицирования различными РВ 
в Москве, однако доказывают необходимость профилактики инфекционных заболеваний наиболее рас-
пространёнными РВ. 
Заключение. Анализ динамики частот распространения РВ в Москве показал сохранение доминирующих 
видов: вируса гриппа А, респираторно-синцитиального вируса и риновирусов человека. В период вакцина-
ции против COVID-19 увеличилась доля сезонных коронавирусов. 

Ключевые слова: респираторные вирусы, обратная транскрипция с ПЦР в реальном времени, респи-
раторно-синцитиальный вирус (hRSv), метапневмовирус (hMpv), вирусы парагриппа 1, 2, 3 и 4-го типов 
(hPiv), сезонные коронавирусы (hCov) и SARS-CoV-2, риновирусы человека (hRv), аденовирусы групп B, C 
и E (hAdv), бокавирус человека (hBov), вирусы гриппа А (INF-A) и В (INF-B) 
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Monitoring of respiratory viral infections in Moscow  
during 2011–2022
Elizaveta N. Vetrova1 , Alyona I. Chernyshova1, Tatiana N. Pritchina1,  
 Elena I. Isaeva 1, Olga V. Morozova1,2

1National Research Center of Epidemiology and Microbiology named after N.F. Gamaleya, Moscow, Russia;  
2Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. Respiratory viruses (RV) circulate throughout the world and in all seasons of the year. Long-
term monitoring of the distribution of respiratory pathogens is necessary to analyze the relevance of diagnostic 
systems to current viral isolates, to assess the risks of infection and the need for vaccine development and use, 
as well as to investigate the interdependence of RV reproduction in mixed infections. 
Objective — to study the causative agents of acute respiratory viral infections (ARVI) in Moscow during 2011–
2022 by reverse transcription with subsequent polymerase chain reaction with fluorescent hydrolysis probes 
detection in real-time (RT2-PCR).
Materials and Methods. Nasopharyngeal swabs from 3908 patients with acute respiratory infections were 
examined by the RT2-PCR.
Results. Monitoring of RV spread in Moscow showed cyclical changes in frequencies with three dominant species: 
influenza A virus (up to 31.3%), respiratory syncytial virus (up to 24.8%) and human rhinoviruses (up to 21.3%) 
in 2011–2020. The increase in the portion of unidentified clinical specimens from 1.2 to 28.5% in 2022 indicated 
incomplete accordance of diagnostic systems to modern RV isolates or the emergence of new species or strains 
of pathogens. Unidirectional changes in dynamics were registered for 5 out of 9 studied RVs with correlation 
coefficients of 0.43–0.79. High frequencies of mixed acute respiratory viral infections (up to 33.4%) along with 
unidentified samples do not allow us to accurately assess the risks of infection with various RV in Moscow, but 
prove the necessity of preventing infectious diseases with the most common RV. 
Conclusion. Analysis of the dynamics of RV frequencies in Moscow showed the preservation of the dominant 
species: influenza A virus, respiratory syncytial virus and human rhinoviruses. During the period of vaccination 
against COVID-19, the proportion of seasonal coronaviruses increased. 

Keywords: respiratory viruses, reverse transcription with real-time PCR, human respiratory syncytial virus 
(hRSv), human metapneumovirus (hMpv), human parainfluenza viruses types 1, 2, 3 and 4 (hPiv), human 
seasonal coronaviruses (hCov) and SARS-CoV-2, human rhinoviruses (hRv), human adenoviruses of groups B, 
C and E (hAdv), human bocavirus (hBov), influenza A (INF-A) and B (INF-B) viruses
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Введение
Острые респираторные вирусные инфекции 

(ОРВИ) ежегодно составляют около 90% регистри-
руемых инфекций. В мире, по данным Всемирной 
организации здравоохранения, ежегодно регистри-
руют 2–5 млн случаев ОРВИ с летальными исхода-
ми в диапазоне от 290 000 до 650 000 [1]. В России, 
по данным Роспотребнадзора, ежегодно выявляют 
27,3–41,2 млн случаев [2, 3]. При этом 99% ОРВИ 

диагностируют у детей до 5 лет преимущественно в 
развивающихся странах [4]. Среди ОРВИ преобла-
дает заболеваемость гриппом: 5–20% — у взрослых 
и 20–30% — у детей [5]. Респираторные вирусы 
(РВ) проникают воздушно-капельным путём в ды-
хательный тракт, реплицируются в клетках эпите-
лия и поражают другие органы и ткани, вызывая 
повышение температуры тела, головную боль, на-
сморк, боль в горле и кашель. Помимо лихорадоч-
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ных форм ОРВИ, описаны осложнения в форме 
энцефалитов, параличей и летальных исходов [6]. 
Особенности течения ОРВИ и возможных осложне-
ний определяются свойствами РВ (репродуктивной 
активностью, вирулентностью, патогенностью), 
врождённой неспецифической резистентностью и 
специфическим иммунитетом хозяина [7, 8]. Частые 
ОРВИ свидетельствуют о нарушениях врождённой 
резистентности и специфического иммунитета.

Поскольку симптомы ОРВИ сходны, то де-
текция РВ с помощью обратной транскрипции с 
последующей полимеразной цепной реакцией с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией про-
дуктов в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) является 
наиболее специфичным, чувствительным и широко 
применяемым методом наряду с мультиплексным 
иммунофлуо ресцентным анализом и выделением 
инфекционных штаммов в пермиссивных культу-
рах клеток [4]. Однако феногенетическая вариабель-
ность вирусов, обусловленная спонтанным мутаге-
незом, генетическими перестройками квазивидов 
РНК-содержащих вирусов, реассортацией сегменти-
рованных геномов, а также отсутствием вирусных и 
клеточных систем репарации РНК, затрудняет разра-
ботку диагностических систем и является причиной 
ложноотрицательных результатов и неидентифици-
рованных этиологических агентов ОРВИ. 

В настоящее время известно более 200 видов 
вирусов, вызывающих респираторные заболевания, 
с учётом различных серотипов общее число дости-
гает 300 [9]. Из них наиболее распространены 8 се-
мейств вирусов: 

• ДНК-содержащие вирусы Adenoviridae (бо-
лее 50 типов аденовирусов), Parvoviridae — 
бокавирус (2 типа); 

• РНК-содержащие вирусы Ortomyxoviridae — 
вирус гриппа (типы А, В, С), Paramixo
viridae — вирус парагриппа (4 типа);

• метапневмовирус (типы А, В);
• Pneumoviridae — респираторно-синцитиаль-

ный вирус (2 типа);
• Coronaviridae — коронавирусы (5 типов);
• Picornoviridae — риновирусы (более 100 ти-

пов); 
• энтеровирусы (более 90 типов);
• Reoviridae — реовирус [6, 10]. 
Отмечен рост долей вирусных и вирусно-бак-

териальных ассоциаций. Относительные частоты 
детекции возбудителей ОРВИ варьируют в зави-
симости от географической локализации, возраста 
больных, способов сбора клинических образцов, 
длительности исследования и методов идентифика-
ции патогена [10]. 

В период пандемии COVID-19 карантинные 
меры, социальное дистанцирование и широкое 
применение лицевых масок ограничили распро-
странение всех респираторных инфекций. Отме-

чено снижение доли образцов, положительных в 
ОТ-ПЦР-РВ на ОРВИ, с 49,8% (2018–2019) до 39% 
(2019–2020) и затем до 13,4% (2020–2021) [11].

Цель данной работы состояла в исследовании 
возбудителей ОРВИ в Москве в 2011–2022 гг. с по-
мощью ОТ-ПЦР-РВ. 

Материалы и методы
Мазки носоглотки 3908 пациентов, собранные 

не позднее 7-го дня от начала ОРВИ в период с 2011 
по 2022 г., были любезно предоставлены руково-
дителем инфекционного отделения д.м.н. Л.В. Ко-
лобухиной (Инфекционная клиническая больница  
№ 1 г. Москвы) и д.м.н., профессором М.С. Савен-
ковой (Морозовская детская городская клиническая 
больница и Российский национальный исследова-
тельский медицинский университет им. Н.И. Пиро-
гова, Москва) при наличии информированного со-
гласия пациентов. Протокол исследования одобрен 
Этическим комитетом Национального исследова-
тельского центра эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России (протокол  
№ 18 от 21.02.2022).

РВ определяли посредством ОТ-ПЦР-РВ с ис-
пользованием тест-систем, разрешённых приказами 
Росздравнадзора. Выделение суммарных нуклеино-
вых кислот проводили посредством лизиса клиниче-
ских образцов в растворе гуанидинизотиоцианата с 
последующим спиртовым осаждением с использова-
нием комплекта реагентов «Проба-НК» («ДНК-тех-
нология»). Для обратной транскрипции со случайным 
гексамерным олигодезоксирибонуклеотидом при-
меняли комплект реагентов «Реверта-L» («Ампли-
Сенс»). Для определения РНК респираторно-синци-
тиального вируса (hRSv), мета пневмовируса (hMpv), 
вирусов парагриппа 1, 2, 3 и 4-го типов (hPiv), ко-
ронавирусов (hCov), риновирусов человека (hRv), 
ДНК аденовирусов групп B, C и E (hAdv), бокави-
руса человека (hBov) применяли набор «АмплиСенс 
 ОРВИ-скрин-FL»; РНК вирусов гриппа А (INF-A) 
и В (INF-В) (ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнад-
зора) — набор «Амплисенс Influenza virus A/B-FL»; 
РНК коронавируса SARS-CoV-2 — набор «РеалБест 
РНК SARS-CoV-2» («ВекторБест») на амплификато-
рах планшетного типа ДТ-32 и ДТ-lite («ДНК-техно-
логия»). При одновременной детекции фрагментов 
геномов более одного РВ в мазке носоглотки вирус-
ные инфекции считали сочетанными (смешанными). 

Проведён анализ 3908 мазков носоглотки (по 
1 от каждого пациента), собранных в Москве. Де-
текцию РНК SARS-CoV-2 проводили только в 2022 
г. вследствие изоляции больных COVID-19 от па-
циентов с ОРВИ в стационарах в 2020–2021 гг. и 
необходимости дополнительного санитарно-эпиде-
миологического заключения для проведения работ.

Статистический анализ распределения РВ про-
водили с применением программного обеспечения 
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«Microsoft Excel». Различия считали достоверными 
при p ≤ 0,05 [12].

Результаты
Для анализа распределения возбудителей 

 ОРВИ обследовано 3908 пациентов в Москве в 
период с 2011 по 2022 г. Частоты детекции респи-
раторно-синцитиального вируса, метапневмовиру-
са,  вирусов парагриппа, сезонных коронавирусов, 
риновирусов, аденовирусов, бокавируса, вирусов 
гриппа А и В, сочетанных инфекций при обнаруже-
нии не менее 2 РВ в образце и неидентифицирован-
ных образцов в 2011–2022 гг. представлены в табл. 1. 

В течение 12 лет наблюдений относительные 
частоты каждого возбудителя ОРВИ варьировали. 
До пандемии COVID-19 в 2011–2020 гг. преоблада-
ли три респираторных вируса (INF-A, hRSv и hRv), 
затем их относительные частоты существенно сни-
зились. Несмотря на массовую иммунизацию про-
тив гриппа населения Москвы с 2017 г. трёхвалент-
ными и четырёхвалентными вакцинами от гриппа, 
содержащими штаммы INF-A и INF-B, частоты де-
текции вируса гриппа А в мазках носоглотки боль-
ных ОРВИ оставались высокими до 2020 г. Значи-
тельное снижение доли вируса гриппа А наблюдали 
только в 2021–2022 гг., что, вероятно, могло быть 
обусловлено как карантинными мерами и масоч-
ным режимом, так и охватом вакцинацией против 
гриппа более половины населения России [5]. Не-
обходимо отметить несинхронные и неоднонаправ-
ленные изменения долей вирусов гриппа А и В. 

Частоты детекции INF-B оставались в диапазоне от 
0,5 до 4,4% в течение всего периода наблюдений с 
единственным исключением с подъёмом доли виру-
са гриппа В до 8,3% в 2016 г. 

Высокая частота встречаемости SARS-CoV-2 
(31,7%) зарегистрирована в 2022 г., несмотря на не-
специфическую и специфическую профилактику, а 
также санитарно-просветительную работу. Приме-
нение векторных вакцин от COVID-19, в частности, 
вакцины «Cпутник-V» на основе аденовирусов Ad5 
и Ad26, не привело к значительному снижению до-
ли аденовирусов в общей этиологической структу-
ре заболеваемости ОРВИ в Москве (табл. 1). При 
отсутствии вакцин от большинства ОРВИ относи-
тельные доли остальных изучаемых РВ оставались 
минорными. Максимальная частота hMpv (13,4%) 
была зарегистрирована в 2011 г., а в последующие 
годы не превышала 7%. Отмечен рост частоты сме-
шанных инфекций, что могло быть обусловлено как 
нарушениями врождённого и адаптивного иммуни-
тета среди пациентов, так и независимым распро-
странением и увеличением репродукции вирусов.

За последние годы доля неидентифицирован-
ных образцов среди больных ОРВИ с клинически-
ми симптомами выросла до 28,5% (табл. 1), что 
свидетельствует о неполном соответствии лицен-
зированных диагностических тест-систем и цирку-
лирующих возбудителей респираторных инфекций, 
о генетическом разнообразии штаммов известных 
вирусов и о возможном появлении новых возбуди-
телей. 

Таблица 1. Мониторинг возбудителей ОРВИ в Москве в 2011–2022 гг. методом ОТ-ПЦР-РВ, частота встречаемости, % 
от общего числа образцов
Table 1. Monitoring of ARVI etiological agents in Moscow in 2011–2022 by RT2-PCR method, frequency of occurrence, % of 
total number of samples

Вирус | Virus
Год | Year

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Количество исследованных 
образцов
Amount of studied samples

478 437 369 383 376 339 405 215 240 310 113 243

hRSv 11,1 20,4 19,2 14,1 4,5 24,8 10,4 2,9 3,2 12,7 0,0 0,0

hMpv 13,4 3,2 7,0 5,5 1,6 1,8 3,7 6,6 6,6 5,2 4,4 0,0

hPiv 3,8 5,0 3,8 6,0 13,6 1,5 7,9 6,0 6,7 1,3 6,2 2,7

hCov 4,0 2,5 6,5 9,9 1,3 1,2 3,0 1,9 3,9 3,6 19,5 0,0

hRV 14,9 21,3 18,4 13,6 2,1 11,5 12,3 7,9 8,8 15,2 7,1 0,0

hAdv 13,4 1,1 6,0 8,6 25,0 2,9 4,4 10,3 8,3 6,5 5,3 5,9

hBov 2,9 2,1 4,6 4,7 0,8 11,2 6,2 2,3 2,6 10,7 0,9 0,0

INF-A 19,2 34,3 10,0 14,9 21,3 20,4 15,3 17,3 19,0 12,7 1,8 1,2

INF-B 1,7 0,5 4,1 1,0 2,1 8,3 4,4 0,8 1,2 3,2 0,0 1,2

Mix 12,1 7,8 17,3 19,3 25,5 15,3 26,7 29,9 33,4 24,1 31,0 28,8

N/I 3,6 1,8 3,0 2,3 2,1 1,2 5,7 14,1 6,3 4,8 23,8 28,5

Примечание. Mix — сочетанные инфекции; N/I — неидентифицированные образцы.
Note. Mix — mixed infections; N/I — not identified samples.
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Динамика распространения РВ в 2011–2022 гг.
Dynamics of the spread of respiratory viruses in 2011–2022.

Анализ динамики распространения возбудите-
лей ОРВИ показал высокие коэффициенты корре-
ляции (r) между hRSv и hRv (r = 0,77), hRSv и hBov  
(r = 0,66); hRSv и INF-B (r = 0,64); hRSv и INF-A  
(r = 0,52); hBov и INF-B (r = 0,79), что предполага-
ет существование единой группы РВ (рисунок, а; 
табл. 2). Вторая группа РВ со сходной динамикой 
распространения включала hPiv и hAdv с r = 0,70 
(рисунок, б; табл. 2).

На основании корреляционного анализа дина-
мики распространения (табл. 2) выделены 4 группы 
РВ (рисунок). Однонаправленные изменения обна-
ружены для 5 РВ, включая респираторно-синцити-
альный вирус, риновирусы, бокавирус, вирусы грип-
па A и В. Максимальные значения частот детекции 
hRSv и hRv человека зарегистрированы в 2012, 2016 
и 2020 гг., что предполагает циклические изменения 
с подъёмами каждые 4 года. Для INF-A высокие ча-



332 333ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2023; 100(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-376

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

стоты встречаемости обнаружены в 2012, 2015–2016 
и 2019 гг. От этой группы отличается сходная, но не 
идентичная динамика для другой группы, состоящей 
из hAdv и hPiv, с максимумом в 2015 г. (рисунок, б). 
Для сезонных коронавирусов низкие коэффициенты 
прямой и обратной корреляции (табл. 2) свидетель-
ствовали о независимом распространении с пиками 
в 2014 и 2021 гг. (рисунок, в). Частоты детекции 
hMpv также не совпадали с другими группами с 
максимумом в 2011 г. и последующими колебания-
ми на относительно низком уровне (рисунок, г). 

Сравнительный анализ среднегодовых значе-
ний частот РВ в 5 городах России (Москва, Ека-
теринбург, Казань, Ростов-на-Дону, Санкт–Петер-
бург) в 2014–2018 гг., в Москве в 2011–2022 гг. и 

в мире (табл. 3) показал доминирование 3 видов 
РВ: INF-А, hRv и hRSv. Доминирование РВ в ми-
ре не зависело от специфической профилактики, 
поскольку существующие вакцины против гриппа 
включают штаммы INF-А и INF-B, вакцины про-
тив других ОРВИ находятся на стадии клиниче-
ских испытаний и не применяют для массовой 
иммунизации населения. Минимальные средне-
годовые частоты выявлены для hMPV как в мире, 
так и в большинстве регионов России, за исклю-
чением Санкт-Петербурга (табл. 3). При этом доля 
hMPV в Санкт-Петербурге (3,0%) была сравнима с 
другими областями России. Также в большинстве 
российских городов редко детектировали hBov, но 
мировые тренды не известны [4].

Таблица 2. Коэффициенты корреляции динамики частот РВ
Table 2. Correlation coefficients of the dynamics of RVs frequencies

Вирус | Virus hRSv hMpv hPiv hCov hRv hAdv hBov INF-A INF-B

hRSv 1,00 0,05 –0,41 –0,20 0,77 –0,40 0,66 0,52 0,64

hMpv 0,05 1,00 –0,15 0,19 0,45 0,14 –0,01 0,11 –0,20

hPiv –0,41 –0,15 1,00 0,05 –0,38 0,70 –0,52 0,21 –0,31

hCov –0,20 0,19 0,05 1,00 0,07 –0,16 –0,17 –0,45 –0,35

hRv 0,77 0,45 –0,38 0,07 1,00 –0,47 0,43 0,49 0,17

hAdv –0,40 0,14 0,70 –0,16 –0,47 1,00 –0,36 0,09 –0,20

hBov 0,66 –0,01 –0,52 –0,17 0,43 –0,36 1,00 0,12 0,79

INF-A 0,52 0,11 0,21 –0,45 0,49 0,09 0,12 1,00 0,09

INF-B 0,64 –0,20 –0,31 –0,35 0,17 –0,20 0,79 0,09 1,00

Примечание. Курсивом выделены значения, соответствующие высоким коэффициентам корреляции (r ≥ 0,43); жирным шрифтом — 
данные, соответствующие коэффициентам корреляции r ≈ 0.
Note. Values corresponding to high correlation coefficients (r ≥ 0.43) are in italics; data corresponding to correlation coefficients r ≈ 0 are  
in bold.

Таблица 3. Сравнение среднегодовых значений частот распространения вирусных инфекций в России и в мире, %
Table 3. Comparison of annual mean frequencies of viral infections in Russia and in the world, %

Вирус | Virus

Россия | Russiа
Мир

World [4]Москва | Moscow Екатеринбург
Ekaterinburg [13]

Казань
Kazan [13]

Ростов-на-Дону 
Rostov-on-Don [13]

Санкт-Петербург
St. Petersburg  [13]2011–2022 2014–2018 [13]

hRSv 10,3 4,6 11,9 16,0 10,1 13,4 26,0

hMpv 4,9 0,4 3,3 1,3 3,2 3,0 3,0

hPiv 5,4 25,5 7,1 5,7 8,5 5,3 8,0

hCov 4,8 0,5 3,9 1,8 2,6 1,4 –

hRv 11,1 2,4 24,6 26,0 19,6 15,4 35,0

hAdv 8,2 6,8 4,1 5,7 18,2 6,7 4,0

hBov 4,1 0,1 1,6 4,2 3,9 2,5 –

INF-A 15,6 49,5 38,9 25,8 25,8 32,4 10,0

INF-B 2,4 10,1 4,6 13,5 8,1 20,0 5,0

Примечание. Жирным шрифтом выделены ячейки, соответствующие доминирующим видам РВ в Москве, регионах РФ и в мире.
Note. Cells corresponding to the dominant RV species in Moscow, regiond of the Russian Federation and in the world are marked with bold.
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ОТ-ПЦР-РВ позволяет получить количествен-
ные оценки геном-эквивалентов в реакционной 
смеси. Однако клинические образцы носоглоточ-
ных мазков не стандартизованы, что исключает 
возможность пересчёта количеств вирионов в еди-
нице объёма или в клетке хозяина. Низкие вирус-
ные нагрузки являлись особенностью результатов  
ОТ-ПЦР-РВ мазков носоглотки больных ОРВИ.

Обсуждение
ОРВИ опасны вследствие повсеместного рас-

пространения, круглогодичной циркуляции, высо-
кой контагиозности и риска осложнений, включая 
пневмонии, острую дыхательную недостаточность, 
инфекционно-токсический шок, менингиты, эн-
цефалиты, параличи, острый дистресс-синдром, а 
также сопутствующие хронические заболевания — 
бронхиальную астму, хроническую обструктивную 
болезнь лёгких, заболевания печени, почек, сердеч-
но-сосудистой системы, приводящие к летальным 
исходам [9]. Поэтому мониторинг распространения 
этиологических агентов ОРВИ необходим для со-
вершенствования диагностических систем, контро-
ля их соответствия современным РВ, для оценки 
рисков инфицирования населения в различных ре-
гионах и социально-демографических группах, не-
обходимости разработки вакцин и их экономически 
обоснованного масштабного применения. 

Сравнительный анализ распространения РВ в 
Москве показал периодические вариации с сохра-
нением доминирования трех видов: INF-A, hRSv и 
hRv, что соответствовало спектрам возбудителей 
ОРВИ в 5 городах России [13, 14] и во всём мире [4] 
(табл. 3) вследствие глобализации и определяло 
необходимость общих мер профилактики, диагно-
стики и лечения. Анализ динамики распростра-
нения РВ в Центральной Европе в течение 10 лет 
также свидетельствует о выявлении вирусов грип-
па почти в половине образцов вне зависимости от 
иммунизации против гриппа и карантинных огра-
ничений в период пандемии COVID-19 [15]. Не-
смотря на сообщения о росте доли вируса гриппа В  
в 2019–2022 гг. в России и в других странах [5, 16], 
результаты мониторинга РВ в Москве (табл. 1) не 
показали изменений структуры доминирования. На 
фоне значительного снижения частоты INF-A за по-
следние годы роста доли INF-B не обнаружено. Од-
ной из возможных причин является охват населения 
Москвы вакцинацией против гриппа А и В. В России 
постановлением главного государственного сани-
тарного врача для сезона 2020–2021 гг. поставлена 
задача охвата прививками против гриппа не менее 
60% населения и 75% граждан групп риска [17]. На-
чиная с 2017 г. в России вакцинируют более 40% на-
селения ежегодно, в 2019 г. — 50,5% населения [5], 
в 2020 г. произошло снижение до 41,2%, при этом 
только 6,9% детей с лабораторно подтверждённым 

гриппом нуждались в стационарном лечении [17]. В 
2020 г. в результате иммунизации отечественной се-
зонной трёхвалентной инактивированной вакциной 
показаны: уменьшение уровней антител ко всем 
компонентам вакцины в 2,6–3,5 раза ниже защит-
ного уровня (титр в реакции торможения гемагглю-
тинации < 1/40) через 6–7 мес после вакцинации, 
свидетельствующее о нестабильности поствакци-
нального противогриппозного гуморального им-
мунитета; зависимость от возраста вакцинируемых 
лиц (среди детей 3–14 лет более активный ответ по 
сравнению с лицами старшего возраста, несмотря 
на незрелость иммунной системы детей); недоста-
точная иммуногенность вакцинных компонентов 
вирусов гриппа В, что приводило к росту частоты 
встречаемости вируса гриппа В среди возбудителей 
ОРВИ (табл. 1) и росту заболеваемости гриппом В, 
и обратная корреляция между уровнем предсуще-
ствующих антител к вирусам гриппа и секрецией 
антител к новым вакцинным штаммам, что обуслов-
лено известным эффектом «первородного антиген-
ного греха» [18]. Необходимо отметить рост забо-
леваемости гриппом до максимального значения  
в 2021 г. (в России — 14,96 на 100 тыс. населения; 
в Москве — 65,99 на 100 тыс. населения) во время 
пандемии COVID-19 при иммунной прослойке бо-
лее 60% с доминированием антител к вирусу грип-
па В. Сохранение вируса гриппа А в водной среде, 
среди млекопитающих и птиц водного и околовод-
ного комплекса обусловливает риски возникнове-
ния новых мутантных вариантов, ускользающих от 
иммунного ответа [19].

Мониторинг распространения РВ в Японии 
показал периодические изменения частот hRSv 
c временным уменьшением во время пандемии 
COVID-19 аналогично нашим наблюдениям (табл. 1;  
рисунок, а) и высокие частоты встречаемости hRV 
[20]. Скрининг РВ методом ОТ-ПЦР-РВ в 26 ре-
гионах России в 2020 г. показал максимальную 
частоту детекции риновируса 7,32% как в межэ-
пидемический период, так и в начале эпидеми-
ческого сезона [21, 22], что соответствовало зна-
чительной доле риновирусов в этиологической 
структуре ОРВИ в Москве в 2020 г. (табл. 1). Доля 
серопозитивных к риновирусу лиц в начале 2022 
г. составляла 77,8% [16], что могло быть обуслов-
лено высокими частотами распространения ри-
новируса человека в предыдущие 2 года (табл. 3).  
В Санкт-Петербурге для превалирующих видов 
hRSv и hRV выявлена сезонная цикличность цирку-
ляции [14]. Наблюдаемые отличия частот, возмож-
но, определяются ограниченностью исследуемых 
выборок, географическими и социально-демогра-
фическими отличиями, являются следствием отсут-
ствия стандартизации способов забора мазков но-
соглотки, нестабильности вирусных геномных РНК 
при хранении и быстрой эволюционной изменчиво-
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сти РВ. В настоящее время разрабатываются допол-
нительные методы мультиплексного анализа для 
мониторинга РВ с высокой чувствительностью и 
специфичностью на основе микрофлюидных техно-
логий, биосенсоров, жидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрией и др. [23]. Кроме традицион-
ных лабораторных методов предложено использо-
вать компьютерные технологии Internet-of-Things, 
которые посредством анализа больших объёмов 
данных о поведении человека и окружающей сре-
де с использованием математических и статисти-
ческих моделей повышают вероятность выявления 
эпидемических вспышек на ранних этапах [23]. 

Вирусы парагриппа в 2020 г. в России встреча-
лись с одинаковыми частотами как в межэпидеми-
ческий период (1,09%), так и в начале эпидемиче-
ского сезона (1,05%). Распространённость осталь-
ных возбудителей ОРВИ и вирусов гриппа А и В в 
среднем по России не превышала 1% [21]. В 2021–
2022 гг. частота распространения SARS-CoV-2 со-
ставляла 15%, коронавирусов человека — 12%, до-
ля остальных — от 0,05 до 9% [22]. 

В 2020–2021 гг. при низкой активности вирусов 
гриппа установлено возрастание этиологической 
роли бокавируса и метапневмовируса при уменьше-
нии частоты выделения вирусов парагриппа, адено-
вирусов, риновирусов и респираторно-синцитиаль-
ного вируса [24]. Полученные нами данные (табл. 1)  
также свидетельствуют о существенном увеличе-
нии частоты распространения бокавируса до 10,7% 
в 2020 г. Для метапневмовируса был зарегистриро-
ван пик распространённости в предшествующие 
2018–2019 гг. с последующим плавным снижением 
(табл. 1). Частоты детекции hAdv зависят от иссле-
дуемой выборки, поскольку аденовирусная инфек-
ция распространена преимущественно в организо-
ванных коллективах [14].

Несмотря на все меры неспецифической 
и специфической профилактики COVID-19 в 
2020–2022 гг., доля образцов, содержащих SARS-
CoV-2, составила 31,7% в 2022 г. (табл. 1). При 
этом сезонные коронавирусы в отсутствие дру-
гих респираторных вирусов не выявлены, хо-
тя в 2021 г. их доля составляла 19,5%. Возмож-
ные причины состоят в феногенотипической из-
менчивости РНК-содержащих коронавирусов 
четырех родов: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 
Gammacoronavirus и Deltacoronavirus, среди ко-
торых у людей с признаками ОРВИ обнаружены 
α-коронавирусы HCoV-229E и HCoV-NL63, β-коро-
навирусы HCoV-OC43, HCoV-HKU1, ускользание 
мутантных вариантов вирусов от иммунного ответа 
хозяина и сохранение вирусов в окружающей сре-
де, среди диких резервуарных хозяев, домашних и 
сельскохозяйственных животных. Природным ре-
зервуаром Alphacoronavirus и Betacoronavirus явля-
ются рукокрылые, птицы, млекопитающие, рыбы. 

У домашних птиц и свиней выявлена персистирую-
щая инфекция с выделением вируса в составе фека-
лий [19]. Помимо широкой встречаемости корона-
вирусов у людей во всём мире, что подтверждается 
ретроспективным серологическим анализом, они 
распространены среди летучих мышей: уровень 
гомологии аминокислотных последовательностей 
SARS-CoV-2 и RaTG13 (коронавируса от летучих 
мышей и рептилий) — 97% [25]. Известно, что ста-
бильность паразитарных систем обеспечивается 
разнообразием резервуарных хозяев, отличиями их 
популяционной динамики [26] и сохранением жиз-
неспособных вирусов в окружающей среде. Для 
оценки эпидемиологических рисков предлагается 
мониторинг РВ методом ОТ-ПЦР-РВ с высокой 
чувствительностью и специфичностью не только в 
клинических образцах (табл. 1, 2; рисунок), но и в 
аэрозолях [27]. 

Специфический иммунный ответ, индуцируе-
мый вакцинами, приводит к селекции новых вари-
антов квазивидов РНК-содержащих вирусов, устой-
чивых к нейтрализации специфическими антитела-
ми, и вызывает ускорение молекулярной эволюции 
вирусов.

В отсутствие вакцинопрофилактики боль-
шинства минорных ОРВИ их относительные доли 
остаются стабильно низкими (табл. 1, 2), и новые 
опасные варианты вируса не имеют селективных 
преимуществ. Длительная совместная эволюция 
человека и большинства РВ привела к ослаблению 
патогенных свойств, снижению вирусных нагрузок 
и выживанию хозяев для успешной репродукции и 
распространения вирусов. 

За 12 лет наблюдений отмечен рост доли неи-
дентифицированных клинических образцов от паци-
ентов с симптомами ОРВИ от 1,2 до 28,5%, что могло 
быть обусловлено бактериальными респираторными 
инфекциями со сходными симптомами и/или гене-
тическими отличиями праймеров и зондов для ОТ-
ПЦР-РВ от геномов вирусов, циркулирующих в на-
стоящее время. Высокие частоты смешанных инфек-
ций в диапазоне 7,8–33,4% могут быть следствием 
отсутствия интерференции вирусов при репродук-
ции в клетках человека, независимой репродукции 
РВ и/или иммунодефицитами у населения Москвы. 
Корреляционный анализ динамик распространения 
РВ (табл. 3) показал значимую взаимозависимость 
для 5 из 9 исследованных возбудителей ОРВИ, вклю-
чая все 3 доминирующих вида — INF-A, hRSv и hRv, 
а также INF-B и hBov (рисунок, а). Сочетанные ин-
фекции РВ с преобладанием коинфекции риновиру-
сами и бокавирусом с высокими коэффициентами 
корреляции отмечают и при длительном мониторин-
ге в Центральной Европе [15]. Вторая группа вклю-
чала hAdv и hPiv (r = 0,7) c пиком в 2015 г. (рисунок, 
б). Характерно отсутствие значимой корреляции ди-
намики распространения сезонных коронавирусов 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=HCoV-OC43&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=HCoV-HKU1&action=edit&redlink=1
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(табл. 2; рисунок, в) и метапневмовируса (рисунок, г) 
с другими анализируемыми РВ. Для анализа корре-
ляции динамик распространения сезонных hCov (ри-
сунок, в), SARS-CoV-2 и других РВ [20] необходим 
дальнейший мониторинг. Циклические подъёмы и 
спады частот встречаемости РВ, возможно, обуслов-
лены закономерными изменениями иммунной про-
слойки населения при варьировании частот распро-
странения возбудителей ОРВИ. 

Наблюдаемые частоты смешанных инфекций 
двумя или тремя РВ превышали теоретически ожи-
даемые в предположении о независимом распро-
странении патогенов, что свидетельствовало об от-
сутствии интерференции между большинством РВ, 
возможно, вследствие дефектов системы интерфе-
ронов у больных ОРВИ. 

Необходимо отметить, что доля лиц, инфи-
цированных РВ без симптомов ОРВИ, составляет 
0,25–6,09% численности популяции. Бессимптом-
ные вирусоносители вовлечены в циркуляцию РВ и 
рост заболеваемости [22, 27].

Заключение 
В 2011–2022 гг. в Москве зарегистрированы 

перестройки этиологической структуры ОРВИ с 
сохранением 3 доминирующих видов: вируса грип-
па А, респираторно-синцитиального вируса и рино-
вирусов человека. В период ограничительных мер 
неспецифической профилактики и массовой имму-
низации против COVID-19 значительно возросла 
доля сезонных коронавирусов, возможно, за счёт 
α-коронавирусов.
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Аннотация
Введение. На фоне улучшения основных эпидемиологических показателей (заболеваемость и смерт-
ность) по туберкулёзу (ТБ) в Архангельской области доля впервые выявленных больных ТБ с множествен-
ной лекарственной устойчивостью (МЛУ) возбудителя увеличилась с 18,7% в 2002 г. до 33,8% в 2018 г. 
Целью исследования была генотипическая характеристика штаммов Mycobacterium tuberculosis, получен-
ных от впервые выявленных больных ТБ в Архангельской области в 2018 г. 
Материалы и методы. Изучены 89 штаммов M. tuberculosis, выделенных в 2018 г. от впервые выявлен-
ных больных ТБ. Принадлежность к генотипу Beijing, кластерам B0/W148 и Central-Asian/Russian Beijing 
определяли с помощью ПЦР-детекции специфических маркеров: инсерции IS6110 в области dnaA-dnaN, 
мутаций в кодонах 48 гена mutT4 (CGG>GGG) и 58 гена mutT2 (GGA>CGA), вставки IS6110 в области 
Rv2664-Rv2665 и Rv1359-Rv1360, замены G>A в гене sigE. Штаммы non-Beijing были сполиготипированы. 
Результаты. Лекарственной устойчивостью обладали 41,6% (37/89), МЛУ — 33,7% штаммов. У 90% 
(27/30) МЛУ-штаммов устойчивость к рифампицину и изониазиду была обусловлена мутациями rpoB 
Ser531Leu и katG Ser315Thr. Выявлены генотипы M. tuberculosis: Beijing (67,4%), T (14,6%), Ural (4,5%), 
Haarlem (4,5%), LAM (2,3%) и CAS1-Delhi (1,1%). Среди штаммов Beijing преобладали кластеры Central-
Asian/Russian (60%; 36/60) и B0/W148 (30%; 18/60). Большинство МЛУ-штаммов принадлежали к семей-
ству Beijing (93,3%; 28/30), из которых 64,3% (18/28) и 21,4% (6/28) — к кластерам B0/W148 и Central-Asian/
Russian соответственно. 
Заключение. В гетерогенной популяции возбудителя ТБ Архангельской области наиболее распространён-
ными были штаммы генотипа Beijing, причём в 2018 г. его доля увеличилась до 67,4% (в 1998–1999 гг. —  
40,4%). Среди МЛУ-штаммов доля Beijing достигла 93,3%, из них более половины (64,3%) принадлежали 
к эпидемиологически и клинически значимому в России кластеру B0/W148.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, множественная лекарственная устойчивость, сполиго-
типирование, генотип Beijing, кластер Central-Asian/Russian, кластер B0/W148
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Molecular epidemiological monitoring of the tuberculosis  
pathogen in the Arkhangelsk region
Anna A. Vyazovaya1 , Platon I. Eliseev2, Alena A. Gerasimova1, Natalya S. Solovieva3,  
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1St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia; 
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Abstract
Introduction. Against the background of improvement of the main epidemiological indicators (morbidity and 
mortality) for tuberculosis in the Arkhangelsk region, the proportion of newly diagnosed tuberculosis patients with 
multidrug-resistant pathogen (MDR-TB) increased from 18.7% in 2002 to 33.8% in 2018. 
The purpose of this study was the genotypic characterization of Mycobacterium tuberculosis strains obtained 
from newly diagnosed tuberculosis patients in the Arkhangelsk region in 2018. 
Materials and methods. 89 M. tuberculosis strains isolated in 2018 from newly diagnosed tuberculosis patients 
were studied. Beijing genotype, its clusters B0/W148 and Central Asian/Russian were determined by PCR 
detection of the specific markers: IS6110 insertions in the dnaA-dnaN region, mutations in codons 48 of the 
mutT4 gene (CGG > GGG) and 58 of the mutT2 gene (GGA > CGA), IS6110 insertions in the Rv2664 region-
Rv2665 and Rv1359-Rv1360, substitutions G > A in the sigE gene. Non-Beijing strains were spoligotyped. 
Results. Drug resistance was detected in 41.6% (37/89), MDR — in 33.7% of strains. In 90% (27/30) of MDR 
strains, resistance to rifampicin and isoniazid was due to rpoB Ser531Leu and katG Ser315Thr mutations. 
Following M. tuberculosis genotypes were identified: Beijing (67.4%), T (14.6%), Ural (4.5%), Haarlem (4.5%), 
LAM (2.3%) and CAS1-Delhi (1.1%). Among the Beijing strains, clusters Central-Asian/Russian (60%; 36/60) and 
B0/W148 (30%; 18/60) prevailed. The majority of MDR strains belonged to the Beijing family (93.3%; 28/30), of 
which 64.3% (18/28) and 21.4% (6/28) belonged to clusters B0/W148 and Central-Asian/Russian, respectively. 
Conclusion. In heterogeneous population of the causative agent of tuberculosis in the Arkhangelsk region, the 
most common strains were those of the Beijing genotype; in 2018 its share increased to 67.4% (40.4% in 1998–
1999). Among MDR strains, the proportion of Beijing reached 93.3%, of which more than half (64.3%) belonged 
to the epidemiologically and clinically significant in Russia cluster B0/W148..

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, multidrug resistance, spoligotyping, Beijing genotype, Central-Asian/
Russian cluster, B0/W148 cluster
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Введение
Эпидемическая ситуация по туберкулёзу (ТБ) 

в Архангельской области, крупном регионе Севе-
ро-Западного федерального округа (СЗФО) России, 
в 2018 г. значительно улучшилась по сравнению с 
2000 г.: показатели заболеваемости и смертности 
на 100 тыс. населения снизились с 48,0 до 20,7 и 
с 16,5 до 2,0 соответственно и стали ниже средних 
показателей (44,4 и 5,8 соответственно) по России 
за 2018 г. [1–4]. Однако, по данным Федерального 
центра мониторинга ТБ, доля впервые выявленных 

больных ТБ с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ) возбудителя (МЛУ-ТБ) увеличи-
лась с 18,7% в 2002 г. до 33,8% в 2018 г. (30,4% по 
СЗФО, 31,9% по России) [2, 4]. В 1990-х гг. были 
разработаны основные технологии внутривидо-
вой дифференциации штаммов Mycobacterium 
tuberculosis, которые послужили инструментом для 
накопления данных о генетической структуре попу-
ляций возбудителя на территориях России [3, 5, 6].  
Молекулярно-генетические исследования возбу-
дителя ТБ, проведённые в Архангельской области 
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впервые в 1998–1999 гг., а затем в 2004–2006 гг., 
сформировали общее представление о неоднород-
ности популяции M. tuberculosis, в частности о цир-
куляции МЛУ-штаммов генетического семейства 
Beijing [3, 7].

Целью настоящего исследования была геноти-
пическая характеристика штаммов M. tuberculosis, 
полученных от впервые выявленных больных ТБ в 
Архангельской области в 2018 г.

Материалы и методы
Согласно официальным данным, в 2018 г. в 

Архангельской области впервые выявлены 198 
больных ТБ лёгких (бациллярная форма — 162, 
культурально подтверждено — 134). Доступными 
для молекулярно-генетических исследований были 
89 штаммов M. tuberculosis, выделенных в 2018 г. от 
89 впервые выявленных больных ТБ старше 18 лет 
(в том числе от больных ВИЧ/ТБ — 8). Основными 
диагнозами были инфильтративный (65,2%) и дис-
семинированный (23,6%) ТБ лёгких. Все пациенты 
постоянно проживали в регионе (городские жите-
ли — 70,4%). Средний возраст пациентов — 44,9 ± 
1,2 года; преобладали мужчины (74,2%).

Исследование проводилось при доброволь-
ном информированном согласии пациентов. Про-
токол исследования одобрен Этическим комите-
том Санкт-Петербургского НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера (протокол № 61 от 
02.04.2020).

Культивирование на среде Левенштейна–Йен-
сена и определение лекарственной чувствитель-
ности M. tuberculosis к основным противотубер-
кулёзным препаратам (ПТП) проводили методом 
абсолютных концентраций на плотной питательной 
среде и модифицированным методом пропорций в 
жидкой питательной среде в системе с автоматизи-
рованным учётом роста микроорганизмов «BACTEC 
MGIT 960». Штаммы M. tuberculosis считали моно-
резистентными при наличии устойчивости к одному 
из ПТП (изониазид), полирезистентными — к изо-
ниазиду и этамбутолу, мультирезистентными — к 
рифампицину и изониазиду одновременно1.

ДНК выделяли из чистых культур M. tubercu
losis согласно [5]. Определение принадлежности 
штаммов M. tuberculosis к генотипу Beijing, диф-
ференциацию современной и древней сублиний 
Beijing, кластеров B0/W148 и Central Asian/Russian, 
включая субтип Central Asia Outbreak, проводили 
методом ПЦР, выявляя специфические последова-
тельности нуклеотидов: инсерцию IS6110 в межген-
ной области dnaAdnaN, мутаций в кодонах 48 гена 
mutT4 (CGG > GGG) и 58 гена mutT2 (GGA > CGA), 

1 Приказ Минздрава РФ от 29.10.2014 № 951 «Об утверждении 
методических рекомендаций по совершенствованию диагно-
стики и лечения туберкулёза органов дыхания». 

вставки IS6110 в области Rv2664-Rv2665, Rv1359-
Rv1360, замены G>A в гене sigE [8, 9].

Штаммы других генетических групп (non-
Beijing) сполиготипировали [6]; полученные спо-
лигопрофили сравнивали с международной базой 
SITVIT22 и определяли сполиготип (Spoligotype 
International Type, SIT).

Мутации в генах rpoB, katG и inhA, ассоции-
рованные с устойчивостью к рифампицину и изо-
ниазиду, определяли с помощью тест-системы 
GenoType MTBDRplus («Hain Life Science»).

Статистический анализ проводили с помощью 
программы «StatTech v. 1.2.0» («Статтех») и ресурса 
MedCalc3. Различия между группами определяли с 
использованием критерия χ2, статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05. 

Результаты
Из 89 штаммов M. tuberculosis, выделенных в 

2018 г. от впервые выявленных больных ТБ в Ар-
хангельской области, 52 (58,4%) были лекарствен-
но-чувствительными, 7 (7,9%) — моно- и полире-
зистентными. МЛУ обладали 30 (33,7%) штаммов.  
У 90% МЛУ-штаммов устойчивость к рифампици-
ну и изониазиду была обусловлена мутациями rpoB 
Ser531Leu и katG Ser315Thr.

К генотипу Beijing принадлежали 67,4% (60/89) 
штаммов M. tuberculosis, остальные — к группе non-
Beijing (табл. 1). В субпопуляции M. tu ber  culosis 
Beijing (за исключением одного штамма) доминиро-
вали представители современной сублинии — кла-
стеры Central Asian/Russian, включая субтип САО 
(61,0%; 36/59), и B0/W148 (30,5%; 18/59; табл. 1).

У 29 штаммов группы non-Beijing выявлено 
17 сполиготипов (представлены кластерами — 6; 
табл. 2). Наиболее многочисленный сполиготип 
SIT53, отнесённый к семейству Т, включал 32% 
(8/25) чувствительных к ПТП штаммов. Штаммы 
других сполиготипов принадлежали к генетическим 
семействам T (14,6%), LAM (2,2%), Haarlem (4,5%), 
Ural (4,5%) и CAS1-Delhi (1,1%); для 5 штаммов 
(Unknown) генетическое семейство определено не 
было (табл. 2).

Из 29 штаммов M. tuberculosis non-Beijing  
25 (86,2%) были чувствительны ко всем ПТП, и 
только 2 (6,9%) штамма SIT4252 обладали МЛУ 
(табл. 1, 2). МЛУ была ассоциирована с принадлеж-
ностью штаммов к генотипу Beijing (46,7%; 28/60;  
p < 0,001), при этом более половины (64,3%; 18/28) 
из них относились к кластеру B0/W148 (табл. 1).

При анализе связи мутаций устойчивости с 
генотипом возбудителя статистически значимых 
различий между группами штаммов не выявлено 
(табл. 3).

2 URL: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/
3 URL: http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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Таблица 1. Генотипы и лекарственная устойчивость штаммов M. tuberculosis
Table 1. Genotypes and drug resistance of M. tuberculosis strains

Генотип | Genotype

Число штаммов | Number of strains

лекарственно-чувствительные
sensitive 

моно- или полирезистентные
mono- or polyresistance 

МЛУ
MDR 

всего
total 

n 52 7 30 89

Beijing 27 5 28 60

современная сублиния:
modern sublineage: 27 5 27 59

B0/W148 18 18

Central Asian/Russian 26 3 5 34

Central Asia Outbreak 1 1 2

другие | other 1 1 3 5

древняя сублиния
ancient sublineage 1 1

Non-Beijing 25 2 2 29

Т 13 13

LAM 1 1 2

Ural 3 1 4

Haarlem 4 4

Unknown 3 2 5

CAS1-Delhi 1 1

Таблица 2. Характеристика штаммов M. tuberculosis non-Beijing
Table 2. Characteristics of M. tuberculosis non-Beijing strains

SIT Профиль сполиготипирования
Spoligotyping profile

Генотип
Genotype

Лекар-
ственно- 
чувстви-
тельные
Sensitive

Моно- или 
полирези-
стентные
Mono- or 

polyresistance 

МЛУ
MDR

40 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Т 1

52 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛ Т 2

53 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Т 8

73 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛ Т 1

131 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Т 1

254 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ LAM 1

803 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ LAM 1

35 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Ural 2

262 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Ural 1

Orphan ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛ Ural 1

36 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Haarlem 1

47 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Haarlem 1

50 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Haarlem 2

46 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜ Unknown 2

56 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜ Unknown 1

4252 ⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ Unknown 2

26 ⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬜⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛⬛ CAS1-Delhi 1
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Таблица 3. Мутации устойчивости МЛУ-штаммов M. tuberculosis
Table 3. Resistance mutations of  M. tuberculosis MDR strains

Устойчивость | Resistance Мутации | Mutations
Число штаммов, % | Number of strains, %

p
Beijing (n = 28) non-Beijing (n = 2)

Изониазид | Isoniazid katG Ser315Thr 28 (100) 2 (100) –

Рифампицин | Rifampicin

rpoB His526Asn 1 (3,6)

0,972
rpoB His526Tyr 1 (3,6)

rpoB Ser531Leu 25 (89,3) 2 (100)

Нет данных | No data 1 (3,6)

Таблица 4. Генотипы M. tuberculosis и характеристика пациентов
Table 4. Genotypes of M. tuberculosis and characteristics of patients

Характеристика | Characteristic
Число штаммов, % | Number of strains, %

p
Beijing (n = 60) non-Beijing (n = 29) 

Пол: | Sex:

мужчины | males 44 (73,3) 22 (75,9)
0,798

женщины | females 16 (26,7) 7 (24,1)

Возраст, лет: | Age, years:

18–30 7 (11,7) 2 (6,9)

0,890

31–40 16 (26,7) 7 (24,1)

41–50 18 (30,0) 11 (37,9)

51–60 13 (21,7) 7 (24,1)

 > 60 6 (10,0) 2 (6,9)

Место проживания: | Place of residence:

город | city 41 (68,3) 21 (72,4)
0,695

сельская местность | rural area 19 (31,7) 8 (27,6)

Клинические формы ТБ: | Clinical forms of tuberculosis:

инфильтративный ТБ лёгких | infiltrative pulmonary tuberculosis 38 (63,3) 20 (69,0)

0,339

диссеминированный ТБ лёгких | disseminated pulmonary tuberculosis 13 (21,7) 8 (27,6)

очаговый ТБ лёгких | focal pulmonary tuberculosis 1 (1,7) 1 (3,4)

фиброзно-кавернозный ТБ | fibrous-cavernous tuberculosis 2 (3,3)

прочие | оther 6 (10,0)

Cтатистически значимые различия между 
группами лиц, инфицированных штаммами M. tu
berculosis Beijing и non-Beijing, с учётом клинико- 
эпидемиологических характеристик пациентов не 
выявлены (табл. 4).

Обсуждение
Проведённое исследование позволило опре-

делить генетическую структуру популяции возбу-
дителя ТБ в Архангельской области в 2018 г. Две 
трети (67,4%) штаммов M. tuberculosis, выделенных 
от впервые выявленных больных, были отнесены 
к генотипу Beijing, широко распространённому в 
 СЗФО и России в целом. Так, в разные годы штам-
мы Beijing выявляли в Калининградской (2006 г. — 
40,3%; 2015 г. — 63,0%) [10, 11], Вологодской 

(2018–2019 гг. — 62,2%) [12] и Мурманской (2003–
2004 гг. — 44,0%; 2004–2006 гг. — 47,2%; 2017 г. — 
52,2%) [5, 14, 15] областях, в республиках Карелия 
(2004–2006 гг. — 33,4%; 2014 г. —  53,8%) [7, 13] и 
Коми (2004–2006 гг. — 41,9%; 2017 г. — 56,2%) [7, 8].

В Архангельской области в 1998–1999 гг. доля 
генотипа Beijing в популяции возбудителя состав-
ляла 44,5%, среди них преобладали МЛУ-штам-
мы — 76,7% [3]. Однако следует учитывать, что 
O.S. Toungoussova и соавт. приводят суммарный 
результат исследования штаммов M. tuberculosis не 
только впервые выявленных, но и ранее леченных 
больных ТБ. Анализируя данные, приведенные в 
таблице авторами публикации [3], мы рассчитали 
долю штаммов Beijing впервые выявленных боль-
ных — 40,4%.
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Сравнение сопоставимых выборок — штам-
мов M. tuberculosis, полученных от впервые выяв-
ленных больных ТБ в Архангельской области, по-
казало значимое увеличение доли генотипа Beijing 
с 40,4% в 1988–1999 г. [3] до 57,1% в 2004–2006 гг. 
[7] и 67,4% в 2018 г. (p = 0,002).

В Архангельской области было отмечено увели-
чение доли новых случаев МЛУ-ТБ: 13,5% в 1998–
1999 гг. [3], 28,6%, в 2005 г. [7] и 33,8% в 2018 г.

В структуре генотипов МЛУ-штаммов впер-
вые выявленных больных нами установлено уве-
личение доли Beijing с 76,7% (1998–1999 гг.) [3] 
до 93,3% (2018 г.) (p = 0,071). При этом в 2018 г. 
доля штаммов M. tuberculosis генотипа Beijing сре-
ди МЛУ-штаммов составила 46,7%. У подавляю-
щего большинства (89,3%) МЛУ-штаммов Beijing 
(2018 г.) первичная устойчивость к рифампицину 
и изониазиду была обусловлена мутациями rpoB 
Ser531Leu и katG Ser315Thr, что согласуется с ре-
зультатами ранее проведённого исследования [3].

В табл. 5 для наглядности суммированы имею-
щиеся данные, позволяющие судить о гетерогенно-
сти структуры популяций M. tuberculosis в регионах 
СЗФО (включая Архангельскую область) в 2014–
2018 гг. В регионах СЗФО штаммы доминирующего 
генотипа Beijing M. tuberculosis были представлены 
двумя основными группами [9, 16] — относительно 
однородным кластером B0/W148 и гетерогенным 
кластером Central Asian/Russian (включающим эпи-
демический субтип Central Asia Outbreak, ещё ред-
кий в России).

Архангельские штаммы M. tuberculosis, вы-
деленные в 1998–1999 гг., были изучены методом 

анализа полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (RFLP) последовательности IS6110 [3],  
который считался «золотым» стандартом геноти-
пирования и определения принадлежности воз-
будителя к генотипу Beijing в молекулярной эпи-
демиологии ТБ [5]. С учётом современных пред-
ставлений о принадлежности штаммов Beijing, 
содержащих характерные фрагменты рестрикции 
PvuII (молекулярная масса 7100 и 9200 пар нуклео-
тидов) в паттернах IS6110-RFLP, к эпидемиологи-
чески и клинически значимому в России кластеру  
B0/W148 [17], ретроспективно была установлена 
принадлежность к данному кластеру 16,8% штам-
мов M. tu berculosis, выделенных как от впервые 
выявленных, так и от ранее леченных больных в 
1998–1999 гг. [3]. В 2018 г. доля штаммов кластера 
B0/W148 Beijing у впервые выявленных больных 
ТБ лёгких составила 20,2%.

В республиках Карелия, Коми и в Калинин-
градской области доли штаммов B0/W148 Beijing 
были сопоставимы, тогда как в наиболее благопо-
лучной по ТБ Вологодской области доля данно-
го кластера (7,3%) была значительно меньше, чем 
в Архангельской области (p = 0,016; табл. 5). При 
этом в Архангельской области, по данным насто-
ящего исследования, как и в Калининградской об-
ласти (2015 г.) [11], МЛУ обладали все штаммы  
B0/W148, в Республике Карелия (2014 г.) — 92,3% 
[13], в Республике Коми (2017 г.) — 76,9% [8], в Во-
логодской области (2018–2019 гг.) — 66,7% [12].

В Архангельской области доля кластера 
Central Asian/Russian (включая субтип Central Asia 
Outbreak) — 40,5% — незначительно отличалась от 

Таблица 5. Генотипы штаммов M. tuberculosis, выделенных от впервые выявленных больных ТБ лёгких на территори-
ях СЗФО (2014–2018 гг.)
Table 5. Genotypes of M. tuberculosis strains isolated from newly identified patients with pulmonary tuberculosis in the 
territories of the Northwestern Federal District (2014–2018)

Регион 
Region 

Год 
Year n Источник

Source

Доля генотипа, % | Proportion of genotype, %

Beijing 
(суммарно | 
summary)

Beijing  
B0/W148

Beijing Central  
Asian/ Russian  

(включая Central 
Asia Outbreak | 

including Central Asia 
Outbreak)

Т LAM Haarlem Ural

Республика Карелия
Republic of Karelia 2014 67 [13] 53,8 17,9 нд 14,0 10,3 5,0 12,8

Калининградская обл. 
Kaliningrad region 2015 73 [11] 63,0 19,2 нд 9,6 5,5 0 5,5

Мурманская обл. 
Murmansk region 2017 67 [15] 52,2 10,4 32,8 9,0 7,5 3,0 19,4

Республика Коми
Komi Republic 2017 130 [8] 56,2 18,5 34,6 15,0 12,0 4,0 7,0

Вологодская обл.
Vologda region

2018–
2019 82 [12] 62,2 7,3 50,0 11,0 11,0 6,1 4,9

Архангельская обл.
Arkhangelsk region 2018 89

Данная 
работа

This study
67,4 20,2 40,5 14,6 2,2 4,5 4,5
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таковых в других регионах СЗФО (табл. 5). Пода-
вляющее большинство (72,2%) штаммов кластера 
Central Asian/Russian в Архангельской области бы-
ли чувствительны к ПТП, и лишь 16,7% обладали 
МЛУ, в то время как в Мурманской области эти 
значения составляли 56,5% (p = 0,215) и 34,8% (p = 
0,111) [15], в Республике Коми — 46,7% (p = 0,021) 
и 28,9% (p = 0,198) [8], в Вологодской области — 
26,8% (p < 0,001) и 53,7% (p < 0,001) [12].

Сполиготипирование позволило определить 
принадлежность 29 штаммов non-Beijing (2018 г.) 
к различным генетическим семействам: Haarlem 
(4,5%), Ural (4,5%), LAM (2,2%), CAS1-Delhi (1,1%) 
и T (14,6%). В настоящее время, с учётом накоплен-
ных данных полногеномного секвенирования, ге-
нотип Т предложено не рассматривать в качестве 
истинной филогенетической группы M. tuberculosis 
[18, 19]. Так, показано, что штаммы Т, в частности 
наиболее распространённого в России сполиготипа 
SIT53, принадлежали к различным генетическим 
семействам [20, 21].

По данным исследования 2004–2006 гг. [7], в 
субпопуляции non-Beijing M. tuberculosis Архан-
гельской области преобладали штаммы группы T 
(22,9%) и MANU2 (10,0%), доли генотипов LAM 
(2,9%) и Haarlem (4,3%) были сравнимы с нашими 
результатами (2018 г.). Встречаемость данных ге-
нотипов non-Beijing в соседних регионах СЗФО ва-
рьировала (табл. 5). В Архангельской области доля 
МЛУ-штаммов в структуре non-Beijing составляла 
10,6% [3], 6,9% (2/29) и была близка к значению по 
Республике Коми — 8,8% [8], но ниже, чем в Воло-
годской — 19,4% (p = 0,157) [12] и Калининград-
ской — 25,9% (p = 0,053) областях [11].

Заключение
Улучшение основных эпидемиологических 

показателей (заболеваемость и смертность) по ТБ 
в Архангельской области с конца 1990-х гг. сопро-
вождалось увеличением доли впервые выявленных 
больных МЛУ-ТБ. Сравнительный анализ получен-
ных нами и ранее опубликованных результатов ге-
нотипирования штаммов M. tuberculosis позволяет 
судить о динамике структуры популяции возбуди-
теля ТБ в Архангельской области. В 2018 г. в гете-
рогенной популяции M. tuberculosis доля штаммов 
доминирующего генотипа Beijing увеличилась до 
67,4% (40,4% в 1998–1999 гг.). Среди МЛУ-штам-
мов доля Beijing достигла 93,3%, из них более по-
ловины (64,3%) принадлежали к эпидемиологи-
чески и клинически значимому в России кластеру 
B0/W148. Полученные данные свидетельствуют о 
необходимости молекулярно-генетического мони-
торинга популяции возбудителя для оценки вклада 
различных генотипов M. tuberculosis в распростра-
нение МЛУ-ТБ.
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Анализ изменения генома геновариантов Vibrio cholerae О1 El Tor 
в современный период пандемии холеры 
Смирнова Н.И. , Рыбальченко Д.А., Лозовский Ю.В., Краснов Я.М., Кутырев В.В. 

Российский противочумный институт «Микроб», Саратов, Россия

Аннотация
Введение. Вариабельность генома генетических вариантов возбудителя холеры El Tor обусловила появ-
ление штаммов, несущих мутации в различных генах патогенности и лекарственной устойчивости. Такая 
ситуация требует оценки направления этих измененений для прогнозирования патогенного потенциала 
ранее неизвестных вариантов и своевременной разработки новых средств диагностики и профилактики. 
Цель работы — анализ динамики изменения генов патогенности и лекарственной устойчивости генетиче-
ских вариантов Vibrio choleraе El Tor из эндемичных по холере стран и России. 
Материалы и методы. Использовали секвенированные нуклеотидные последовательности полных ге-
номов 104 штаммов V. cholerae El Tor, взятых из баз данных NCBI GenBank и European Nucleotide Archive, 
а также полногеномные сиквенсы, полученные нами. Анализ нуклеотидных последовательностей выпол-
няли с помощью программы UGEN v.45.1. Для построения дендрограммы по алгоритму максимальной 
экономии применяли программный пакет «BioNumerics v. 7.6» на основе множественного выравнивания, 
полученного с помощью программы «Snippy 4.6.0».
Результаты. Cопоставлены секвенированные геномы 103 штаммов геновариантов, выделенных на тер-
ритории 9 эндемичных стран Азии и Африки, а также в России в 1991–2022 гг. Показано, что процесс изме-
нения генома геновариантов был многоступенчатым и происходил за счет последовательного накопления 
точечных мутаций в ключевых (ctxB и tcpA) и дополнительных (rtxA) генах патогенности и коровых генах 
резистентности к антибиотикам (gyrA, parC и carR), а также делецией в мобильном элементе SXT. Наибо-
лее важным стало изменение в гене ctxB и появление новых геновариантов с аллелем ctxB7, вытеснив-
ших ранее сформированные штаммы. Анализ измененных участков генома 83 штаммов геновариантов из 
эндемичных регионов выявил 8 генотипов, тогда как штаммы (21 изолят), завезённые в Россию, относи-
лись лишь к 5 генотипам, включая высоковирулентные геноварианты с аллелем ctxB7 и утраченным био-
варспецифическим свойством PolR за счёт мутации гена carR. Установленная тесная филогенетическая 
связь геновариантов, выявленных в России, со штаммами из эндемичных стран Азии подтверждает их 
завоз из этого региона. 
Заключение. Показано последовательное возникновение и накопление новых мутаций в генах патоген-
ности и лекарственной устойчивости в геноме геновариантов в эндемичных регионах, что приводит к из-
менению их эпидемически важных свойств. Установлен завоз в Россию новых геновариантов с высокой 
вирулентностью, что указывает на необходимость постоянной оценки изменений генома этого патогена 
для своевременной разработки адекватных средств генодиагностики и профилактики.

Ключевые слова: Vibrio cholerae, геноварианты, изменчивость, вирулентность, лекарственная 
устойчивость, филогенетические связи 
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Analysis of changes in the genome of Vibrio cholerae O1 El Tor 
genovariants during the current period of the cholera pandemic
Nina I. Smirnova , Darya A. Rybalchenko, Yulii V. Lozovsky,  
Yaroslav M. Krasnov, Vladimir V. Kutyrev

Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russia

Abstract
Introduction. The genome variability of genetic variants of El Tor cholera agent has led to the emergence of 
strains carrying mutations in various genes associated with epidemically important pathogen properties. This 
situation requires an assessment of the trends in these changes in order to predict the pathogenic potential of 
previously unknown variants and promptly develop new tools for their diagnostics and prevention.
The purpose of this work was to analyze the dynamic changes in pathogenicity and drug resistance genes of V. 
cholerae El Tor genetic variants from endemic countries and Russia.
Materials and methods. We analyzed complete genome nucleotide sequences of  104 V. cholerae El Tor strains 
from the NCBI Gen Bank and European Nucleotide Archive databases, as well as those obtained by us. The 
nucleotide sequences were analyzed using the UGEN v. 45.1 software. The dendrogram was constructed using 
maximum parsimony algorithm in BioNumerics v.7.6 software package based on the multiple alignment generated 
using the Snippy 4.6.0 program.
Results. Genomic sequences of 103 strain genovariants  isolated on the territory of nine endemic countries of Asia 
and Africa, as well as in Russia in 1991-2022, have been compared. It is shown that the process of genovariant 
genome changing was multistage and occurred due to the continuous accumulation of point mutations in key 
(ctxB and tcpA) and additional (rtxA) genes of pathogenicity and core genes of antibiotic resistance (gyrA, parC 
and carR), as well as a deletion in SXT element. The most important was the change in the ctxB gene and the 
emergence of new genovariants with the ctxB7 allele, which replaced the previously prevalent strains. Analysis of 
altered genome regions of 83 strains from endemic regions has revealed eight genotypes, while the strains (21 
isolates) imported to Russia belonged to only five of them including highly virulent strains with the ctxB7 allele 
and lost PolR biovar-specific feature due to carR gene mutation. The established close phylogenetic relatedness 
of genovariants from Russia with strains from endemic Asian countries confirms their importation from this region.
Conclusion. The sequential occurrence and accumulation of mutations in the pathogenicity and drug resistance 
genes in the genome of genovariants in endemic regions have been shown, which leads to a change in their 
epidemically important features. The importation of new highly virulent genovariants into Russia has been estab-
lished, which indicates the need for an ongoing assessment of changes in the genome of this pathogen for the 
timely development of adequate means of gene diagnostics and prevention.

Keywords: V. cholerae, genovariants, variability, virulence, drug resistance, phylogenetic relations
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Введение
Семь известных пандемий холеры были вы-

званы токсигенными штаммами Vibrio cholerae, от-
носящимися к серогруппе О1 и двум биоварам — 
классическому и El Tor [1]. Среди них особый 
интерес представляют штаммы V. cholerae El Tor, 
вызвавшие текущую, 7-ю пандемию холеры, про-
должающуюся более 60 лет (с 1961 г.). Постоянные 
эпидемии и вспышки холеры El Tor в эндемичных 

странах Азии, Африки и Америки обусловливают 
риск завоза этой инфекции на территорию России, 
не являющейся эндемичной по холере [2]. 

Установлено, что глобальное распространение 
холеры из первичного очага (Бенгальского залива) 
в другие страны мира происходило тремя незави-
симыми, но перекрывающимися волнами [3]. Моле-
кулярно-генетический анализ различных штаммов 
показал, что на протяжении 3 волн в геноме возбу-
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дителя происходили значительные изменения. Эпи-
демии холеры в 1961–1991 гг. (1-я волна) вызыва-
ли токсигенные штаммы с типичными для биовара 
El Tor свойствами, содержащие в составе профага 
 СТХEltφ гены ctxAB3, кодирующие, соответственно, 
A- и B-субьединицы холерного токсина — ключево-
го фактора патогенности [4]. Однако в 1991–1994 гг. 
(начало 2-й волны) в Бангладеш впервые были об-
наружены генетически изменённые штаммы, несу-
щие ген ctxB1 V. cholerae классического биовара — 
возбудителя предыдущих 6 пандемий азиатской 
холеры. Эти геноварианты возникли, видимо, в ре-
зультате горизонтального переноса профага СТХφ 
классического типа (СТХclassφ) с генами ctxAB1 от 
V. cholerae классического биовара типичным штам-
мам V. cholerae El Tor [5]. Вместе с тем геном ге-
новариантов оказался нестабильным, и в последние 
два десятилетия в эндемичных регионах появились 
штаммы с новыми мутациями в мобильных гене-
тических элементах, связанных с патогенностью 
(остров патогенности VPI-1, профаг CTXφ) или 
способностью к эпидемическому распространению 
(остров пандемичности VSP-II) [6, 7]. Возникла му-
тация в гене tcpA из острова патогенности VPI-1, ко-
дирующем основной белок токсин-корегулируемых 
пилей или TCP — ключевого фактора колонизации. 
Новый аллель гена tcpA обозначили как tcpACIRS101 
[8] или tcpACIRS. Затем появились штаммы с новым 
аллелем гена ctxB — ctxB7 [6]. Важным следстви-
ем таких мутаций стало усиление вирулентности 
возбудителя за счёт повышенной продукции хо-
лерного токсина [9, 10]. Кроме того, обнаружили 
вариабельность устойчивости к лекарственным 
препаратам, связанную с присутствием в геноме 
разных типов интегративного конъюгативного эле-
мента (integrative conjugating element, ICE) SXT, 
несущих различный набор генов резистентности 
к антибиотикам [11]. Более того, у геновариантов 
появились мутации в коровой области хромосомы. 
Так, штаммы из 3-й волны в гене rtxA, кодирую-
щем многофункциональный цитотоксин MARTX 
(multifunctional autoprocessing repeats-in toxin), име-
ли null-мутацию (аллель rtxA4), которая привела к 
образованию стоп-кодона и утрате биосинтеза этого 
токсина [12]. Выявлены также 2 точечные мутации 
в генах gyrA(G248T) и parC(C254T), кодирующих 
топоизомеразы, которые обусловили формирование 
у патогена резистентности к налидиксовой кислоте 
[13]. Более того, недавно стало известно о возник-
новении геновавариантов с мутацией в регулятор-
ном гене carR(G265A), ставшей причиной утраты 
их устойчивости к полимиксину B — одному из фе-
нотипических маркеров вибрионов El Tor [14]. 

Появление и широкое распространение раз-
личных генетических вариантов возбудителя в эн-
демичных очагах холеры привело к их завозу на 
территорию России в период 2-й и 3-й волн пан-

демии. Изучением геновариантов занимались мно-
гие исследователи [15–18]. Особое внимание было 
уделено установлению филогенетических связей 
штаммов из разных эндемичных и неэндемичных 
регионов [19–23]. Однако многие вопросы о дина-
мике изменений генома геновариантов в течение 
длительного периода изучены недостаточно. Так, 
не проведён сравнительный анализ изменчивости 
генотипов штаммов геновариантов, выделенных 
в эндемичных регионах и на территории России в 
течение длительного периода. Между тем поиск ге-
нетических особенностей штаммов, выделенных на 
различных территориях и в разные временны́е пери-
оды, представляет значительный интерес для пони-
мания направления изменения вирулентных свойств 
возбудителя. Более того, сведения о вариабельности 
генов патогенности и лекарственной устойчивости 
новых геновариантов в случае их завоза в Россию 
необходимы для своевременной разработки адек-
ватных генодиагностических и профилактических 
средств. Всё это определяет актуальность работы. 

Цель работы — анализ динамики изменения 
генов патогенности и лекарственной устойчивости 
генетических вариантов V. choleraе El Tor из энде-
мичных стран и России. 

Решение поставленных вопросов было осно-
вано на анализе сиквенсов полных геномов различ-
ных штаммов геновариантов, циркулирующих в 
последние годы в разных эндемичных регионах и 
завезённых в Россию. Выбранный подход позволя-
ет получить более полную и достоверную инфор-
мацию по сравнению с другими методами об изме-
нении указанных генов, расположенных в разных 
участках хромосомы.

Материалы и методы
В работе использовали секвенированные ну-

клеотидные последовательности полных геномов 
86 штаммов геновариантов V. cholerae El Tor (1991–
2022 гг.), взятых из баз данных NCBI GenBank и 
European Nucleotide Archive, а также полученные 
нами сиквенсы 14 штаммов геновариантов, за-
везённых в Россию в 1993–2014 гг., и 4 штаммов, 
выделенных во время вспышки холеры в 2011 г. на 
Украине [24] (таблица). 

Для проведения исследований штаммы полу-
чали из Государственной коллекции патогенных 
бактерий РосНИПЧИ «Микроб», где они хранились 
в лиофилизированном состоянии. Бактерии культи-
вировали в бульоне и агаре LB при 37ºС. 

Чувствительность 18 штаммов к 2 антибио-
тикам определяли общепринятым диско-диффу-
зионным методом с использованием полимиксина 
B (50 мкг) и налидиксовой кислоты (30 мкг) фирм 
«HiMedia Laboratories Pvt. Ltd» и «Oxoid». 

Для проведения секенирования выполняли вы-
деление и очистку геномной ДНК из бактериаль-
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Штаммы V. cholerae биовара El Tor, полногеномные нуклеотидные последовательности которых использованы  
в работе
Strains of Vibrio cholerae biovar El Tor, the whole genome nucleotide sequences of which were used in the study

№ | No. Место и год выделения
The site and year of isolation

Аллель генов
Allele of genes

Структура генов
Genes structure

Номер доступа  
в Gen Bank/ENA
Gen Bank/ENA 
access numberctxB tcpA rtxA gyrA parC carR

Штаммы из эндемичных стран Азии и Африки | Strains from endemic Asian and African countries

N16961 Бангладеш, 1975 | Bangladesh, 1975 ctxB3 tcpAElt rtxA1 int. int. int. AE003852,
AE003853

V212-1 Индия, 1991 | India, 1992 ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. ERR018125

VC51 Индия, 1992 | India, 1992 ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. ERR018124

MJ-1236 Бангладеш, 1994 | Bangladesh, 1994 ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. CP001485

CIRS101 Бангладеш, 2002 | Bangladesh, 2002 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. ACVW01000000

4519 Индия, 2005 | India, 2005 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. ERR025374

4656 Индия, 2006 | India, 2006 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. ERS013258

4488 Индия, 2006 | India, 2006 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. ERS013234

4551 Индия, 2007 | India, 2007 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. ERR025357

4623 Индия, 2007 | India, 2007 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. ERS013267

4646 Индия, 2007 | India, 2007 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. ERS013237

VN243P07 Вьетнам, 2007 | Vietnam, 2007 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SRR6027863

IND031 Индия, 2009 | India, 2009 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX062980

IND033 Индия, 2009 | India, 2009 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX062982

IND041 Индия, 2009 | India, 2009 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX062990

IND048 Индия, 2009 | India, 2009 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX062997

VC-6 Непал, 2010 | Nepal, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. SRR308703

VC-14 Непал, 2010 | Nepal, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. SRR308715

VC-19 Непал, 2010 | Nepal, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. SRR308722

VC-16 Непал, 2010 | Nepal, 2010 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SRR308717

VC-8 Непал, 2010 | Nepal, 2010 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SRR308705

BGD043 Бангладеш, 2010 | Bangladesh, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179812

BGD113 Бангладеш, 2010 | Bangladesh, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179747

NHCM-053 Бангладеш, 2011 | Bangladesh, 2011 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. GCA001187105

BGD117 Бангладеш, 2011 | Bangladesh, 2011 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179750

BGD056 Бангладеш, 2011 | Bangladesh, 2011 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179776

IND051 Индия, 2011 | India, 2011 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063000

IDH-04808 Индия, 2012 | India, 2012 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX063018

BGD060 Бангладеш, 2012 | Bangladesh, 2012 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179773

BGD065 Бангладеш, 2012 | Bangladesh, 2012 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179774

BGD067 Бангладеш, 2012 | Bangladesh, 2012 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179777

BGD119 Бангладеш, 2012 | Bangladesh, 2012 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179752

BGD120 Бангладеш, 2012 | Bangladesh, 2012 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179753

BGD122 Бангладеш, 2013 | Bangladesh, 2013 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179755

BGD082 Бангладеш, 2013 | Bangladesh, 2013 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. DRX179791

IND071 Индия, 2013 | India, 2013 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063020

IDH-05298 Индия, 2013 | India, 2013 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063023

IND079 Индия, 2013 | India, 2013 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063028

IND082 Индия, 2014 | India, 2014 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063031

IND090 Индия, 2014 | India, 2014 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX063039

https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR6027863
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№ | No. Место и год выделения
The site and year of isolation

Аллель генов
Allele of genes

Структура генов
Genes structure

Номер доступа  
в Gen Bank/ENA
Gen Bank/ENA 
access numberctxB tcpA rtxA gyrA parC carR

BGD095 Бангладеш, 2014 | Bangladesh, 2014 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179793

BGD089 Бангладеш, 2014 | Bangladesh, 2014 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179789

BGD128 Бангладеш, 2015 | Bangladesh, 2015 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179758

BGD132 Бангладеш, 2015 | Bangladesh, 2015 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179760

Tanz 14 Танзания, 2015 | Tanzania, 2015 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERS2318685

UG026 Уганда, 2015 | Uganda, 2015 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMN08744332

4621STDY- 
6714750

Кения, 2015 | Kenya, 2015 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERS1572785

4621STDY- 
6714749

Кения, 2015 | Kenya, 2015 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERS1572784

UG020 Уганда, 2016 | Uganda, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMN08744331

UG010 Уганда, 2016 | Uganda, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMN08744330

4621STDY- 
6714780

Кения, 2016 | Kenya, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERS1572815

BGD143 Бангладеш, 2016 | Bangladesh, 2016 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179768

BGD140 Бангладеш, 2016 | Bangladesh, 2016 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. DRX179766

IND220 Индия, 2016 | India, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX179803

IND231 Индия, 2016 | India, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX179808

BGD137 Бангладеш, 2016 | Bangladesh, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A DRX179763

CNRVC170168 Йемен, 2016 | Yemen, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2265674

CNRVC170175 Йемен, 2016 | Yemen, 2016 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2269613

NALMLE36 Бангладеш, 2017 | Bangladesh, 2017 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SIVL00000000

NALMLE34 Бангладеш, 2017 | Bangladesh, 2017 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SIVJ00000000

NALMLE37 Бангладеш, 2017 | Bangladesh, 2017 ctxB1 tcpACIRS rtxA1 G248T C254T int. SIVM00000000

THSTI_56695 Индия, 2017 | India, 2017 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2270661

THSTI_56712 Индия, 2017 | India, 2017 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2270662

CNRVC170179 Йемен, 2017 | Yemen, 2017 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2269617

CNRVC170208 Йемен, 2017 | Yemen, 2017 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2269811

CNRVC170197 Йемен, 2017 | Yemen, 2017 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A ERR2269710

NALMLE05 Бангладеш, 2018 | Bangladesh, 2018 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. SIUG00000000

NALMLE01 Бангладеш, 2018 | Bangladesh, 2018 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SIUC00000000

NALMLE03 Бангладеш, 2018 | Bangladesh, 2018 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SIUE00000000

NALMLE31 Бангладеш, 2018 | Bangladesh, 2018 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SIVG00000000

KDCP136 Бангладеш, 2018 | Bangladesh, 2018 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297670

KDCP183 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. SRR14297546

CMR50 Камерун, 2019 | Cameroon, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMN16213389

CMR44 Камерун, 2019 | Cameroon, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMN16213387

KDCP208 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297682

KDCP245 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297553

KDCP262 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297555

KMCP107 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297699

KMCP145 Бангладеш, 2019 | Bangladesh, 2019 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SRR14297701

DMAVC-20 Бангладеш, 2021 | Bangladesh, 2021 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMD00514837

DMAVC-1 Бангладеш, 2022 | Bangladesh, 2022 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMD00514672

DMAVC-16 Бангладеш, 2022 | Bangladesh, 2022 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMD00514833

DMAVC-19 Бангладеш, 2022 | Bangladesh, 2022 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A SAMD00514836

Продолжение таблицы | Continuation of the Table
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Штаммы из Российской Федерации | Strains isolated in the Russian Federation

*М-1275 Россия, Каспийск, 1993
Russia, Kaspiysk, 1993

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. LRAF00000000

*М-1270 Россия, Набережные Челны, 1993
Russia, Naberezhnye Chelny, 1993

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. VXCC0000000

*М-1293 Россия, Республика Дагестан, 1994
Russia, Dagestan Republic, 1994

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. JFFW00000000

I-1181 Россия, Новосибирская область, 1994
Russia, Novosibirsk region, 1994

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. UCN00000000

I-1263 Россия, Иркутск, 1997
Russia, Irkutsk, 1997

ctxB1 tcpAElt rtxA1 G248T int. int. JPLT00000000

*Р-17644 Россия, Ачинск, 1997
Russia, Achinsk, 1997

ctxB1 tcpAElt rtxA1 G248T int. int. JRTW00000000

*М-1327 Россия, Дагестан, 1998
Russia, Dagestan, 1998

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. LRFE00000000

I-1300 Россия, Южно-Сахалинск, 1999
Russia, Yuzhno-Sakhalinsk, 1999

ctxB1 tcpAElt rtxA1 int. int. int. JZCC00000000

*М-1344 Россия, Казань, 2001
Russia, Kazan, 2001

ctxB1 tcpAElt rtxA1 G248T int. int. NEDY00000000

*М-1429 Россия, Белорецк, 2004
Russia, Beloretsk, 2004

ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. LAEM00000000

*М1430 Россия, Тверь, 2005 | Russia, Tver, 2005 ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. AYOM00000000

*Р-18899 Россия, Мурманск, 2006
Russia, Murmansk, 2006

ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. LAKM00000000

*81 Россия, Ростов-на-Дону, 2014 
Russia, Rostov-on-Don, 2014

ctxB1 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. JRQM00000000

*L-3226 Россия, Москва, 2010 | Russia, Moscow, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. JDVX00000000

*L-4150 Россия, Москва, 2010 | Russia, Moscow, 2010 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. JNGT00000000

*76 Украина, Мариуполь, 2011
Ukraine, Mariupol, 2011

ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. MPVL00000000

*153 Украина, Мариуполь, 2011
Ukraine, Mariupol, 2011

ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. MWRE00000000

*39 Украина, Мариуполь, 2011
Ukraine, Mariupol, 2011

ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. MWRC00000000

*186 Украина, Мариуполь, 2011
Ukraine, Mariupol, 2011

ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T int. PYBQ00000000

*M1509 Россия, Москва, 2012 | Russia, Moscow, 2012 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A AYNL00000000

*3265/80 Россия, Москва, 2014 | Russia, Moscow, 2014 ctxB7 tcpACIRS rtxA4 G248T C254T G265A JRQL00000000

Примечание. *Штаммы, нуклеотидные последовательности геномов которых секвенированы нами; int. — интактный. 
Note. *Nucleotide sequences of strains sequenced by us; int. — intact.

Окончание таблицы | End of the Table

ной суспензии с использованием набора «Axy Prep 
Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit» («Axygen»). 
Клетки предварительно обрабатывали мертиолятом 
натрия до конечной концентрации 1 : 10 000 (0,01%) 
и прогревали при 56ºC в течение 30 мин. Полные 
геномы холерных вибрионов секвенировали на 
генетическом анализаторе «Ion PGM» («Thermo 
Fisher Scientific») с использованием стандартных 
протоколов подготовки проб и программного обе-
спечения. Для картирования и поиска единичных 

нуклеотидных полиморфизмов (single nucleotide 
polymorphism, SNP) в полученных прочтениях ис-
пользовали программный пакет «Snippy v. 4.6.0». 
Прочтения картировались на геном референсного 
штамма V. сholerae N16961, и затем формировалось 
множественное выравнивание, содержащее SNP в 
областях, присутствующих во всех исследуемых ге-
номах. Для построения дендрограммы по алгорит-
му максимальной экономии применяли программ-
ный пакет «BioNumerics v. 7.6». 
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Результаты

Динамика изменения генов патогенности  
и лекарственной устойчивости геновариантов  
V. cholerae El Tor, циркулирующих в Азии и Африке

Для анализа измененений генов патогенности 
и лекарственной устойчивости мы провели био-
информационный анализ участков генома, содер-
жащих ключевые (ctxB и tcpA) и дополнительные 
(rtxA) гены патогенности, а также гены резистент-
ности к антибиотикам, локализованные в SXT-эле-
менте и коровой области хромосомы (гены gyrA, 
parC и carR), 83 сиквенсов клинических штаммов 
V. cholerae El Tor из эндемичных регионов, взятых 
из международных баз данных. Проведённый ана-
лиз штаммов, изолированных на территории Ин-
дии, Бангладеш, Непала, Йемена, Вьетнама, Тан-
зании, Кении, Уганды и Камеруна в 1991–2022 гг., 
позволил выявить заметные различия в их структу-
ре у изолятов, выделенных в разные периоды. Срав-
нение структуры этих генов у различных вариантов 
говорит о том, что процесс их изменения происхо-
дил на протяжении относительно короткого перио-
да времени и был многоступенчатым. 

Из анализа полученных нами данных динами-
ка изменения изучаемых свойств генетических ва-
риантов возбудителя холеры El Tor представляется 
следующей (рис. 1, а). Первый этап — приобрете-
ние исходными геновариантами (ctxB1) различных 
типов SXT-элемента через горизонтальный перенос 
генов (1993–2001 гг.). Это событие привело к фор-
мированию штаммов 2 генотипов, различающихся 
набором генов резистентности к антибиотикам, — 
ctxB1ICEVchBan9, содержащих 7 генов (floR, strAB, 
sul2, dfrA1 и tetAR), кодирующих резистентность к 
хлорамфениколу, стрептомицину, сульфанилами-
ду, триметоприму и тетрациклину соответственно, 
и ctxB1ICEVcInd5, имеющих лишь 5 генов (floR, 
strAB, sul2 и dfrA1) при отсутствии генов tetAR. Все 
последующие этапы были связаны с мутациями ге-
нов патогенности и коровых генов резистентности 
к антибиотикам. 

Одно из важнейших событий на следующем 
этапе микроэволюции — появление геновариантов 
с новыми аллелями ключевых (tcpACIRS) и дополни-
тельных (rtxA4) генов патогенности, возникших за 
счёт несинонимичных однонуклеотидных замен в 
генах tcpA(A266G) и rtxA1(G13602A). Более того, 
одновременно возникли две точечные мутации в 
генах gyrA(G248T) и parC(C254T), кодирующих то-
поизомеразу II (ДНК-гиразу) и топоизомеразу IV, 
что обеспечило формирование у патогена рези-
стентности к налидиксовой кислоте. Такие генова-
рианты c генотипом ctxB1tcpACIRSrtxA4gyrA(G248T)
parC(С254T)ICEVchInd5, впервые обнаруженные в 
2002 г. в Индии, были повсеместно распростране-
ны в эндемичных регионах Юго-Восточной Азии 

в 2002–2007 гг. (рис. 1, а). Тем не менее, наряду с 
ними, в эндемичных регионах Азии продолжали 
циркулировать штаммы с интактными генами ctxB1 
и rtxA1, но с мутациями в генах tcpA, gyrA, parC. 
Среди них в Индии (2006–2010 гг.) и Бангладеш  
(2009–2019 гг.) преобладали штаммы с новым ти-
пом SXT — SXTTET, в составе которого были гены 
tetAR, strAB, sul2 и dfrA1, но, в отличие от других 
SXT, отсутствовал ген floR. Генотип таких штаммов 
был обозначен как ctxB1tcpACIRSrtxA1gyrA(G248T)
parC(С254T)SXTTET. Вместе с тем распространения 
таких геновариантов на других территориях не от-
мечено. Самым существенным изменением генома 
возбудителя, повлекшим за собой стремительное 
распространение современных геновариантов, ста-
ла мутация в другом ключевом гене патогенности — 
ctxB1. Однонуклеотидная замена цитозина (С) на 
аденин (А) в позиции 58 привела к возникновению 
нового аллеля ctxB7 и появлению ранее неизвест-
ных геновариантов с мутациями в указанных генах 
патогенности и устойчивости к антибиотикам (ге-
нотип ctxB7tcpACIRSrtxA4gyrA(G248T)parC(С254T)
ICEVchInd5). Тем не менее их геном продолжал из-
меняться. 

Значимое изменение, имеющее диагностиче-
ское значение, — возникновение дополнительной то-
чечной мутации в регуляторном гене carR — замена 
гуанина на аденин в позиции 265(G265A). Такая му-
тация привела к утрате устойчивости к полимиксину 
у штаммов V. cholerae El Tor — специфического мар-
кера вибрионов этого биовара [10] и появлению по-
пуляции с генотипом ctxB7tcpACIRSrtxA4gyrA(G248T)
parC(С254T)carR(G265A)ICEVchInd5, повсеместно 
распространившейся в странах Азии и Африки. 
Последующая мутация в этих штаммах затрону-
ла геном ICEVchInd5. Возникла делеция размером 
около 10 т.п.н., при которой были утрачены 4 гена 
резистентности к антибиотикам (floR, strA, strB и 
sul2). Cохранился лишь ген dfrA1, определяющий 
устойчивость к триметоприму. Такие новые генова-
рианты с генотипом ctxB7tcpACIRSrtxA4gyrA(G248T)
parC(С254T)carR(G265A)ICEVchInd5ΔVRIII стали 
широко распространёнными в 2009–2019 гг. в Ке-
нии, Танзании, Уганде, а также Бангладеш, Индии, 
Йемене (рис. 1, а). 

Таким образом, cреди исследованных штам-
мов выявлены 8 типов генетических вариантов, раз-
личающихся набором изменённых генов патогенно-
сти и резистентности к антибиотикам. 

Анализ изменения генов патогенности  
и лекарственной устойчивости геновариантов 

возбудителя холеры, выделенных в России
Для выявления изменений в геноме генова-

риантов, завезённых в Россию в 1993–2014 гг., по-
лучили полногеномные сиквенсы 18 токсигенных 
штаммов, изолированных от больных (15 изолятов) 
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и из водной среды (1 штамм) на территории России 
и во время вспышки холеры в 2011 г. на Украине, 
в Мариуполе (таблица) [24]. Затем провели анализ 
нуклеотидных последовательностей указанных 
выше генов патогенности и лекарственной устой-
чивости этих штаммов и 3 клинических изолятов, 
сиквенсы которых были получены ранее. 

Установлено, что изученные штаммы в зави-
симости от времени завоза несли в геноме разные 
аллели ключевых и дополнительных генов патоген-
ности ctxB, tcpA и rtxA1, а также различные типы 
SXT-элемента. К тому же штаммы различались на-
личием мутации в генах gyrA, parC и carR, кодирую-
щих резистентность к антибиотикам. На рис. 1, б 
представлены 5 выявленных генотипов завезённых 
вариантов возбудителя в Россию (1993–2014 гг.) и 
на Украину (2011 г.) и показано время их появления 
на этих территориях. На ранних этапах формиро-
вания геновариантов (1994–1999 гг.) в Республику 
Дагестан, Южно-Сахалинск и Новосибирск из Па-
кистана, Саудовской Аравии, Китая и Индии соот-
ветственно [25] были завезены штаммы c ctxB1, в 
геноме которых присутствовал ICEVchBan9 (табли-
ца). Практически одновременно (1994–2001 гг.) в 
другие регионы России (Иркутск, Ачинск, Казань) 
из Казахстана [18] были занесены геноварианты 
ctxB1 c другим типом SXT — ICEVcInd5. Дальней-
шие изменения генома привели к появлению в Рос-
сии других вариантов возбудителя с дополнитель-
ными мутациями в генах патогенности и коровых 
генах антибиотикоустойчивости. В 2004–2014 гг. в 
Белорецке, Твери, Мурманске и Ростове-на Дону от 
больных и из водной среды были выделены завезён-
ные в основном из Индии штаммы [17] с новыми 
аллелями генов tcpA и rtxA1 — tcpACIRS и rtxA4 со-
ответственно (таблица). Более того, эти варианты 
возбудителя содержали ещё мутации в генах gyrA 
и parС, которые привели к резистентности к нали-
диксовой кислоте. Такие мутации в геноме оказа-
лись весьма устойчивыми, поскольку они сохраня-
лись у всех вариантов, выявленных впоследствии. 
Изолированные в более поздний период штаммы 
(Москва, Мариуполь; 2010–2014 гг.), отличаясь от 
предшествующих аллелем ctxB7, относились к но-
вым генетическим вариантам с повышенным пато-
генным и эпидемическим потенциалом [6, 7]. Более 
того, при анализе сиквенсов среди новых вариантов 
возбудителя с геном ctxB7 были обнаружены два 
штамма (Москва, 2010, 2014 гг.) c дополнительной 
мутацией в гене carR(C254T), повлекшей за собой 
утрату резистентности к полимиксину B — диагно-
стического маркера вибрионов El Tor (таблица). 

Фенотипический анализ 18 штаммов пока-
зал, что 12 штаммов (М-1429, М1430, P-18899, 81, 
L-3226, L-44150, 76, 153, 39, 186, M1509, 3265/80), 
выделенных в 2004–2012 гг. и имеющих мутации 
в генах gyrA и parС, были устойчивы к налидик-
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совой кислоте, тогда как 6 штаммов (М-1275, 
М-1270, М-1293, P-17644, М-1327, М-1344), изо-
лированных ранее (1993–2001 гг.) и сохранивших 
эти гены интактными, были чувствительны к дан-
ному антибиотику. Кроме того, 2 штамма (M1509 
и 3265/80) c обнаруженной мутацией в гене carR 
действительно утратили резистентность к поли-
миксину B (таблица). 

Филогенетические связи геновариантов  
возбудителя холеры из эндемичных стран  

и России

На рис. 2 представлены филогенетические свя-
зи 98 штаммов из Азии, Африки и России, установ-
ленные на основе их SNP-анализа. При сравнении 
полных геномов этих штаммов с референсной по-
следовательностью штамма N16961 выявили 1606 
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Рис. 2. Филогенетическое дерево штаммов из кластеров I–VII генетических вариантов V. cholerae О1 биовара El Tor, 
построенное на основе полногеномного SNP-анализа. 

Использована программа «BioNumerics v. 7.6», метод — maximum parsimony tree. Красным обозначены гены патогенности, синим — 
гены лекарственной устойчивости.

Fig. 2. Phylogenetic tree of genovariants of V. cholerae strains from clusters I–VII was constructed based on whole-genome 
SNP analysis. 

Analysis was performed in BioNumerics v. 7.6 based on maximum parsimony tree algorithm. Pathogenicity genes are indicated in red, drug 
resistance genes are indicated in blue.
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SNP в коровых генах. Построенное филогенетиче-
ское дерево и его анализ показали, что исследуе-
мые генетические варианты возбудителя образуют 
7 кластеров, в каждый из которых входили штаммы 
с определённым генотипом (рис. 2). Так, кластеры 
I и II состояли из геновариантов, изолированных в 
начальный период их образования (1993–1998 и 
1997–2001 гг. cоответственно) и различающихся 
присутствием в геноме разных типов SXT-элемента. 
Последующие поэтапные изменения генома возбу-
дителя в процессе эволюции привели к формирова-
нию различных групп геноварианов, различающих-
ся новыми мутациями генов патогенности и лекар-
ственной устойчивости и вошедших в состав других 
5 кластеров (III–VII), что отражает их геномное раз-
нообразие. Наиболее удалённые от референсного 
штамма кластеры VI и VII образовали геноварианты, 
возникшие в последнее десятилетие и несущие соче-
тание последних наиболее существенных изменений 
в геноме (ctxB7, carR(C254T) и ctxB7, carR(C254T), 
ICEVchInd5ΔVRIII) с ранее возникшими мутация-
ми в генах tcpA, rtxA1, gyrA и parС (рис. 2). Тем не 
менее, несмотря на геномное разнообразие, пред-
ставленные варианты возбудителя, изолированные в 
разных эндемичных и неэндемичных регионах, фи-
логенетически связаны друг с другом. Следует особо 
отметить тесную филогенетическую связь геновари-
антов из России c изолятами из эндемичных стран 
Юго-Восточной Азии. В частности, такая связь бы-
ла выявлена между геновариантами, завезёнными в 
Россию в 2004–2014 гг., и штаммами, циркулирую-
щими в Индии в тот же период. 

Обсуждение
Одним из важнейших событий в эволюции воз-

будителя холеры El Tor является образование пер-
вых генетических вариантов (1991 г.) за счёт при-
обретения им генетического материала от V. cho  
leraе классического биовара — гена ctxB1. Однако 
их геном оказался нестабильным, и возникли новые 
варианты возбудителя с неизвестными ранее свой-
ствами. В нашей работе впервые проведён сравни-
тельный анализ нуклеотидных последовательно-
стей ключевых и дополнительных генов патоген-
ности, а также генов лекарственной устойчивости 
104 токсигенных штаммов, циркулирующих в  
9 эндемичных регионах и занесённых на террито-
рии России на протяжении длительного периода 
(1991–2022 гг.). Cреди 83 исследованных штам-
мов, изолированных в эндемичных регионах Азии 
и Африки в 1991–2022 гг., нами выявлены 8 ос-
новных типов генетических вариантов, различа-
ющихся набором мутантных генов патогенности 
(точечные мутации в генах ctxB, tcpA и rtxA1) и ре-
зистентности к антибиотикам (разные типы SXT, 
точечные мутации в генах gyrA, parC и carR и де-
леция в ICEVchInd5). 

Анализ динамики изменения их генома на про-
тяжении почти 30 лет показал, что происходило по-
следовательное накопление мутаций в генах, коди-
рующих эпидемически важные свойства. Следстви-
ем этих мутаций, по данным других исследователей, 
стало усиление вирулентности патогена за счёт 
повышенной продукции XT [9, 10], утрата PolR — 
диагностически значимого признака [14], и измене-
ние спектра резистентности к антибиотикам. При 
этом каждые последующие мутации обеспечивали 
селективное преимущество новых геновариантов, 
выражающееся в большой скорости распростра-
нения и вытеснении ими ранее сформированных 
штаммов [1]. Наиболее существенной стала мута-
ция в гене ctxB1, обусловившая появление штаммов 
с аллелем ctxB7 в дополнение к другим мутациям в 
генах патогенности и лекарственной устойчивости. 
Согласно показанной нами динамике изменения ге-
нома именно эти варианты, возникшие в современ-
ный период пандемии, широко распространены в 
странах Азии (Индии, Бангладеш, Йемен) и Африки 
(Танзания, Уганда, Кения), что полностью согласу-
ется с данными других исследователей [1, 9]. Такая 
ситуация позволяет прогнозировать их появление 
на территории России в случае завоза возбудителя 
холеры в результате расширения экономических и 
туристических связей с указанными регионами. Од-
нако вопрос о том, какой из известных вариантов 
станет доминирующим в ближайшие годы, остаётся 
открытым, поскольку продолжающиеся изменения 
генома являются, видимо, одним из основных меха-
низмов реализации стратегии выживания патогена 
как в организме хозяина, так и в меняющейся окру-
жающей среде. 

Поскольку возможность таких событий под-
тверждена выявлением в России различных гене-
тически изменённых штаммов, встал вопрос о ди-
намике изменения их генотипа. Получены сиквен-
сы геномов 18 штаммов, изолированных в России 
и на Укриане (Мариуполь). Среднее значение 
покрытия полных последовательностей геномов 
составило 66,5. Проведённый нами анализ этих 
сиквенсов, а также 3 сиквенсов, полученных ра-
нее, показал, что динамика изменения генов пато-
генности и лекарственной устойчивости этих изо-
лятов на протяжении более 20 лет (1993–2014 гг.) 
полностью соответствовала таковой штаммов, 
циркулирующих в эндемичных регионах в разные 
периоды. Важен установленный нами факт, что в 
последнее десятилетие были завезены новые гено-
варианты с высокой вирулентностью и изменён-
ным диагностическим свойством за счёт мутаций 
в генах ctxB1 и carR. Однако, cогласно нашим дан-
ным, уровень геномного разнообразия вариантов 
возбудителя из России был несколько ниже, чем 
в эндемичных регионах. Так, пока не обнаружены 
штаммы с утраченными генами резистентности к 4 
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антибиотикам (floR, strA, strB и sul2) за счёт протя-
жённой делеции SXT-элемента. 

При проведении филогенетического анали-
за установлено не только геномное разнообразие 
геновариантов, но и доминирование в настоящее 
время в эндемичных регионах недавно возникших 
вариантов с дополнительными мутациями в генах 
вирулентности и лекарственной устойчивости, ко-
торые усилили их патогенный потенциал. Показан-
ные изменения генома возбудителя в эндемичных 
регионах указывают на необходимость постоянной 
их оценки для своевременной разработки адекват-
ных средств генодиагностики и профилактики. Об-
наружение в России новых геновариантов с ранее 
неизвестными мутациями и возможные новые их 
завозы требует разработки быстрых способов их 
идентификации, что будет способствовать повы-
шению эффективности эпидемиологического над-
зора за холерой. В частности, полученные данные 
были использованы нами для разработки быстрых 
способов идентификациии новых геновариантов с 
изменёнными генами патогенности и утраченным 
биовар-специфическим свойством методом мульти-
локусной полимеразной цепной реакции, что суще-
ственно ускорит их генодиагностику.

Выводы
1. Среди изученных геновариантов из 9 энде-

мичных стран Азии и Африки выявлены 8 геноти-
пов, различающихся мутациями в генах патоген-
ности и лекарственной устойчивости. Среди них 
глобальное распространение имеют новые высоко-
вирулентные геноварианты c аллелем ctxB7.

2. Геноварианты, завезённые в Россию, отно-
сились к 5 генотипам, включая штаммы с аллелем 
ctxB7 и потерянным биовар-специфическим свой-
ством PolR. Установленная их тесная филогенетиче-
ская связь со штаммами из эндемичных стран Азии 
подтверждает их завоз из этого региона.

3. Геномное разнообразие вариантов возбуди-
теля холеры в эндемичных регионах и их реальная 
возможность завоза в Россию указывают на необхо-
димость постоянного молекулярно-генетического 
мониторинга возбудителя для выявления изменён-
ных генов патогенности и лекарственной устойчи-
вости с целью своевременной разработки адекват-
ных средств диагностики и профилактики.
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Анализ циркуляции коксакивируса А6 в субъектах 
Дальневосточного федерального округа  
Российской Федерации в 2014–2019 годах
Бутакова Л.В. , Сапега Е.Ю., Троценко О.Е.
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Аннотация
Введение. Молекулярно-эпидемиологический мониторинг за энтеровирусной инфекцией (ЭВИ) в субъек-
тах Российской Федерации показал, что коксакивирус А6 (КВ-А6) на протяжении последних лет был одним 
из доминирующих типов энтеровирусов (ЭВ), циркулировавших среди населения страны, и в отдельные 
годы явился причиной большинства вспышек ЭВИ. 
Цель работы — провести анализ циркуляции КВ-А6 в субъектах Дальневосточного федерального округа 
(ДФО) в 2014–2019 гг. с использованием молекулярно-генетических методов. 
Материалы и методы. Биологический материал, поступавший из 9 субъектов ДФО, исследовали ме-
тодом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией для обнаружения РНК ЭВ. Проводили 
амплификацию положительных образцов для получения нуклеотидных последовательностей фрагмен-
тов генов VP1 и VP2 для дальнейшего установления типа ЭВ. Для молекулярно-генетического анализа 
дальневосточных штаммов КВ-А6 получены нуклеотидные последовательности фрагментов генов VP1 и 
3Dpol. Построение филогенетических деревьев осуществляли с использованием Байесовых филогенети-
ческих методов. 
Результаты. C 2014 по 2019 г. получены 1773 нуклеотидные последовательности неполиомиелитных ЭВ 
43 типов, циркулировавших в ДФО, при этом основная часть сиквенсов принадлежала КВ-А6 (524; 29,5%). 
В годы наибольшей идентификации КВ-А6 в субъектах ДФО наблюдались подъёмы заболеваемости ЭВИ 
с регистрацией вспышечных очагов. Из клинических проявлений ЭВИ, вызванных КВ-А6, в ДФО преобла-
дали герпангина и экзантемные формы. Филогенетический анализ показал принадлежность дальнево-
сточных штаммов КВ-А6 к превалирующему во всём мире субгенотипу D3, а также циркуляцию в анализи-
руемый период времени нескольких рекомбинантных форм КВ-А6 (RF-A, -H, -L, -N, -R). 
Заключение. Установленное генетическое разнообразие штаммов КВ-А6, циркулировавших в субъектах 
ДФО в 2014–2019 гг., требует дальнейшего изучения для получения новых знаний о молекулярной эпиде-
миологии КВ-А6 и совершенствования системы эпидемиологического надзора за ЭВИ.

Ключевые слова: энтеровирусная инфекция, энтеровирусы, коксакивирус А6, секвенирование, фило-
генетический анализ, рекомбинантные формы
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Analysis of coxsackievirus A6 circulation in the territories  
of the Far Eastern Federal district of the Russian Federation  
in 2014–2019
Liudmila V. Butakova , Elena Yu. Sapega, Olga E. Trotsenko

Khabarovsk Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Khabarovsk, Russia

Abstract
Introduction. Molecular epidemiological monitoring of enterovirus infection (EVI) in the territories of the Russian 
Federation showed that coxsackievirus A6 (CVA-6) had been one of the most prevalent types of enteroviruses 
that circulated among the country population during last years and had caused majority of EVI outbreaks.
Objective — to evaluate coxsackievirus A6 circulation in the territories of the Far Eastern Federal district (FEFD) 
in 2014–2019 utilizing methods of molecular genetics.
Materials and methods. RT-PCR was employed to detect enterovirus RNA in biological material collected in 9 
territories of the FEFD . In order to establish enterovirus types, amplification of positive samples was carried out to 
detect nucleotide sequence fragments of the VP1 and VP2 genes. Molecular genetic analysis of the Far Eastern 
CVA-6 strains was based on detection of nucleotide sequences of VP1 and 3Dpol gene fragments. Phylogenetic 
trees were constructed by the means of Bayesian phylogenetic methods.
Results. Total 1773 nucleotide sequences of 43 types of non-polio enteroviruses were obtained in 2014-
2019. Majority of the sequences belonged to coxsackievirus A6 (524; 29.5%). In the years of the highest CVA-
6 detection an increase in EVI incidence as well as EVI outbreaks were observed in the territories of FEFD. 
The most prevalent manifestations of EVI caused by CVA-6 in FEFD were herpangina and exanthemic forms. 
Phylogenetic analysis showed that Far Eastern strains of CVA-6 during in the analyzed period of time belonged 
to D3 subgenotype that is dominant in the world. The circulation of several recombinant forms of CVA-6  
(RF-A, -H, -L, -N, -R) was also registered.
Conclusion. The genetic diversity of CVA-6 strains circulating in the territories of the FEFD in 2014–2019 re-
vealed in this study requires further investigation in order to obtain new knowledge about the CVA-6 molecular 
epidemiology and improve the enterovirus surveillance system.  

Keywords: enterovirus infection, enteroviruses, coxsackievirus A6, sequencing, phylogenetic analysis, 
recombinant forms
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Введение
Патогенными для человека являются более 

100 типов энтеровирусов (ЭВ), относящихся к ви-
дам Enterovirus А–Enterovirus D рода Enterovirus, 
семейства Picornaviridae. Чаще всего энтерови-
русная инфекция (ЭВИ) имеет бессимптомное или 
маловыраженное течение, в то же время известны 
более 20 клинических синдромов, вызываемых ЭВ: 
асептический менингит, герпангина, везикулярный 
стоматит с экзантемой, энцефалит, острые заболе-
вания дыхательных путей, острый вялый паралич, 

миокардит, гастроэнтерит, конъюнктивит, увеит, 
плевродиния, неонатальный сепсис и др. [1]. К наи-
более эпидемически значимым формам ЭВИ можно 
отнести энтеровирусный менингит и везикулярный 
стоматит с экзантемой (болезнь «кисть-стопа-рот», 
БКСР), т.к. с ними связано большинство регистри-
руемых в мире вспышек ЭВИ [2]. 

БКСР характеризуется поражением слизистой 
ротоглотки, экзантемой на коже верхних и нижних 
конечностей, а также общими симптомами в виде 
лихорадки, боли в горле, недомогания. Болеют пре-
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имущественно дети до 10 лет, хотя случаи заболе-
вания регистрируются и у взрослых. При тяжёлом 
течении у ряда пациентов возможны развитие энце-
фалита, острого вялого паралича, нейрогенного отё-
ка лёгких, миокардита, наступление смерти [3, 4]. 

Вызывать БКСР могут более 20 типов ЭВ, среди 
которых наиболее часто выявляют ЭВ А71, коксаки-
вирусы (КВ) А16, А6, А10, А2, А4, А9, В2, В5 [5–7]. 
При этом ЭВ-А71 и КВ-А16 до недавнего времени 
были основными возбудителями крупных вспышек 
БКСР, особенно в странах Западно-Тихоокеанского 
региона [8, 9]. В частности, множество случаев дан-
ного заболевания с тяжёлыми осложнениями и вы-
соким уровнем летальности зафиксировано на тер-
ритории материкового Китая [10, 11]. Однако после 
вспышки БКСР в 2008 г. в Финляндии новый гене-
тический вариант КВ-А6 распространился по всему 
миру, став одним из ведущих патогенов при последо-
вавших вспышках БКСР в разных странах [12].

Характерная морфология и локализация сыпи 
при БКСР подробно описаны в 1958 г. [13]. В отли-
чие от других ЭВ — возбудителей БКСР, КВ-А6 ча-
сто вызывает более тяжёлые и обширные, нередко 
болезненные поражения кожных покровов. Экзан-
тема у пациентов может быть не только макулопапу-
лёзной или везикулёзной, но также в виде булл, эро-
зий, язв, геморрагий, имитируя некоторые дермато-
логические заболевания (мультиформная эритема, 
синдром Стивенса–Джонсона, синдром Джанотти–
Крости). У лиц, страдающих атопическим дерма-
титом, наблюдались герпесоподобные высыпания, 
получившие название eczema coxsackium [14–16]. 
Распространённым проявлением КВ-А6-инфекции 
является онихомадезис [17]. 

Постоянный молекулярно-эпидемиологиче-
ский мониторинг за ЭВИ в субъектах Российской 
Федерации показал, что КВ-А6 в течение ряда лет 
был одним из доминирующих типов ЭВ, циркули-
ровавших среди населения страны, и в отдельные 
годы детерминировал большинство вспышек ЭВИ. 
Так, в 2014 г. КВ-А6 идентифицирован более чем в 
60% этиологически расшифрованных очагов груп-
повой заболеваемости ЭВИ, а в 2017 г. — в 42 оча-
гах [18, 19]. Кроме того, в 2017 г. среди российских 
граждан, находившихся на отдыхе в Турции, Вьет-
наме, Тунисе, отмечены случаи экзантемных форм 
ЭВИ, в том числе БКСР, обусловленных КВ-А6 [20]. 

Цель настоящего исследования — провести 
анализ циркуляции КВ-А6 в субъектах Дальнево-
сточного федерального округа (ДФО) с 2014 по 
2019 г. с использованием молекулярно-генетиче-
ских методов.

Материалы и методы
Для анализа заболеваемости ЭВИ в субъектах 

ДФО в 2014–2019 гг. использованы данные форм 
государственного статистического наблюдения № 1 

и № 2 «Сведения об инфекционных и паразитарных 
заболеваниях», № 23–09 «Сведения о вспышках ин-
фекционных заболеваний», материалы Управлений 
Роспотребнадзора и Центров гигиены и эпидемио-
логии субъектов ДФО.

Биологический материал (фекальные суспен-
зии, носоглоточные мазки и смывы, ликвор, смывы 
из везикул от лиц с подозрением на ЭВИ; культуры 
клеток; образцы из объектов окружающей среды) 
для исследования молекулярно-генетическими ме-
тодами с 2014 по 2019 г. поступал в лабораторию 
Дальневосточного регионального научно-методи-
ческого центра по изучению ЭВИ Хабаровского 
НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотреб-
надзора из 9 субъектов ДФО: Хабаровский, При-
морский, Камчатский края, Сахалинская, Амурская, 
Магаданская области, Еврейская автономная об-
ласть (ЕАО), Республика Саха (Якутия), Чукотский 
автономный округ (ЧАО). Протокол исследования 
одобрен Этическим комитетом Хабаровского НИИ 
эпидемиологии и микробиологии (протокол № 2 от 
14.01.2014).

РНК ЭВ в образцах определяли методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с обратной 
транскрипцией с помощью набора реагентов «Ам-
плиСенс Enterovirus-FL» (ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора). Для положительных образцов 
дополнительно проводили обратную транскрип-
цию с использованием набора реагентов «Ревер-
та L» (ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора) 
для получения из РНК кДНК, необходимой в каче-
стве матрицы. Для амплификации используемых 
для типирования ЭВ коротких фрагментов генов 
VP1 и VP2 применяли ранее предложенные прайме-
ры и программы [21, 22]. Получившиеся продукты 
ПЦР анализировали с помощью электрофореза в 
2% агарозном геле, окрашенном бромидом этидия. 
Далее проводили очистку ПЦР-ампликонов реаген-
тами «QIAGEN» и «Диа-М», мечение ампликонов 
с помощью набора «BigDye Terminator v. 3.1 Cycle 
Sequencing Kit» («Thermo Fisher Scientific»). Очища-
ли продукты секвенирующей реакции и проводили 
секвенирование на автоматическом генетическом 
анализаторе «ABI 3500 Genetic Analyzer» («Applied 
Biosystems»). Тип ЭВ устанавливали, сравнивая по-
лученные нуклеотидные последовательности с рефе-
ренсными, представленными в базе данных GenBank, 
при помощи поискового алгоритма BLAST.

Для молекулярно-генетического анализа даль-
невосточных КВ-А6 с помощью пар праймеров 
2347s/3326a и 2407s/3296a получены 78 нуклеотид-
ных последовательностей фрагмента капсидного 
белка VP1 длиной 774 нуклеотидных основания 
(н.о.) [23]. В результате анализа полногеномных 
последовательностей КВ-А6, представленных в 
GenBank, были подобраны праймеры для амплифи-
кации фрагмента гена полимеразы 3Dpol (753 н.о.).
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Для формирования выборки референсных 
сиквенсов из GenBank были взяты доступные на 
момент проведения исследования (октябрь 2022 г.) 
3142 нуклеотидные последовательности гена VP1 
длиной 915 н.о. и 737 полногеномных последова-
тельностей КВ-А6. После проведения выравнива-
ния в «BioEdit v. 7.2.5» были исключены последо-
вательности, имеющие ошибки секвенирования и 
отличающиеся друг от друга менее чем на 5%, как 
рекомендуется в публикации [24]. 

Построение филогенетических деревьев про-
водили с использованием Байесовых филогенети-
ческих методов, представленных в программном 
обеспечении «BEAST v. 1.8.4». Статистическая до-
стоверность филогенетического дерева подтвержде-
на в программе «Tracer v. 1.6» (эффективный размер 
выборки более 200). Суммирование выборки филоге-
нетических деревьев, созданной «BEAST v. 1.8.4», в 
дерево с максимальным доверием к кладам осущест-
вляли с помощью «TreeAnnotator v. 1.8.4» с дальней-
шей визуализацией в программе «FigTree v. 1.4.4».

Результаты 
Всего за 2014–2019 гг. исследованы 3737 об-

разцов биологического материала из 9 субъектов 
ДФО. Методом секвенирования по Сэнгеру по-
лучены 1773 нуклеотидных последовательности 
неполиомиелитных ЭВ 43 типов, при этом бóль-
шая часть сиквенсов принадлежала КВ-А6 (524;  
29,5 ± 1,1%). В основном КВ-А6 определяли из 
проб, собранных от людей. При исследовании 
положительных образцов (n = 85) из объектов 
окружающей среды КВ-А6 установлен только в 2 
случаях. Вероятно, это было связано как с недо-
статками организации проведения мониторинга 
за циркуляцией полио- и неполиомиелитных ЭВ в 
объектах окружающей среды в некоторых субъек-
тах округа, что привело в целом к низкому уровню 

выявления ЭВ в сточной воде с помощью ПЦР, так 
и со слабой идентификацией представителей КВ 
группы А при использовании классического виру-
сологического метода [25]. 

С 2014 по 2016 г. КВ-А6 выявляли чаще других 
ЭВ в целом по ДФО (от 19,6 до 34,0% от общего 
количества неполиомиелитных ЭВ), в 2017 г. лиде-
ром по числу обнаружений был КВ-А10 (31,3%), в 
2018 г. — ECHO 6 (23,8%), в 2019 г. снова отмечено 
преобладание КВ-А6 (рис. 1). 

На протяжении всего анализируемого пери-
ода КВ-А6 ежегодно идентифицировали в образ-
цах, направляемых на исследование из Хабаров-
ского края и ЕАО. В остальных субъектах ДФО 
наблюдалось неравномерное выделение данного 
ЭВ ( табл. 1). При этом нельзя уверенно говорить о 
том, что КВ-А6 совсем не циркулировал среди на-
селения этих территорий. К вероятным причинам 
таких «провалов» в обнаружении КВ-А6 можно 
отнести: 

• малое количество проб биологического ма-
териала, поступавших в региональный центр 
для молекулярного типирования из субъектов 
в отдельные годы либо вовсе их отсутствие, 
что, в свою очередь, повлияло и на определе-
ние спектра других неполиомиелитных ЭВ; 

• недостаточную диагностику и регистрацию 
случаев ЭВИ; 

• циркуляцию вариантов вируса, к которым 
имеется коллективный иммунитет; 

• географическое положение, климатические 
и экономические особенности некоторых 
субъектов ДФО, определяющие интенсив-
ность внешних и внутренних миграционных 
потоков, способствующих распространению 
вирусов. 

Тем не менее в годы наибольшего обнаруже-
ния КВ-А6 в субъектах ДФО также регистрирова-
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Рис. 1. Динамика обнаружения КВ-А6 в ДФО в 2014–2019 гг.
Fig. 1. Dynamics of coxsackievirus A6 detection in the Far Eastern Federal District in 2014–2019.
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лись подъёмы заболеваемости ЭВИ, что позволяет 
предположить появление новых вариантов КВ-А6 на 
территории округа с вовлечением в эпидемический 
процесс неиммунного населения. Так, в 2014 г. в Ре-
спублике Саха (Якутия) наблюдался рост заболевае-
мости ЭВИ по сравнению с предыдущим годом в 2,4 
раза (2013 г. — 8,7 на 100 тыс. населения; 2014 г. — 
21,1 на 100 тыс. населения). В 2015 г. темпы приро-
ста заболеваемости ЭВИ в Хабаровском крае (105,9 
на 100 тыс. населения) и ЕАО (64,1 на 100 тыс. насе-
ления) относительно 2014 г. составили 35,4 и 67,8% 
соответственно. В Сахалинской области в 2016 г. за-
болеваемость ЭВИ выросла в 4,5 раза (в 2015 г. — 
22,7 на 100 тыс. населения; в 2016 г. — 103,0 на 
100 тыс. населения), а в Магаданской области — в 
2,0 раза (в 2015 г. — 15,9 на 100 тыс. населения; в 
2016 г. — 31,7 на 100 тыс. населения). В 2017 г. уве-
личение заболеваемости ЭВИ в 2,6 раза отмечено в 
Камчатском крае (в 2016 г. — 8,8 на 100 тыс. населе-
ния; в 2017 г. — 23,2 на 100 тыс. населения). Кроме 
того, интродукция в 2017 г. КВ-А6 на территорию 
ЧАО, где ранее не было регистрации случаев ЭВИ, 
привела к формированию очага вспышечной забо-
леваемости. В Амурской области в 2018 г. темп при-
роста ЭВИ составил 40,5% (в 2017 г. — 14,8 на 100 
тыс. населения; в 2018 г. — 20,8 на 100 тыс. насе-
ления). В 2019 г. рост заболеваемости ЭВИ наблю-
дался в 3,8 раза в Приморском крае (в 2018 г. — 7,5 
на 100 тыс. населения; в 2019 г. — 28,7 на 100 тыс. 
населения), а в ЕАО (в 2018 г. — 27,8 на 100 тыс. 
населения; в 2019 г. — 58,7 на 100 тыс. населения) и 
Хабаровском крае (в 2018 г. — 58,6 на 100 тыс. на-
селения; в 2019 г. — 62,1 на 100 тыс. населения) — 
в 2,1 и 1,1 раза соответственно. 

Кроме того, в 2014–2019 гг. в ДФО зарегистри-
рованы 15 очагов групповой заболеваемости ЭВИ, 
вызванных КВ-А6, среди детей дошкольного воз-
раста: 

• в Хабаровском крае в 2015–2016, 2019 гг. — 
7 очагов, 89 пострадавших с клиническими 
проявлениями в виде герпангины, экзанте-
мы, БКСР; 

• в Амурской области в 2016 и 2018 гг. —  
3 очага, 25 пострадавших с клиническими 
проявлениями в виде БКСР, экзантемы, ката-
ральной формы; 

• в Сахалинской области в 2016–2017 гг. —  
2 очага, 15 пострадавших 15 с клиническими 
проявлениями в виде БКСР, экзантемы, герп-
ангины; 

• в ЧАО в 2017 г. — 1 очаг, 18 пострадавших с 
клиникой БКСР; 

• в Приморском крае в 2019 г. — 2 очага, 19 по-
страдавших, с клиническими проявлениями 
в виде экзантемы.

В 2 субъектах ДФО выявлены вероятные завоз-
ные случаи ЭВИ в форме БКСР, вызванные КВ-А6. 
В Хабаровском крае в 2015 г. инфекция обнаружена 
у 2 детей из одной семьи, прибывшей из Италии,  
в 2019 г. — у побывавшего в Таиланде взрослого.  
В Амурской области 3 года подряд (с 2016 по 
2018 г.) регистрировались внутрисемейные случаи 
ЭВИ, развившейся в ближайшее время после воз-
вращения из путешествия во Вьетнам. 

В целом среди заболевших ЭВИ, у которых 
идентифицирован КВ-А6, преобладали лица муж-
ского пола (62,4%), что сопоставимо с данными 
других исследователей [26]. В возрастной структу-
ре пациентов с выявленным КВ-А6 дети до 3 лет со-
ставили 60,0%, 3–6 лет — 29,2%, 7–14 лет — 6,8%, 
лица старше 18 лет — 4,0%. Не всегда в направлени-
ях на исследование были указаны формы ЭВИ, од-
нако среди установленных клинических проявлений 
КВ-А6-инфекции (226 человек) у населения ДФО 
чаще встречались герпангина (41,2%) и экзантемные 
(включая БКСР) формы (36,3%). Также отмечены 

Таблица 1. Выявление КВ-А6 в субъектах ДФО в 2014–2019 гг. 
Table 1. Detection of coxsackievirus A6 in the territories of the Far Eastern Federal District in 2014–2019

Субъекты ДФО
Federal subjects of the FEFD

Количество выявленных КВ-А6
Number of detected CVA-6 Всего КВ-А6/ 

неполиомиелитных ЭВ
Total CVA-6/Total NPEV 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Хабаровский край | Khabarovsk Krai 26 57 11 10 12 73 189/652

ЕАО | Jewish Autonomous Region 2 35 4 1 2 14 58/270

Амурская область | Amur Region – 6 7 6 13 7 39/93

Приморский край | Primorsky Krai – – 7 2 2 82 93/257

Сахалинская область | Sakhalin Region 2 6 28 9 – 8 53/174

Республика Саха (Якутия)
The Republic of Sakha (Yakutia)

23 – 1 9 5 5 43/198

Магаданская область | Magadan Region – – 23 – – – 23/69

Камчатский край | Kamchatka Krai 2 – – 10 – 2 14/45

ЧАО | Chukotka Autonomous Okrug – – – 12 – – 12/15
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Рис. 2. Филогенетическое дерево с максимальным доверием к кладам, по-
строенное на основании анализа фрагментов капсидного белка VP1 КВ-А6 

(774 н.о.). 
Чёрным цветом выделены дальневосточные штаммы КВ-А6: KHV — Хабаровский 

край; JAR — ЕАО; AMUR — Амурская область; PRIM — Приморский край; YKT — Ре-
спублика Саха (Якутия);  

SAH — Сахалинская область; KAM — Камчатский край; MGD — Магаданская область;  
CHAO — ЧАО.

Fig. 2. The MCC phylogenetic tree constructed based on partial VP1 sequences  
of coxsackievirus A6 (774 b.p.). 

Far Eastern CVA-6 strains are highlighted in black color: KHV — Khabarovsk Krai;  
JAR — Jewish Autonomous Region; AMUR — Amur Region; PRIM — Primorsky Krai;  
YKT — Yakutia; SAH — Sakhalin Region; KAM — Kamchatka Krai; MGD — Magadan 

Region; CHAO — Chukotka Autonomous Okrug.

катаральная (15,5%) и кишечная формы (7,0%). Не-
типичный характер экзантемы наблюдался у постра-
давших из вспышечного очага ЭВИ в ЧАО в 2017 г., 
где, помимо макулопапулезных высыпаний, у детей 
выявлены геморрагические элементы. 

Филогенетический анализ нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена VP1 (n = 78) 
показал, что все циркулировавшие в ДФО в 2014–
2019 гг. КВ-А6 вошли в одну большую группу вме-
сте со штаммами, выявленными в западных регио-
нах России, странах Европы и Азиатско-Тихоокеан-
ского региона (рис. 2). 

В настоящее время ряд зарубежных авторов 
придерживается разделения штаммов КВ-А6 на 
геногруппы А, В, С, D, Е на основе филогенети-
ческого анализа полных нуклеотидных последова-
тельностей гена VP1 (915 н.о.). При этом различие 
между последовательностями, относящимися к раз-
ным геногруппам, составляет не менее 15%. В свою 
очередь среди геногруппы D выделяют субгеноти-
пы D1–D3. К глобально доминирующему субгено-
типу D3 принадлежат штаммы КВ-А6, ответствен-
ные за большинство вспышек БКСР во всём мире 
за последние 15 лет [27–29]. Основываясь на этой 
классификации, дальневосточные штаммы КВ-А6 
2014–2019 гг. также относятся к субгенотипу D3. 

Расчет p-дистанций для нуклеотидных после-
довательностей фрагмента гена VP1 (774 н.о.), полу-
ченных в ходе нашего исследования и взятых в каче-
стве референсных из GenBank, показал, что среднее 
расстояние между геногруппами КВ-А6 составило 
17,1%, между субгенотипами геногруппы D — 9,6%. 

С помощью Байесовского коалесцентного 
анализа установлено, что самый недавний общий 
предок для КВ-А6 существовал 77 лет назад (95% 
ДИ 70–88 лет). Средняя скорость накопления за-
мен составила 4,97 × 10–3 замен/сайт/год (95% ДИ 
4,84–5,11 × 10–3 замен/сайт/год), что сходно с дру-
гими данными: 4,2 × 10–3 (95% ДИ 2,8–5,8) замен/
сайт/год [23] и 4,71 × 10–3 (95% ДИ 4,04–5,46) за-
мен/сайт/год [30].

Внутри географически разнообразного суб-
генотипа D3 дальневосточные КВ-А6 оказались 
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разделены на три подгруппы, при этом отличие 
между штаммами разных подгрупп составило в 
среднем 7,2%. 

Большинство полученных нами для филоге-
нетического анализа КВ-А6 (n = 38; 48,7%) вошли 
в подгруппу D3.3 и в основном группировались со 
штаммами, выделенными в Китае, Вьетнаме, Япо-
нии. Скорее всего, штаммы D3.3 произошли от 
КВ-А6, циркулировавших на Тайване в 2009–2010 гг., 
и имели общего предка примерно в 2008 г. (95% ДИ 
2008–2009). Дальневосточные штаммы D3.3 иденти-
фицированы в 8 субъектах (исключение — ЧАО) и 
определены в течение всего анализируемого периода 
в целом по ДФО.

Во второй подгруппе, D3.2, дальневосточные 
КВ-А6 (n = 22; 28,2%) были наиболее тесно связаны 
с вирусами, обнаруженными во Франции, других 
регионах России, Китае, Японии. Вероятным вре-
менем существования последнего общего предка 
для второй подгруппы определён 2006 г. (95% ДИ 
2005–2007). Вирусы субклады D3.2 выявлены в раз-
ных субъектах ДФО с 2015 по 2019 г. 

КВ-А6 подгруппы D3.1 (n = 18; 23,1%) до-
стоверно кластеризовались с французскими и рос-
сийскими штаммами и были идентифицированы  
в 5 субъектах (Хабаровский и Приморский края, 
ЕАО, Сахалинская и Амурская области) с 2014  
по 2017 г. и в 2019 г. Общий предок для D3.1 циркули-
ровал приблизительно в 2005 г. (95% ДИ 2005–2007). 

Секвенированный нами архивный изолят 
КВ-А6 (7224_KHV_2010) из Хабаровского края 
2010 г. на филограмме сгруппировался со штамма-
ми, входящими в субгенотип D2 (на рис. 2 не по-
казан). Учитывая, что с 2014 г. КВ-А6 субгенотипа 
D2 на Дальнем Востоке не выявлены, можно допу-
стить, что смена субгенотипов произошла между 
2010 и 2014 гг.

Предложенная для ЭВ дифференциация ре-
комбинантных форм ECHO30 (Е30) используется и 
для КВ-А6 [31]. На основании филогенетического 
анализа нуклеотидных последовательностей фраг-
мента гена 3Dpol (753 н.о.) КВ-А6, циркулировав-
шие в 2014–2019 гг. в субъектах ДФО, отнесены к 
5 рекомбинантным формам: A, H, L, N и R (рис. 3). 
Большинство полученных нами сиквенсов состави-
ло рекомбинантную форму А (67,9%), второй по ча-
стоте оказалась рекомбинантная форма H (23,1%). 
Штамм 7224_KHV_2010 кластеризовался со штам-
мами рекомбинантной формы Е.

Среди дальневосточных штаммов КВ-А6, от-
носящихся к преобладающей подгруппе D3.3, иден-
тифицированы 3 рекомбинантные формы. КВ-А6 
варианта D3.3/A (n = 34) сохранили ту же кластери-
зацию, что и на филогенетическом дереве VP1, вы-
явлены в 2014 г. в Хабаровском крае, Сахалинской 
области и Республике Саха (Якутия); в 2015 г. — в 
Сахалинской области; в 2016 г. — в Хабаровском и 

Приморском краях, Амурской и Сахалинской обла-
стях; в 2017 г. — в Хабаровском крае, Приморье и 
ЕАО; в 2018 г. — в Хабаровском и Приморском кра-
ях, Амурской области и Республике Саха (Якутия); в 
2019 г. — в Хабаровском, Приморском, Камчатском 
краях, ЕАО, Амурской и Сахалинской областях, Ре-
спублике Саха (Якутия). КВ-А6 варианта D3.3/L об-
наружены в 2016 г. в Приморском крае и Магадан-
ской области, D3.3/R — в 2017 г. в Камчатском крае.

Топология КВ-А6 из подгруппы D3.2 на дереве 
для последовательностей 3Dpol отличается от тако-
вой в VP1, две рекомбинантные формы D3.2 (H и 
N) сформировали обособленные кластеры. КВ-А6 
варианта D3.2/H (n = 18) в 2014–2015 гг. не выяв-
лены; в 2016 г. циркулировали в Приморском крае, 
Магаданской области и Республике Саха (Якутия); 
в 2017 г. — в Амурской области, Республике Саха 
(Якутия), Камчатском крае и ЧАО; в 2018 г. — в Ха-
баровском, Приморском краях и ЕАО; в 2019 г. — 
в Республике Саха (Якутия), ЕАО и Амурской об-
ластях. Вариант D3.2/N обнаружен в Приморском 
крае в 2017 г. и Сахалинской области в 2019 г. Два 
штамма D3.2/A из Хабаровского края (2015 г.) и 
Амурской области (2018 г.) сгруппировались на де-
реве 3Dpol вместе со штаммами D3.3/A.

Несоответствие филогенетической группиров-
ки последовательностей 3Dpol КВ-А6 вариантов 
D3.2/A, D3.2/H, D3.3/L, D3.2/N и D3.3/L по сравне-
нию с VP1 указывает на то, что эти штаммы возник-
ли вследствие событий рекомбинации [32, 33]. 

Все 18 штаммов КВ-А6 подгруппы D3.1 отно-
сятся к рекомбинантной форме А и также заняли то 
же положение, что и на дереве VP1. Вариант КВ-А6 
D3.1/A не идентифицирован в Республике Саха (Яку-
тия), Магаданской области, Камчатском крае и ЧАО.

Следует отметить, что в одном и том же субъ-
екте могли одновременно циркулировать разные ва-
рианты КВ-А6. Наибольшее разнообразие выявле-
но в Приморском крае в 2016 г. (4 варианта: D3.3/A, 
D3.3/L, D3.2/H и D3.1/A) и в ЕАО в 2019 г. (3 вари-
анта: D3.3/A, D3.2/H и D3.1/A).

Обсуждение
Проведённое нами исследование показало ге-

нетическое разнообразие популяции КВ-А6 в субъ-
ектах ДФО в 2014–2019 гг. После 2008 г. КВ-А6 
постепенно вытеснил ЭВ А71 и КВ-А16 с позиции 
доминирующих возбудителей при вспышках БКСР. 
Произошедшая с конца 2012 г. смена доминирую-
щего субгенотипа КВ-6, отмеченная в нескольких 
регионах материкового Китая, привела к значитель-
ному росту заболеваемости и увеличению числа 
вспышек БКСР [34, 35]. Наличие протяжённой су-
хопутной (проходит через 4 субъекта ДФО: Хаба-
ровский край, ЕАО и Амурская области, Примор-
ский край) и водной российско-китайской границы, 
обеспечивающей тесные социально-экономические 
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Рис. 3. Филогенетическое де-
рево, построенное на основа-
нии анализа фрагментов гена 
полимеразы 3Dpol КВ-А6 (753 

н.о.). 
Цветом выделены дальневосточ-
ные штаммы КВ-А6. Прописными 

латинскими буквами справа указа-
ны рекомбинантные формы КВ-А6 

(от RF-A до RF-P).
Fig. 3. The MCC phylogenetic 

tree constructed based on 
partial 3Dpol sequences of 

coxsackievirus A6 (753 b.p.). 
Far Eastern CVA-6 strains are 

highlighted in color. Capital 
Latin letters on the right indicate 

recombinant forms (RF-A–RF-P) of 
CVA-6.

и туристические связи между государствами, не-
сомненно способствовало распространению субге-
нотипа D3 КВ-А6 на Дальнем Востоке. Однако на 
филогенетическом дереве VP1 дальневосточные 
штаммы КВ-А6, выделенные в один год из одного 
субъекта, группировались не только с вирусами, 
выделенными в Китае и прочих странах Азии, но 
и из европейских стран и других регионов России, 
что свидетельствует о независимых путях заноса 
разных вариантов КВ-А6 в ДФО, которым содей-
ствует внешняя и внутренняя миграция населения. 

Нам не удалось выявить быстрой смены и пре-
обладания тех или иных вариантов КВ-А6 на терри-
тории ДФО в анализируемый период времени, что, 
например, характерно для эпидемиологического 
профиля ЭВ ECHO30 [36, 37]. Возможно, это свя-
зано как с ограничениями, наложенными неболь-
шим количеством изученных последовательностей 
из каждого субъекта или их отсутствием за опреде-
лённый год, так и с тем, что оборот линий КВ-А6 
может происходить не так часто, как у E30, для ко-
торого установлены 3–5-летние циклы циркуляции 
отдельных вариантов [31]. 

В большинстве тех субъектов ДФО, где впер-
вые были идентифицированы потенциальные ре-
комбинанты D3.2/A, D3.2/H, D3.3/L и D3.3/R, в тот 
же год наблюдался рост ЭВИ, что подтверждает то, 
что появление нового вируса в неиммунной популя-
ции вызывает ухудшение эпидемической ситуации. 
Коциркуляция нескольких вариантов КВ-А6 на од-
ной территории тоже определённо внесла вклад в 
уровень заболеваемости ЭВИ, однако не стоит ис-
ключать и влияния других типов ЭВ. Так, несмотря 
на то что в Приморском крае в 2016 г. одновременно 
циркулировали 4 варианта КВ-А6, с чем можно бы-
ло бы связать рост регистрации случаев ЭВИ в 5,8 
раза по сравнению с предыдущим годом, среди всех 
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идентифицированных в этот период неполиомие-
литных ЭВ преобладал Е30. В то же время в ЕАО 
в 2019 г. отмечены и подъём заболеваемости ЭВИ 
с доминированием КВ-А6 в спектре обнаруженных 
неполиомиелитных ЭВ, и совместная циркуляция 3 
различных линий вируса. В связи с этим представ-
ляется обоснованным, что на проявления эпиде-
мического процесса КВ-А6-инфекции в субъектах 
ДФО в 2014–2019 гг. всё же в достаточной мере воз-
действовал уровень популяционного иммунитета, 
на что указывает и тот факт, что основными выде-
лителями КВ-А6 являлись дети до 3 лет. 

Популяции ЭВ имеют квазивидовую структуру 
за счёт высокой скорости мутаций и рекомбинаций, 
которые являются следствием молекулярных ме-
ханизмов, свойственных процессу репликации ви-
русной РНК [38]. Фрагменты генома ЭВ эволюци-
онируют независимо друг от друга даже на уровне 
микроэволюции, обеспечивая ЭВ существование в 
виде всемирного высокодинамичного пула генети-
ческой информации [39, 40]. Частая и свободная пе-
ретасовка фрагментов между вирусными геномами 
может потенциально привести к появлению новых 
геновариантов ЭВ с изменёнными патогенетиче-
скими свойствами, повышенной вирулентностью и 
трансмиссивностью [40–42].

До 2008 г. в Европе и 2009 г. в США случаи 
ЭВИ, связанные с КВ-А6, регистрировались до-
статочно редко, а в Азии до 2009 г. КВ-А6 вызывал 
вспышки герпангины [12, 43, 44]. Однако события 
рекомбинации в геноме КВ-А6, предшествовав-
шие серии крупных вспышек с 2008 г., не только 
привели к смене основной клинической формы 
КВ-А6-инфекции на БКСР и появлению атипичной 
симптоматики этого заболевания, но и, возможно, к 
большей трансмиссивности вируса. Учитывая, что 
уже около 10 лет в мире выявляют только субгено-
тип D3 КВ-А6 [28, 29], эволюция и появление мно-
жественных линий вируса прежде всего связаны с 
рекомбинацией неструктурных областей генома. 

Исследование S.H. Wang и соавт. показало, что 
белок 2С может играть важную роль в патогенности 
штаммов КВ-А6, а генетические изменения, затра-
гивающие эту область, могут оказывать влияние на 
исходы КА6-инфекции [45]. Сопоставление клини-
ческих данных и молекулярного анализа КВ-А6, 
обнаруженных во время вспышки 2012–2013 гг. в 
Шанхае (КНР), выявило, что штаммы, относящие-
ся к рекомбинантной форме J, вызывали более об-
ширное поражение кожных покровов, чем штаммы 
линии А [35]. 

В работе E. Gaunt и соавт. показана связь меж-
ду возникновением атипичной экзантемы в виде 
обширных герпесоподобных высыпаний, диагно-
стированных во время вспышки БКСР в Эдинбурге 
(Великобритания) в 2014 г., и установленной у забо-
левших рекомбинантной формы H КВ-А6 [23]. Сле-

дует отметить, что штаммы КВ-А6, идентифициро-
ванные нами при расследовании вспышки  БКСР в 
ЧАО в 2017 г. и вызвавшие появление геморрагиче-
ской сыпи у детей, также принадлежали линии H. 
Эти наблюдения показывают, что события реком-
бинации в неструктурных областях генома КВ-А6 
могут способствовать появлению вариантов вируса, 
вызывающих различные клинические фенотипы и 
более тяжёлое течение КВ-А6-инфекции. В связи с 
этим выявление взаимосвязей между рекомбинаци-
ей и изменениями патогенетических свойств вируса 
имеет важное значение и подчёркивает необходи-
мость дальнейшего изучения. 

Учитывая генетическую изменчивость ЭВ и 
риск возникновения вариантов с высоким патоген-
ным и эпидемическим потенциалом, постоянный 
надзор за ЭВ является обязательным инструмен-
том, направленным на своевременное выявление 
и отслеживание таких штаммов, быструю оценку 
эпидемической ситуации и принятие адекватных 
управленческих решений [24]. Важность непрерыв-
ного надзора также определяется тем, что интродук-
ция и циркуляция «нового» вируса в популяции мо-
жет быть незаметной довольно длительное время, 
пока не появятся критические изменения в геноме, 
способные привести к вспышке. Так, расследование 
вспышки менингоэнцефалита, произошедшей сре-
ди детей в Ростове-на-Дону в 2013 г. и вызванной 
ЭВ А71, показало опасность скрытой циркуляции 
на территории России занесённого, предположи-
тельно, из Китая вируса в течение нескольких лет 
до её возникновения [46]. 

Рекомбинация играет ключевую роль в эво-
люции ЭВ и других представителей семейства 
Picornaviridae, обеспечивая не только их разно-
образие, но и стабильное существование в качестве 
глобального генофонда [47]. Появление множе-
ственных геновариантов КВ-А6 свидетельствует о 
том, что рекомбинация является одним из важней-
ших механизмов адаптации вируса и сохранения 
его патогенности в человеческой популяции.

Планируемое продолжение исследования мо-
жет помочь внести ясность в особенности молеку-
лярной эпидемиологии КВ-А6 в отдельных субъек-
тах ДФО. В свою очередь, полученные знания будут 
способствовать совершенствованию эпидемиологи-
ческого надзора за ЭВИ.
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Филодинамическая характеристика гена LMP-1  
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Аннотация
Введение. Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) относится к числу самых распространённых герпесвирусов и об-
ладает выраженным генетическим полиморфизмом. Изучение филодинамических характеристик вируса 
является важным аспектом исследования эволюционных изменений гена LMP-1 и их последствий. 
Цель — филодинамический анализ нижегородских изолятов ВЭБ на основе C-концевого фрагмента гена 
LMP-1.
Материалы и методы. В исследование были включены 158 изолятов ВЭБ, полученных из лейкоцитов 
крови и слюны детей 1–17 лет с диагнозом «инфекционный мононуклеоз, вызванный ВЭБ» (n = 68) и 
условно здоровых детей сопоставимого пола и возраста (n = 29). Геноварианты LMP-1 были получены с 
помощью метода секвенирования по Сэнгеру. Сравнительный анализ аминокислотных последовательно-
стей проводили в программе «MEGA X», филодинамический анализ полученных нуклеотидных последо-
вательностей и изолятов, депонированных в GenBank, — в пакете программ «BEAST v. 1.10.4», рекомби-
национный анализ — в программе «Simplot».
Результаты. Получены и депонированы в базу данных GenBank 158 нуклеотидных последовательностей 
С-концевого фрагмента гена LMP-1 нижегородских изолятов ВЭБ. Установлено время циркуляции бли-
жайшего общего предка для модифицированных геновариантов B95-8 с мутациями G212S + E328Q + 
S366T и NC с заменой D250N, датируемое 1994 и 1923 гг. Скорость эволюции данных геновариантов была 
наиболее высокой и составила 1,298 × 10–4 и 7,868 × 10–4 нуклеотидных замен/сайт/год. Выявлены реком-
бинации в нижегородских последовательностях Med–, B95-8, China 1 с мутациями G212S, G212S, Е214Q 
соответственно.
Заключение. Впервые дана филодинамическая характеристика нижегородских изолятов и геновариан-
тов LMP-1 ВЭБ, изолированных в разных регионах мира. Полученные данные расширяют существующие 
представления о циркуляции геновариантов LMP-1 ВЭБ на территории европейской части России.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр, секвенирование, LMP-1, инфекционный мононуклеоз, фило-
динамика, геноварианты

Этическое утверждение. У законных представителей несовершеннолетних пациентов получено доброволь-
ное информированное согласие в соответствии с положениями Хельсинкской декларации (2013). Протокол ис-
следования одобрен локальным этическим комитетом Нижегородского НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. академика И.Н. Блохиной (протокол № 3 от 11.11.2021). 
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: Брызгалова Д.А., Сахарнов Н.А., Попкова М.И., Соболева Е.А., Кулова Е.А., Уткин О.В. 
Филодинамическая характеристика гена LMP-1 вируса Эпштейна–Барр, изолированного на территории Ниже-
городской области. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2023;100(5):369–379.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-379
EDN: https://www.elibrary.ru/tqghak



370 371JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023; 100(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-379

ORIGINAL RESEARCHES

© Bryzgalova D.A., Sakharnov N.A., Popkova M.I., Soboleva E.A., Kulova E.A., Utkin O.V., 2023

Original Study Article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-379

Phylodynamic characteristics of the LMP-1 gene  
of the Epstein–Barr virus isolated in the Nizhny Novgorod region
Daria A. Bryzgalova1, Nikolay A. Sakharnov1 , Maria I. Popkova1,  
Evgeniya A. Soboleva2, Ekaterina A. Kulova3, Oleg V. Utkin1

1Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, 
Russia; 
2Nizhny Novgorod Regional Center for the Prevention and Control of AIDS and Infectious Diseases, Nizhny Novgorod, 
Russia; 
3Tonus Krokha i Semeynaya Stomatologiya LLC, Nizhny Novgorod, Russia

Abstract
Introduction. Epstein–Barr virus (EBV) is one of the most common herpesviruses and has a pronounced genetic 
polymorphism. The study of the phylodynamic characteristics of the virus is an important aspect of the study of 
evolutionary changes in the LMP-1 gene and their consequences.
The aim of the work was a philodynamic analysis of EBV isolates from Nizhny Novgorod region based on the 
C-terminal fragment of the LMP-1 gene.
Materials and methods. The study included 158 EBV isolates obtained from blood leukocytes and saliva of 
children aged 1–17 years with a diagnosis of infectious mononucleosis caused by EBV (n = 68) and apparently 
healthy children of comparable sex and age (n = 29). LMP-1 genovariants were obtained using the Sanger 
sequencing method. Comparative analysis of amino acid sequences was performed using the MEGA X program. 
Philodynamic analysis of the obtained nucleotide sequences and isolates deposited in GenBank was carried out 
using the BEAST v. 1.10.4 software package. Recombination analysis was performed using the Simplot program.
Results. 158 nucleotide sequences of the C-terminal fragment of the LMP-1 gene from Nizhny Novgorod region 
EBV isolates were obtained and deposited in the GenBank database. The circulation time of the nearest common 
ancestor for the modified B95-8 genovariants with G212S + E328Q + S366T and NC mutations with the D250N 
substitution has been established dating back to 1994 and 1923. The rate of evolution of these genovariants was 
the highest and amounted to 1.298 × 10–4 and 7.868 × 10–4 nucleotide substitutions/site/year. Recombinations 
were detected in the Nizhny Novgorod region sequences Med-, B95-8, China 1 with mutations G212S, G212S, 
E214Q, respectively.
Conclusion. For the first time, a phylodynamic characterization of Nizhny Novgorod region isolates and  
LMP-1 EBV genovariants isolated in various regions of the world is given. The data obtained expand the existing 
understanding of the circulation of EBV LMP-1 genovariants in the territory of the European part of Russia.

Keywords: Epstein–Barr virus, sequencing, LMP-1, infectious mononucleosis, philodynamics, genovariants
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) является пред-

ставителем семейства Herpesviridae, подсемейства 
Gam maherpesvirinae, рода Lymphocryptoviruses, 
вида Human gammaherpesvirus 4. ВЭБ характери-
зуется генетическим разнообразием, которое об-
условлено длительной эволюцией, включающей 

ряд аспектов. Показано, что рекомбинация играет 
определяющую роль в формировании разнообра-
зия ВЭБ и структуры его генома [1]. Зафиксиро-
ваны признаки диверсифицирующего отбора на 
уровне генов латентной фазы, функция которых 
заключается в переходе активной инфекции ВЭБ к 
длительной персистенции [2]. 
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Одним из них является ген латентного мем-
бранного белка 1 (LMP1), характеризующийся 
наиболее высокой степенью генетической изменчи-
вости по сравнению с другими вирусными генами. 
Большинство работ по изучению эволюции гена 
LMP1 выполнено зарубежными исследователями. 
До настоящего времени в России исследования, по-
свящённые эволюционным изменениям LMP1, ос-
новывались на филогенетическом анализе С-конце-
вого фрагмента гена, изолированного в популяции 
древних народов (славян и татар), а также референс-
ных последовательностей геновариантов в рамках 
классификации R. Edwards и соавт. [3, 4]. Данная 
классификация является наиболее распространён-
ной и включает 7 геновариантов LMP1: Alaskan, 
China 1, China 2, China 3, B958, Mediterranean 
(Med) и North Carolina (NC) [3]. Одним из важных 
аспектов классификации R. Edwards и соавт. явля-
ется анализ вариаций наиболее полиморфного и 
охарактеризованного в структурно-функциональ-
ном плане С-концевого фрагмента гена LMP1 [3]. 
Рядом исследователей были выявлены новые вари-
анты гена LMP1 (вне классификации R. Edwards 
и соавт.), такие как Southeast Asia 1 и 2 (SEA 1 и  
SEA 2), изолированные в Таиланде [5], Srb1 и 
Srb2 — в Сербии [6], а российскими учёными среди 
взрослого населения обнаружен уникальный древ-
ний вариант LMP1TatK [4]. У инфицированных 
лиц во время репликации ВЭБ в его геноме возни-
кают мутации, которые приводят к генетическому 
разнообразию вируса [7]. Данные спонтанные за-
мены, накопленные у взрослых инфицированных 
лиц, не всегда закрепляются в популяции, но могут 
влиять на конечный результат при оценке эволюци-
онных изменений геновариантов LMP1. Поэтому 
для исследования распространённости и эволюции 
С-концевого фрагмента гена LMP1 мы исполь-
зовали последовательности, полученные у детей. 
Несмотря на значительное количество работ по из-
учению генетического разнообразия LMP1, эволю-
ционные изменения гена и их последствия изучены 
недостаточно. 

В современный период широкое примене-
ние получил филодинамический анализ — метод 
оценки эволюции патогенов с учётом временны́х 
параметров. Основными филодинамическими па-
раметрами являются скорость эволюции и время 
циркуляции ближайшего общего предка. Данный 
метод позволяет оценить динамику и направление 
эволюционных изменений различных патогенов. 

Цель исследования — филодинамический ана-
лиз нижегородских изолятов ВЭБ на основе C-кон-
цевого фрагмента гена LMP1.

Материалы и методы
Исследовали 158 изолятов ВЭБ, полученных 

из лейкоцитов крови и слюны 68 детей 1–17 лет, 

госпитализированных в Детскую инфекционную 
больницу № 8 г. Нижнего Новгорода с диагнозом 
«инфекционный мононуклеоз, вызванный ВЭБ», и 
29 условно здоровых детей сопоставимого пола и 
возраста, проходивших диспансеризацию в ООО 
«Тонус Кроха и семейная стоматология» (Нижний 
Новгород). У законных представителей несовер-
шеннолетних пациентов получено добровольное 
информированное согласие в соответствии с поло-
жениями Хельсинкской декларации (2013). Прото-
кол исследования одобрен локальным этическим 
комитетом Нижегородского НИИ эпидемиологиии 
микробиологии им. академика И.Н. Блохиной (про-
токол № 3 от 11.11.2021). 

Фракцию лейкоцитов получали с помощью ре-
агента «Гемолитик» (ЦНИИ Эпидемиологии Роспо-
требнадзора). Пробоподготовку слюны проводили 
по оптимизированному нами способу, изложенно-
му ранее [9]. Экстракцию тотальной нуклеиновой 
кислоты из лейкоцитов крови и слюны производи-
ли при помощи комплекта реагентов «РИБО-преп» 
(ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора) с мо-
дификациями [9, 10]. Наличие вирусной ДНК ВЭБ 
подтверждали методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) в реальном времени с применением 
набора реагентов «АмплиСенс EBV/CMV/HHV6- 
cкрин-FL» (ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнад-
зора) на амплификаторе «Rotor-Gene Q 5plex HRM» 
(«Qiagen»).

С-концевой фрагмент гена LMP1 амплифи-
цировали с помощью разработанного нами лабора-
торного протокола, базирующегося на использова-
нии метода ПЦР с праймерами, описанными в ста-
тье [11]. Одностадийный вариант ПЦР проводили, 
используя праймеры: А1 5’-AGT CAT AGT AGC 
TTA GCT GAA-3’и A2 5’-CCA TGG ACA ACG ACA 
CAG T-3. Размер фрагмента С-концевой области ге-
на LMP1 — 602 п.н.

Секвенирование очищенных амплифициро-
ванных фрагментов ДНК проводили с помощью 
набора реагентов «Big Dye Terminator v.3.1 Cycle 
Sequencing Kit» («Applied Biosystems») на генети-
ческом анализаторе «AB-3500 Genetic Analyzer» 
(«Applied Biosystems») с использованием ориги-
нального программного обеспечения «3500 Data 
Collection Software v. 1.0» («Applied Biosystems»). 

Нуклеотидные последовательности анализи-
ровали с помощью открытого программного обе-
спечения «MEGA X» («Mega Software»)1.

Формирование выборки
Для изучения разнообразия C-концевого фраг-

мента гена LMP1 ВЭБ были проанализированы 
доступные в базе данных GenBank нуклеотидные 
последовательности размером более 80% открытой 

1 URL: https://www.megasoftware.net
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рамки считывания. В выборку вошли 763 нуклео-
тидные последовательности гена LMP1 и генома 
ВЭБ, изолированные после 1970 г. на территории 
Австралии, Аляски, Аргентины, Бразилии, Велико-
британии, Ганы, Гонконга, Индонезии, Кении, Ки-
тая, Кореи, Нигерии, Пакистана, Польши, Сербии, 
США, Тайваня, Таиланда, Хорватии, Швейцарии, 
Японии. Последовательности гена LMP1, полу-
ченные другими отечественными исследователями 
на территории России, в указанной базе данных не 
представлены. 

Филодинамический анализ
Выравнивание нуклеотидных последователь-

ностей наряду с формированием аминокислотного 
кода LMP1 проводили с помощью программно-
го обеспечения «MEGA X» [12]. Для построения 
филогенетического дерева использовали метод 
максимального правдоподобия, пакет программ 
«BEAST v. 1.10.4» [8]. Для анализа полученных ну-
клеотидных последовательностей была подобрана 
модель Hasegawa–Kishino–Yano. На основе модели 
SkyGrid рассчитывали динамику демографических 
показателей [13]. Достоверными считали уровни 
апостериорной вероятности > 0,85. На базе стро-
гих молекулярных часов измеряли скорость эволю-
ции. Длина цепи Маркова Монте-Карло составила 
200 млн шагов. Графическую визуализацию дерева 
осуществляли в программе «FigTree 1.4.3». Ден-
дрограммы анализировали с помощью программы 
«Tracer v. 1.7.1» [14].

По данным российских авторов, одним из ти-
пов генетической изменчивости, которые способ-
ствуют эволюции гена LMP1, являются точечные 
мутации [4]. В связи с этим нами проведён сравни-
тельный анализ точечных аминокислотных замен в 
последовательностях исследуемой выборки с целью 
определения специфических мутаций, характерных 
для определённых регионов, а также отслеживания 
их распространения со временем. 

Рекомбинационный анализ
Предполагаемые рекомбинантные последова-

тельности анализировали с помощью программ-
ного обеспечения «Simplot» [15] по методу по-
парного внутригруппового невзвешенного сред-
него (unweighted pair group method with arithmetic 
mean, UPGMA) с длиной окна 200 п.н., шаг 20 п.н. 
и 100 повторениями bootstrap-анализа. Для анализа 
нуклеотидных последовательностей использовали 
модель TN93 (Tamura-Nei, 93).

Результаты 
На первом этапе работы нами получены и де-

понированы в базу данных GenBank 158 нуклеотид-
ных последовательностей С-концевого фрагмента 
гена LMP1 нижегородских изолятов ВЭБ (реги-

страционные номера OP105219-OP105376 присво-
ены 09.08.2022).

Филогенетический анализ
Для оценки кластеризации нижегородских 

изолятов ВЭБ, а также характера их взаимоотно-
шений с последовательностями, изолированными 
в 1970–2022 гг. в различных регионах мира, было 
сконструировано филогенетическое дерево (рис. 1). 

Только один идентифицированный нами ни-
жегородский изолят (OP105219) образовывал еди-
ный кластер и показал высокую вероятность фило-
географической связи (значение апостериорной 
вероятности, равной 0,99) с референсной после-
довательностью Alaskan и последовательностями, 
полученными в Аргентине. Общую группу также 
образовывали изоляты China 1, полученные из Ни-
жегородской области, Сербии и Китая. Однако зна-
чительного генетического сходства между ними не 
выявлено в связи с низкими значениями апостери-
орной вероятности. Похожая апостериорная веро-
ятность отмечалась и в кластере с нижегородскими 
изолятами B95-8. Эта группа включала наибольшее 
количество последовательностей, выделенных в 
различных регионах мира (Сербии, Аргентине, Ве-
ликобритании, Швейцарии, Бразилии, Австралии 
и США). Генетическое родство с апостериорной ве-
роятностью 0,87 с последовательностями из Сербии 
показали нижегородские изоляты ВЭБ и геновариант 
NC, сформировав на дереве единую монофилетиче-
скую группу. Нижегородские последовательности 
Med– не образовывали отдельного единого класте-
ра, а распределились между генетически близкими 
изолятами из Бразилии и Швейцарии.

Скорость эволюции
Скорость эволюции C-концевого фрагмента 

гена LMP1 ВЭБ в кластерах, содержащих нижего-
родские изоляты China 1 и Alaskan, варьировала не-
значительно и составила 5,042 × 10–5 и 1,518 × 10–5 
нуклеотидных замен/сайт/год. В кластерах с после-
довательностями из Нижегородской области NC и 
B958 скорость эволюции была несколько выше — 
1,298 × 10–4 и 7,868 × 10–4 нуклеотидных замен/сайт/
год. Для всей исследуемой выборки C-концевого 
фрагмента гена LMP1 ВЭБ скорость эволюции со-
ставила 2,32 × 10–4 нуклеотидных замен/сайт/год.

Время циркуляции ближайшего общего предка
Клада, содержащая нижегородские изоляты 

B95-8 и последовательности из Сербии, Аргенти-
ны, Великобритании, Швейцарии, Бразилии, Ав-
стралии и США, включала общую комбинацию му-
таций G212S + E328Q + S366T. Нами было опреде-
лено время циркуляции ближайшего общего предка 
для данного геноварианта B958 с заменами G212S +  
E328Q + S366T, которое датируется 1994 г. Клада, 
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содержащая нижегородские изоляты NC и после-
довательности из Сербии, включает общую замену 
D250N и предположительно имеет общего предка, 
время циркуляции ближайшего общего предка — 
1923 г.

Сравнительный анализ аминокислот
На следующем этапе работы нами проведён 

сравнительный анализ данных точечных аминокис-
лотных замен в последовательностях, доступных 
в GenBank и выделенных в различных географи-
ческих регионах мира. Также производился поиск 
других общих аминокислотных мутаций в последо-
вательностях геновариантов Med, China 1, Alaskan. 

Анализ включал изоляты ВЭБ, ранее охарактеризо-
ванные по классификации R. Edwards и соавт. в дру-
гих исследованиях [6, 16–22]. Масштабные иссле-
дования, посвящённые данному вопросу, проводи-
лись только на территориях Аргентины, Бразилии, 
Сербии, Китая, Швейцарии, Америки.

Сравнительный анализ точечных аминокис-
лотных замен в последовательностях исследуемой 
выборки продемонстрировал высокую распростра-
нённость мутаций, не характерных для определён-
ных геновариантов (таблица).

Самая малочисленная группа, состоящая из 
11 последовательностей, принадлежала геновари-
анту LMP1 Alaskan, который редко встречается во 

Рис. 1. Байесово филогенетическое дерево MCC, сконструированное на основе нуклеотидных последовательностей 
C-концевого фрагмента гена LMP-1 нижегородских изолятов ВЭБ и последовательностей, полученных в различных 

регионах мира и доступных в GenBank. 
MCC — филогенетическое дерево с максимальной надёжностью клад. Показаны байесовские апостериорные вероятности более 
0,85 в основных узлах. Треугольниками обозначены клады с нижегородскими изолятами ВЭБ и соседними последовательностями, 

доступными в GenBank. 
Fig. 1. Bayesian MCC phylogenetic tree constructed on the basis of the nucleotide sequences of the C-terminal fragment 
of the LMP-1 gene of Nizhny Novgorod region EBV isolates and sequences obtained in various regions of the world and 

available in GenBank.
MCC is a phylogenetic tree with maximum clade reliability. Shown are Bayesian posterior probabilities greater than 0.85 at the major nodes. 

Triangles indicate clades with EBV isolates from Nizhny Novgorod region and neighboring sequences available in GenBank.

Нижегородская область | Nizhny Novgorod Region,
Бразилия | Brazil
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всём мире. Проанализированные изоляты не выяви-
ли общих аминокислотных замен, помимо мутаций, 
охарактеризованных R. Edwards и соавт. [3].

Для геноварианта NC была характерна мута-
ция D250N, которая встречалась только в изолятах 
из Нижегородской области и Сербии в 94,4–100% 
случаев соответственно. Как видно из таблицы, 
наиболее широко распространёнными в различных 
регионах мира были мутации G212S + E328Q +  
S366T в изолятах B958 (50–99%) и G212S в Med 
(59–94%).

Ещё одной мутацией, обнаруженной в нашем 
исследовании, является E214Q, которая была ха-
рактерна для геноварианта China 1 и встречалась в 
нижегородских изолятах и в последовательностях 
из Аргентины с частотой 46 и 79% соответственно 
(таблица). Мы предполагаем, что мутация E214Q 
появилась в нижегородских изолятах China 1 в ре-
зультате их рекомбинации с последовательностью 
штамма Raji. По аналогии мутация G212S появи-
лась в изолятах Med и B958 в результате их реком-
бинации с последовательностью CAO, т.к. данная 
замена характерна для данного штамма. Похожая 
ситуация прослеживается и для мутации S366T в 
B958. В связи с этим нами был проведён реком-
бинационный анализ данных мутаций при помощи 
бутскан-анализа.

Рекомбинационный анализ
Для определения возможных событий реком-

бинации все нижегородские последовательности 
B958 с заменами G212S + S366T тестировали в 
сравнении с референсными последовательностя-
ми CАО и B958. Референсная последовательность 
Alaskan использовалась в качестве внешней группы. 
Точка рекомбинации (R1) была обнаружена во всех 
последовательностях в домене CTAR1 (192–232 а.к.), 
ответственного за активацию транскрипционного 
фактора NF-κB (рис. 2, а) [23]. Этот результат ука-
зывает на то, что мутация G212S в изолятах B958 
действительно могла появиться в процессе рекомби-
нации между последовательностями B958 и CАО. 

Мы также проанализировали все нижегород-
ские последовательности, расположенные в одном 
кластере вместе с China 1 и содержащие мутацию 
Е214Q, которая характерна для штамма Raji. При 
тестировании против референсных последователь-
ностей Raji, China 1 и CАО, вариант China 1 с му-
тацией Е214Q показал точку рекомбинации (R2) в 
области домена CTAR1 (192–232 а.к.) во всех после-
довательностях (рис. 2, б). Таким образом, можно 
говорить о том, что мутация Е214Q в нижегород-
ских изолятах China 1 появилась в результате ре-
комбинации последовательностей China 1 и Raji.

В дальнейшем нами проведён рекомбинацион-
ный анализ всех нижегородских последовательно-
стей, которые образовали кладу вместе с Med– и со-
держали мутацию G212S, характерную для штамма 
CAO. В качестве внешней группы была включена 
последовательность B958. На рис. 2, в видна общая 
область (R3) пересечения всех нижегородских по-
следовательностей Med– с мутацией G212S и CAO 
в домене CTAR1 (192–232 а.к.). В связи с этим му-
тация G212S в нижегородских последовательностях 
Med– могла появиться вследствие рекомбинации 
Med– и CAO. 

Обсуждение
В настоящей работе впервые дана филодина-

мическая характеристика нижегородских изолятов 
ВЭБ, полученных от детей с диагнозом «инфекци-
онный мононуклеоз, вызванный ВЭБ» и здоровых 
доноров, и геновариантов LMP1 ВЭБ, изолирован-
ных в различных регионах мира. Для оценки эволю-
ционных взаимоотношений между последователь-
ностями С-концевого фрагмента гена LMP1 ВЭБ 
в исследуемой выборке мы реконструировали фи-
логенетическое дерево с применением байесовской 
статистики. Филогенетический анализ на основе 
нуклеотидных последовательностей С-концевого 
фрагмента гена LMP1 показал, что нижегородские 
изоляты, относящиеся к геноварианту NC, генети-
чески близки с последовательностями из Сербии. 
Это можно объяснить активными миграционными 

Сравнение частоты распространения геновариантов LMP-1 ВЭБ в мире
Comparison of the prevalence of EBV LMP-1 genovariants in the world

Регион
Region

B95-8 Med
(G212S)

NC
(D250N)

China 1
(E214Q)G212S + E328Q + S366T G212S + E328Q

Нижегородская область
Nizhny Novgorod Region

99 % (95/96) – 78% (7/9) 96% (27/28) 50% (12/24)

Сербия | Serbia – 100% (23/23) 77% (14/18) 100% (10/10) –

США | USA 80% (8/10) – – – –

Бразилия | Brazil 50 % (3/6) – 70% (19/27) – –

Аргентина | Argentina 87% (7/8) – 94% (34/36) – 79% (23/29)

Иран | Iran – 100% (4/4) 59% (13/22) – –

Швейцария | Switzerland 75% (3/4) – – – –
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процессами, происходящими вследствие истори-
чески сложившихся межгосударственных взаимо-
отношений данных стран. Сравнительный анализ 
аминокислотных замен нижегородских изолятов и 

последовательностей из Сербии, отнесённых к ге-
новарианту NC, продемонстрировал наличие общей 
мутации D250N для данных регионов. Время про-
исхождения ближайшего общего предка для гено-
варианта NC с наличием мутации D250N изолятов 
из Сербии и Нижегородской области датируется 
1923 г., что соотносится с периодом русской эми-
грации во время гражданской войны в Королевство 
Югославию, в которую входили Сербия, Хорватия и 
Словения. Больше всего русских переселенцев бы-
ло размещено в Сербии, где насчитывалось около 
200 колоний [24]. В настоящей момент функцио-
нальная значимость замены D250N для геновариан-
та NC не определена.

Особый интерес для нас представляла клада, 
содержащая нижегородские последовательности 
B958 и изоляты, полученные из Сербии, Аргенти-
ны, Великобритании, Швейцарии, Бразилии, Ав-
стралии и США. Несмотря на то что апостериор-
ная вероятность для данной клады была невысокой, 
почти все последовательности включали комбина-
цию из 3 аминокислотных замен G212S + S366T + 
E328Q и были изолированы после 1999 г. Исклю-
чение составляли изоляты из Сербии, в которых 
сравнение комбинации мутаций G212S + S366T +  
E328Q было невозможным из-за методических 
ограничений, т.к. данные последовательности, раз-
мещённые в GenBank, не содержали исследуемый 
отрезок с заменой S366T. Стоит обратить внимание 
на то, что время происхождения общего ближайше-
го предка для клады B95-8 с мутациями G212S + 
S366T + E328Q датируется 1994 г. Проведённый на-
ми сравнительный анализ точечных аминокислот-
ных мутаций G212S + S366T + E328Q геновариан-
та B958 показал их высокую распространённость 
в последовательностях, полученных в различных 
регионах мира после 1999 г. Отметим, что высокая 
распространённость модифицированного варианта 
B958 с заменами G212S + S366T + E328Q не связа-
на с определёнными территориями, а встречается с 
высокой частотой в последовательностях, изолиро-
ванных в различных регионах мира. Модифициро-
ванный вариант B958 с мутациями G212S + S366T +  
E328Q преобладал в Бразилии, Аргентине, Иране. 
Похожая картина наблюдалась в последовательно-
стях из Ирана, в которых мутации G212S + E328Q 
в изолятах B958 были широко распространены, а 
замена S366T не учитывалась. Данные последо-
вательности не были депонированы в GenBank, и 
расчёт был произведён на основе материалов ста-
тьи B. Sarshari и соавт. [22]. Распространённость 
геноварианта B958 на данных территориях была 
невысокой по сравнению с другими геноварианта-
ми LMP1. Другая картина представлена в Евразии, 
где B958 является часто встречающимся генова-
риантом в большинстве стран. При анализе имею-
щихся последовательностей в GenBank выявлено, 

Рис. 2. Рекомбинационный анализ нижегородских после-
довательностей. 

а — бутскан-анализ нижегородских последовательностей B95-8 
с мутациями G212S + S366T относительно референсных после-

довательностей CАО, B95-8 и Alaskan (внешняя группа);  
б — бутскан-анализ нижегородских последовательностей  

с мутацией Е214Q относительно последовательностей Raji,  
China 1 и CАО (внешняя группа); в — бутскан-анализ нижего-
родских последовательностей Med– с мутацией G212S отно-
сительно последовательностей Med–, CAO и B95-8 (внешняя 

группа). Параметры анализа: окно 200 п.н., шаг 20 п.н.  
и 100 повторений по методу UPGMA.

Fig. 2. Recombinant analysis of Nizhny Novgorod region 
sequences. 

a — bootscan analysis of Nizhny Novgorod region sequences in 
B95-8 with G212S + S366T mutations relative to sequences CAO, 
B95-8 and Alaskan (outer group); b — bootscan analysis of Nizhny 

Novgorod region sequences with E214Q mutation relative to the 
sequences Raji, China 1 and CAO (outer group); c — bootscan 

analysis of Nizhny Novgorod region Med– sequences with G212S 
mutation relative to Med–, CAO and B95-8 sequences (outer group). 
Analysis parameters: window 200 bp, step 20 bp and 100 repetitions 

according to the UPGMA method.
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что совокупность мутаций G212S + E328Q была ха-
рактерна для всех изолятов из Сербии, относящих-
ся к B958. Примечательно, что мутация E328Q, по 
данным российских авторов, не типична для евро-
пейских образцов, а широко распространена среди 
населения Дальнего Востока России [25]. В нижего-
родских изолятах мутации G212S + S366T + E328Q 
встречались в абсолютном большинстве последова-
тельностей B958. Мы полагаем, что после 1999 г. 
в мире произошла смена циркуляции прототипного 
геноварианта B958 на модифицированный вариант 
с мутациями G212S + E328Q + S366T. Наши пред-
положения подтверждаются и отсутствием инфор-
мации о данных мутациях в геноварианте B958 в 
одном из масштабных исследований 1999 г. [3]. На-
ми также было показано, что замена G212S в моди-
фицированном геноварианте B958 является резуль-
татом рекомбинации с последовательностью CAO.

Широкое распространение последовательно-
стей B958 с мутациями G212S + S366T + E328Q 
может быть связано с тенденцией к росту числа 
заболеваний, ассоциированных с ВЭБ. По данным 
российских авторов, рост заболеваемости инфекци-
онным мононуклеозом наблюдается как в целом по 
России, так и в Нижегородской области [26]. Растёт 
число случаев, требующих госпитализации [27].

Данная тенденция может быть связана с влия-
нием замен G212S + S366T + E328Q на функцио-
нальную активность белка LMP-1. Замены G212S и 
S366T ассоциированы с геновариантом LMP1 CAO. 
Известно, что геновариант CAO обладает большей 
трансформационной активностью, чем геновари-
ант B958 [25]. Существуют исследования, сосре-
доточенные на изучении влияния мутаций G212S +  
S366T на функциональную активность геновариан-
та B958 в клеточных линиях. Так, в работе отече-
ственных авторов было показано, что геновариант 
B958 с заменами G212S + S366T усиливает акти-
вацию транскрипционного фактора NF-κB, который 
играет важную роль в регуляции ключевых функций 
клетки, таких как рост и выживаемость, старение 
и опухолевая трансформация [23]. В другой работе 
показано, что штамм B95-8 при наличии мутации 
G212S + S366T демонстрировал сниженную или 
утраченную способность активировать микроРНК 
(miR-155 и miR-193b), которые играют важную 
роль в различных физиологических и патологиче-
ских процессах [28]. Влияние комбинации мутаций 
G212S + E328Q + S366T на функциональную актив-
ность белка LMP-1 B95-8 ещё предстоит изучить. 

Интересно, что оба геноварианта B958 с му-
тациями G212S + E328Q + S366T и NC с заменой 
D250N имели скорость эволюции выше, чем у 
остальных геновариантов. Данный факт может объ-
яснять высокую распространённость геновариан-
тов B958 с мутациями G212S + E328Q + S366T и 
NC с заменой D250N в определённых регионах ми-

ра. Нами были получены данные, характеризующие 
скорость эволюции для всей исследуемой выборки 
С-концевого фрагмента гена LMP1 ВЭБ. Скорость 
эволюции 2,32 × 10–4 нуклеотидных замен/сайт/год 
была несколько выше по сравнению со значениями, 
полученными для гена LMP1 другими исследова-
телями из Аргентины и Бразилии (8,591 × 10–5 и  
3,8 × 10–5 замен/сайт/год соответственно). Это мо-
жет быть связано с тем, что итоговые результаты 
скорости эволюции определяются размером выбор-
ки и её составом. 

Отметим, что по результатам нашего исследо-
вания геноварианты B958, а также Med–/Med+, не-
сущие аминокислотную замену G212S, и China 1 с 
мутацией E214Q отличались наличием рекомбина-
ции с другими штаммами и геновариантами вируса 
и характеризовались тенденцией к широкому рас-
пространению в популяции, что может в дальней-
шем оказывать влияние на эволюцию гена LMP1. 
В связи с этим остановимся на характеристике ука-
занных мутаций. 

Геноварианты Med– и Med+ с заменой G212S 
чаще обнаруживали в последовательностях, полу-
ченных из разных регионов мира, изолированных 
после 1999 г. С высокой частотой данная мутация 
встречалась в изолятах Med, выделенных на терри-
тории Аргентины, Бразилии, Сербии, Ирана, а так-
же в исследованных нами изолятах. Полученные 
нами результаты рекомбинационного анализа ука-
зывают на то, что мутация G212S также могла воз-
никнуть в геноварианте Med– в результате реком-
бинации с последовательностью штамма CAO. На 
филогенетическом дереве нижегородские изоляты 
Med– не образовывали единой клады. Это связано 
с тем, что данный геновариант относится к высоко-
дивергентным.

Ранее в российских исследованиях распро-
странённость мутаций G212S, S366T, E328Q не со-
относили с определёнными геновариантами клас-
сификации R. Edwards и соавт. [25, 29]. 

Менее распространённой была мутация E214Q, 
характерная для геноварианта China 1. Ранее заме-
на E214Q была охарактеризована в отношении ар-
гентинского геноварианта China 1* и встречалась 
независимо от групп исследования в 79% (23/29) 
изолятов [20]. Мутацию E214Q M. Gantuz и соавт. 
описывали как результат рекомбинации между ар-
гентинским геновариантом China 1* и штаммом 
Raji, содержащим эту замену в референсной по-
следовательности, и утверждали, что высокая рас-
пространённость China 1* может быть обусловлена 
генетическими и/или иммунологическими факто-
рами [20]. Мутация E214Q встречалась также в ни-
жегородских изолятах China 1 в 50% (12/24) изоля-
тов. В исследованиях других российских авторов, 
проведённых ранее, данные о распространённости 
мутации E214Q в изолятах China 1 отсутствуют. 
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Проведённый нами рекомбинационный анализ по-
казал, что мутация E214Q в нижегородских изоля-
тах China 1 появилась в результате рекомбинации 
со штаммом Raji. Мутация E214Q расположена в 
DSGxxS — каноническом мотиве (HOS-сайт). Этот 
сайт входит в состав E3-лигазы, которая участвует в 
процессинге молекулы IkB, являющейся супрессо-
ром NF-κB [25]. Функциональная значимость заме-
ны E214Q для геноварианта China 1 требует даль-
нейшего изучения. 

Таким образом, анализ аминокислотных по-
следовательностей LMP1 геновариантов B958, 
NC, Med и China 1, полученных в различных регио-
нах мира, выявил ряд специфических мутаций, ко-
торые при определённых условиях (снижении им-
мунитета, воздействии неблагоприятных факторов 
окружающей среды) могут оказывать влияние на 
развитие и характер течения ВЭБ-ассоциированных 
заболеваний, в том числе инфекционного монону-
клеоза.

Наше исследование, а также работа М. Gantuz 
и соавт. [20] позволяют взглянуть с другой стороны 
на утверждение о том, что C-концевая область гена 
изменялась без какой-либо истории рекомбинации 
по сравнению с N-концом и трансмембранной об-
ластью LMP1, о чём упоминалось ранее в работе 
J.M. Burrows и соавт. [30]. Появление большого 
разнообразия новых мутаций, специфичных для 
определённых геновариантов, может быть след-
ствием рекомбинации, что подчёркивает важность 
этого механизма для возникновения новых вари-
антов вируса.

Заключение
Впервые в России нами проведён филодина-

мический анализ последовательностей С-концевой 
области гена LMP1 ВЭБ, изолированных у детей с 
инфекционным мононуклеозом и здоровых вирусо-
носителей. 

Показано, что скорость эволюции нижегород-
ских изолятов B958 с набором мутаций G212S + 
E328Q + S366T и изолятов NC с мутацией D250N 
была выше по сравнению с описанными ранее в 
других регионах мира, также для них было опре-
делено время циркуляции общего предка (1994 и 
1923 гг. соответственно). 

Среди нижегородских изолятов выявлено 
преобладание последовательностей, содержащих 
штамм-неспецифичные аминокислотные замены 
G212S (в геновариантах B958 и Med–) и Е214Q  
(в геноварианте China 1). При этом они характери-
зовались наличием рекомбинаций с другими штам-
мами, что может в перспективе способствовать фор-
мированию новых ветвей эволюции гена LMP1. 

Выявленные нами молекулярно-генетические 
характеристики изолятов LMP1 отражают осо-
бенности эволюции ВЭБ в Нижегородской области 

(относится к европейской части России) и форми-
рования его генетического разнообразия. При этом 
отмечается направленность эволюции гена LMP1 в 
сторону увеличения частоты мутаций, ассоцииро-
ванных с повышенной трансформирующей актив-
ностью вируса.

Полученные результаты являются основой 
для перспективных исследований фенотипических 
свойств выявленных мутаций LMP1, оценки их 
клинической значимости и взаимосвязи с особен-
ностями эпидемического процесса ВЭБ-инфекции.
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Молекулярно-генетический портрет вирулентности 
Stenotrophomonas maltophilia
Михайлович В.М.1, Гейдаров Р.Н.1, Бочарова Ю.А.2, Чеботарь И.В.2

1Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта, Москва, Россия; 
2Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Stenotrophomonas maltophilia является условно-патогенным микроорганизмом, обладающим 
природной устойчивостью к широкому спектру антибиотиков. Бактерия ассоциирована с рядом серьёзных 
заболеваний и вносит значимый вклад в патогенез полимикробных инфекций. S. maltophilia обладает ши-
роким набором факторов вирулентности, информация о которых к настоящему времени представлена в 
виде разрозненных и необобщённых данных.
Цели и задачи: критически проанализировать и обобщить актуальные данные, затрагивающие моле-
кулярно-генетические аспекты вирулентности S. maltophilia, для более глубокого понимания патогенеза 
инфекций, связанных с этим возбудителем.
Материалы и методы. Выполнен анализ информации из 80 современных литературных источников, по-
свящённых изучению вирулентных свойств S. maltophilia на молекулярно-генетическом уровне. Анализ 
сфокусирован на механизмах продукции факторов вирулентности и определяющих их генетических де-
терминантах.
Результаты. Проанализированы и обобщены молекулярные механизмы вирулентности, детерминирую-
щие вызванный S. maltophilia инфекционный процесс, включая адгезивную функцию поверхностных струк-
тур бактериальной клетки (липополисахариды, пили/фимбрии, флагеллы), продукцию внеклеточных эн-
зимов, способность формировать биоплёнки на абиотических поверхностях и на тканях макроорганизма, 
фукционирование эффлюкс-помп, секрецию во внешнюю среду малых молекул системой межклеточного 
обмена информацией Quorum Sensing, а также влияние метаболизма железа на вирулентные свойства 
S. maltophilia.
Заключение. Адаптационные механизмы, позволяющие S. maltophilia приспосабливаться к новым нишам 
обитания, выживать в организме человека и неблагоприятных условиях окружающей среды, изучены не-
достаточно. Аналитический обзор, обобщающий актуальные сведения о молекулярно-генетических аспек-
тах вирулентности S. maltophilia, будет интересен клиническим специалистам и исследователям, изучаю-
щим фундаментальные механизмы вирулентности.

Ключевые слова: Stenotrophomonas maltophilia, факторы вирулентности, адгезины, биоплёнки, 
Quorum Sensing
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Abstract
Introduction. Stenotrophomonas maltophilia is an opportunistic pathogen that is intrinsically resistant to a wide 
range of antibiotics. The bacterium is associated with a number of serious diseases and makes a significant 
contribution to the pathogenesis of polymicrobial infections. S. maltophilia has a wide range of virulence factors, 
information about which is currently presented in the form of scattered and unconsolidated data.
Purposes and objectives: critically analyze and summarize current data regarding the molecular-genetic 
aspects of S. maltophilia virulence for better understanding of the pathogenesis of infections associated with this 
pathogen.
Materials and methods. An analysis of information from 80 modern literary sources devoted to the study of the 
virulent properties of S. maltophilia at the molecular-genetic level has been carried out. The analysis focuses on 
the mechanisms of production of virulence factors and their genetic determinants.
Results.The molecular mechanisms of virulence that determine the infectious process caused by S. maltophilia 
have been analyzed and summarized, including the adhesive function of the surface structures of the bacterial 
cell (lipopolysaccharides, pili/fimbriae, flagella), the production of extracellular enzymes, the ability to form biofilms 
on abiotic surfaces and on the tissues of the macroorganism, the functioning of efflux pumps, secretion of small 
molecules into the external environment by the intercellular information exchange system Quorum Sensing, as 
well as the influence of iron metabolism on the virulence properties of S. maltophilia.
Conclusion. The adaptation mechanisms that allow S. maltophilia to adapt to new habitat niches and survive 
in the human body and unfavorable environmental conditions have been poorly studied. An analytical review 
summarizing current information on the molecular-genetic aspects of S. maltophilia virulence will be of interest to 
clinicians and researchers studying the fundamental mechanisms of virulence.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia, virulence factors, adhesins, biofilms, Quorum Sensing
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Введение
Stenotrophomonas maltophilia — грамотрица-

тельный микроорганизм, который широко распро-
странён в природе и часто выделяется из водных 
источников, почвы, образцов растительного и жи-
вотного происхождения [1]. Согласно классифика-
тору Берджи1 род Stenotrophomonas включает три 
вида. Современные же альтернативные таксоно-
мические ресурсы причисляют к данному роду по 
меньшей мере 19 видов, которые демонстрируют 
широкое многообразие метаболических путей, а 
также генетическую и фенотипическую гетероген-
ность как внутри рода, так и между штаммами каж-
дого отдельно взятого вида [2–4].

S. maltophilia хорошо адаптирована к суще-
ствованию в различных условиях обитания, вклю-
чая среды с низким содержанием питательных суб-
стратов, способна утилизировать большой спектр 
источников углерода (включая трихлорэтилен, бен-
зин, хлороформ) и обладает природной устойчиво-
стью к солям тяжёлых металлов [5, 6].

1 Palleroni N.J. Stenotrophomonas // Bergey's Manual of Syste-
ma tic of Archaea and Bacteria. URL: https://onlinelibrary.wiley.
com/doi/10.1002/9781118960608.gbm01237

S. maltophilia является условно-патогенным 
(оппортунистическим) агентом, обладающим при-
родной множественной лекарственной устойчи-
востью к широкому спектру антибиотиков. Ми-
кроорганизм ассоциирован с рядом серьёзных 
заболеваний и выделяется при респираторных, 
урологических инфекциях, бактериемии, эндокар-
дитах и др. [7]. Бактерия представляет интерес и 
как активный член полимикробных бактериальных 
сообществ, который воздействует на метаболизм 
окружающих микроорганизмов, в том числе путём 
антагонистического подавления представителей дру-
гих видов (межвидовой антагонизм). Яркий пример 
такого сообщества наблюдается при муковисцидозе, 
где S. maltophilia колонизирует респираторный тракт 
пациентов и часто сосуществует с Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus 
influ enzae, Burkholderia cenocepacia, микобактерия-
ми нетуберкулёзного комплекса и др. [8, 9]. 

Патогенетический базис бактерии определя-
ется факторами вирулентности — молекулярными 
структурами, обеспечивающими развитие инфек-
ционного процесса. S. maltophilia обладает доста-
точно широким спектром факторов вирулентности 
(или факторов, потенциально связанных с виру-
лентностью), в число которых входят поверхност-
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ные структуры бактериальной клетки (липополиса-
хариды (ЛПС), пили/фимбрии и флагеллы (жгути-
ки), продукция внеклеточных энзимов (в частности, 
протеаз, эластаз, липаз, ДНК- и РНКаз, фибрино-
лизина), способность формировать биоплёнки на 
абиотических поверхностях и на тканях макроорга-
низма и осуществлять секрецию во внешнюю среду 
малых молекул через QS-системы (quorum sensing), 
получившие название «диффузный сигнальный 
фактор» (diffusible signal factor — DSF) [6, 11].

Адгезины как фактор вирулентности
Ключевым этапом первоначального взаимо-

действия «микроорганизм–хозяин» служит адге-
зия — присоединение бактерии к клеткам ткани ма-
кроорганизма. Уже на фазе адгезии бактерии ини-
циируют собственные биохимические процессы, 
направленные на пролиферацию, инвазию, секре-
цию токсинов и активацию ответных сигнальных 
каскадов клеток хозяина.

Бактериальные факторы адгезии (адгезины) 
пред ставлены белками и ЛПС. Белковые адгезины 
подразделяются на фимбриальные и афимбриальные. 
Липополисахаридные и полисахаридные адгезины 
ассоциированы с клеточной оболочкой (клеточной 
стенкой, наружной мембраной и капсулой). Следует 
отметить, что функции ЛПС в патогенезе не ограни-
чиваются первичным взаимодействием «бакте рия–
макроорганизм»: их значимая роль сохраня ется и на 
последующих этапах инфекционного процесса.

ЛПС (эндотоксин) S. maltophilia состоит из 
липида A, корового олигосахарида и O-антигена 
(О-полисахарида) [12, 13]. Липид А в составе ЛПС 
является потенциальным индуктором продукции 
макрофагами фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), 
что было продемонстрировано V.J. Waters и соавт. 
на мышиной модели [14]. Несмотря на относитель-
но невысокую инвазивность S. maltophilia, уровень 
ФНО-α после стимуляция клеточной линии макро-
фагов RAW очищенным липидом А S. maltophilia 
был значительно выше уровня, полученного при 
стимуляции липидом A, выделенным из референс-
ного штамма P. aeruginosa PAO1 [14]. Коровые оли-
госахариды играют важную роль в формировании 
структуры ЛПС, а следовательно, и вирулентности. 
Для многих микроорганизмов установлено, что де-
фектные формы коровых олигосахаридов приводят 
к существенному снижению вирулентности или 
возникновению авирулентных штаммов, например, 
P. aeruginosa [15] и Bordetella bronchiseptica [16]. Не 
менее важный вклад в формирование вирулентно-
сти вносят O-антигены, полная утрата которых или 
наличие дефектов в их структуре, обусловленных 
нарушением биосинтеза, может снижать вирулент-
ность микроорганизма, что продемонстрировано, в 
частности, на видах Burkholderia pseudomallei [17], 
P. aeruginosa [15], Brucella abortus [18]. ЛПС раз-

личных штаммов S. maltophilia отличаются значи-
тельной гетерогенностью: известен по меньшей ме-
ре 31 вариант O-антигена [19].

В процессах метаболизма сахаров и включе-
ния их в ЛПС у S. maltophilia задействованы ряд 
генов. Ген spgM, кодирующий бифункциональ-
ный энзим фосфоглюкомутазу/фосфоманномутазу, 
аналогичен гену algC, ответственному за синтез 
алгината у P. aeruginosa [13, 20]. В биосинтезе 
О-антигена важная роль отводится двум оперонам: 
rmlBACD и xanAB. T.P. Huang и соавт., выполнив 
анализ SDS-PAGE очищенных ЛПС из штаммов 
S. maltophilia с мутациями в генах rmlA, rmlC и 
xanB, установили, что эти гены непосредствен-
но участвуют в контроле биосинтеза O-антигена, 
а ген xanB также задейст вован в синтезе коровой 
компоненты ЛПС [21]. Авторами показано, что оба 
оперона также влияют на синтез продуцируемых 
S. maltophilia экзополисахаридов — ключевых со-
ставляющих биоплёнок.

Кроме поверхностных ЛПС, в стадии адгезии 
задействованы флагеллы (жгутики). S. maltophilia 
имеет от одной до нескольких флагелл, расположен-
ных на полюсе(ах) бактериальной клетки, которые, 
в частности, способствуют первичному присоеди-
нению к клеткам слизистой трахей мышей и инду-
цируют специфический имунный ответ макроорга-
низма [22, 23]. При инфицировании мышей линии 
BALB/c очищенным флагеллином S. maltophilia 
через 4 ч у животных регистрировали повышенный 
уровень цитокинов: интерлейкинов (ИЛ) -1β, -10 и 
ФНО-α. Также увеличивалось число нейтрофилов, 
лейкоцитов и моноцитов, что повышало неспеци-
фическую защиту мышей как от S. maltophilia, так и 
от Staphylococcus aureus [24]. 

А. Pompilio и соавт. сравнивали тяжесть забо-
левания мышей при аэрозольном инфицировании 
диким штаммом S. maltophilia SM111 и мутантным 
вариантом (ΔfliI), лишённым флагелл. Авторы не 
обнаружили статистически значимых отклонений в 
потере животными массы, равно как и в поврежде-
нии лёгочной ткани и уровне смертности, хотя значе-
ния ФНО-α были выше у животных, инфицирован-
ных диким штаммом. В результате авторы сделали 
своеобразное предположение, что наличие флагелл 
(следовательно, и подвижность) могут быть не свя-
заны с вирулентными свойствами S. maltophilia в 
патогенезе заболеваний лёгких [25]. Гипотетически 
допустимо, что при хронической инфекции микро-
организм, лишённый такого значимого имуноген-
ного фактора, как флагеллин, будет иметь преиму-
щества за счёт снижения иммунного ответа хозяина, 
что, в частности, наблюдали у не продуцирующих 
флагеллы штаммов P. aeruginosa от пациентов с му-
ковисцидозом [26]. Однако большинство работ ука-
зывают на позитивную корреляцию между подвиж-
ностью и первичной адгезией, например [22, 23, 27]. 
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По всей видимости, упомянутое выше предположе-
ние об отсутствии связи между наличием флагелл и 
вирулентными свойствами S. maltophilia может рас-
пространяться только на более поздние, хронические 
стадии инфекции, когда предшествующие заболева-
нию этапы адгезии микроорганизма уже пройдены.

Подвижность S. maltophilia и уровень экспрес-
сии флагеллинов зависят от факторов внешней сре-
ды и контролируются сложной и не полностью из-
ученной генетической системой. Достаточно давно 
установлено, что в регуляции экспрессии участвует 
циклический дигуанозинмонофосфат (c-di-GMP) —  
важная сигнальная молекула (вторичный мессен-
джер), контролирующая физиологию микроорганиз-
ма, его подвижность и процесс образования биоплё-
нок [28]. Высокая концентрация c-di-GMP в клетке 
ассоциирована со снижением подвижности [29].

Внутриклеточная концентрация c-di-GMP ре-
гулируется изменением активности двух классов 
энзимов: дигуанилатциклаз и фосфодиэстераз. 
Первые синтезируют c-di-GMP из 2 молекул гуано-
зинтрифосфата, а фосфодиэстеразы гидролизуют  
c-di-GMP до линейного дигуанозинмонофосфата 
или гуанозинмонофосфата (GMP) [30–32].

Для ряда микроорганизмов известны некото-
рые генетические детерминанты, так называемые 
мастер-регуляторы и их гомологи, которые иници-
ируют и регулируют экспрессию генов флагелли-
нов, например, flaA (fleQ) у P. aeruginosa и Vibrio 
cholera, flaK и flaM у V. parahaemolyticus [33–36]. 
Для S. maltophilia механизмы, которыми c-di-GMP 
контролирует синтез и количество флагелл, остают-
ся малоизученными, и лишь считанные работы по-
священы фундаментальным аспектам их функцио-
нирования.

В 2014 г. J. Yang и соавт. установили, что регу-
лирование экспрессии флагеллярных генов у S. mal
tophilia осуществляется гомологичным с P. aeru
ginosa мастер-регулятором FleQ (Smlt2295) [37]. 
Этот транскрипционный фактор (энхансер-связы-
вающий белок), действующий в комплексе с пред-
полагаемой АТФазой FleN, ингибируется, связы-
вясь с c-di-GMP, что, в свою очередь, приводит к 
снижению экспрессии флагеллярных генов и спо-
собствует инициации формирования биоплёнок.  
В отсутствие c-di-GMP, т.е. в несвязанном состоя-
нии, ситуация меняется на противоположную: FleQ 
способствует повышению экспрессии флагеллинов 
и, соответственно, снижает способность к «оседло-
му» образу жизнедеятельности в биоплёнках.

W. Liu и соавт. продемонстрировали наличие 
корреляции между повышенной экспрессией ге-
на bsmR (регуляторного белка, фосфодиэстеразы с 
EAL-связывающим доменом) и увеличением под-
вижности, а также снижением способности к агре-
гации у штамма S. maltophilia CGMCC 1.1788 [38]. 
Таким образом, BsmR выступает в роли негатив-

ного регулятора образования биоплёнок. Оперон 
bsmR контролирует экспрессию по меньшей мере 
349 генов, 34 из которых участвуют в синтезе фла-
геллинов под позитивной регуляцией транскрипци-
онного фактора FsnR, который инициирует транс-
крипцию, связываясь с промотерными регионами 
двух оперонов: smlt2303 и smlt2318 [39, 40].

В 2022 г. Х. Zhang и соавт. проанализирова-
ли гены, потенциально влияющие на уровень c-di-
GMP у S. maltophilia, а именно кодирующие белки, 
содержащие домены GGDEF, EAL и HD-GYP [41]. 
Авторы обнаружили в геноме микроорганизма 33 
гена с искомыми последовательностями и сконстру-
ировали мутантные штаммы с инактивированными 
генами. Из 33 мутантных штаммов 13 обладали по-
ниженной подвижностью, что свидетельствовало о 
потенциальной роли соответствующих генов в её 
регуляции. Кроме того, в результате анализа дигу-
анилатциклаз и фосфодиэстераз авторы идентифи-
цировали новую Fe2+-зависимую фосфодиэстеразу 
SisP, которая при повышении концентрации кати-
онов железа прямо пропорционально увеличивала 
свою ферментативную активность, т.е. дозозависи-
мо гидролизовала c-di-GMP.

Фимбрии типа 1 (SMF-1) играют роль адгезинов, 
обеспечивая закрепление S. maltophilia на эпители-
альных клетках. В частности, было показано, что ад-
гезия к биотическим и абиотическим поверхностям 
ингибируется в присутствии анти-SMF-1-антител 
[42]. Фимбрии также вовлечены в гемагглютинацию 
и формирование биоплёнок [42], а введение фимбри-
на мышам линии BALB/c стимулировало у послед-
них выработку ИЛ-1β, ФНО-α и увеличение актив-
ности фагоцитов [43]. Важно отметить, что, в отли-
чие от клинических изолятов, штаммы S. maltophilia, 
выделенные из окружающей среды, были лишены 
подобных фимбрий [44], что предполагает их зна-
чимую роль в адгезии/колонизации респираторного 
тракта у пациентов с муковисцидозом. 

Продукция фимбрий у S. maltophilia контро-
лируется опероном smlt0706–smlt0709 [45]. Несмо-
тря на то что аминокислотные последовательности 
фимбрина у S. maltophilia схожи с последователь-
ностями патогенных штаммов E. coli, N-терминаль-
ный регион белка SMF-1 у S. maltophilia значитель-
но отличается от других бактериальных семейств 
(50–61% соответствия), что предполагает достаточ-
но сильную филогенетическую удалённость данно-
го вида [42].

Пили IV типа также играют важную роль при 
адгезии S. maltophilia к биотическим и абиотиче-
ским поверхностям, в том числе при формировании 
биоплёнок [46]. Невзирая на то что пили IV типа 
рассматриваются многими авторами как важный 
фактор вирулентности, значимых корреляций меж-
ду вирулентностью и наличием семейства генов 
pil, ассоциированных с формированием пилей, у 
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S. maltophilia не обнаружено. Феномен формирова-
ния более массивных биоплёнок у штаммов с по-
вышенной подвижностью был описан А. Pompilio 
и соавт., но данное явление наблюдали на малой 
выборке штаммов, выделенных из образцов мокро-
ты больных муковисцидозом [5]. Из 9 изученных 
штаммов, не обладающих подвижностью, только 
2 не образовывали биоплёнки. Авторы сделали за-
ключение о том, что подвижность не является обя-
зательным фактором, влияющим на способность 
образовывать биоплёнки. В то же время штаммы 
S. maltophilia, выделенные при других заболева-
ниях, обладали повышенной способностью фор-
мировать биоплёнки в сравнении с изолятами от 
больных муковисцидозом. Очевидно, здесь следу-
ет уточнить, что многие авторы под подвижностью 
подразумевают как «плавательную активность», так 
и «подёргивание» бактериальной клетки.

Системы секреции  
и экстрацеллюлярные энзимы

Клинические штаммы S. maltophilia продуциру-
ют сидерофоры, протеазы (StmPr1-4), липазы (вклю-
чая фосфолипазы C и D), нуклеазы, желатиназу, 
эластазу, фибролизин/стрептокиназу, эстера зы, гиа-
луронидазы, гемолизин и цитотоксины, кот орые вы-
ступают как факторы вирулентности и способствуют 
колонизации и персистированию микроорганизма, 
участвуя в адгезии, повреждении и уничтожении 
клеток хозяина, захвате ионов железа, необходимых 
для бактериального размножения [47, 48].

Основываясь на данных геномного секвениро-
вания, из 9 известных бактериальных систем секре-
ции у S. maltophilia обнаружены системы типов I, II, 
IV, V и VI [45, 49, 50]. Если для многих микроорга-
низмов роль систем секреции в формировании ви-
рулентности хорошо известна, то для S. maltophilia 
она достаточно подробно описана только для си-
стем II (Xps type II) и IV типов.

Клинический штамм S. maltophilia K279a обла-
дает системой T2SS (гены gsp и xps), посредством 
которой секретируются по меньшей мере 7 белков, 
в число которых входят три сериновые протеа-
зы StmPr1-3, которые вызывают цитотоксический 
эффект в эпителиальных клетках лёгких, деграда-
цию фибронектина, фибриногена и ИЛ-8 [51, 52]. 
Известна и продуцируемая S. maltophilia протеаза 
StmPr4, но функциональная её роль пока не выяс-
нена [53, 54].

S. maltophilia продуцирует 13 потенциальных 
антибактериальных белков-эффекторов. При этом 
кодирующие их нуклеотидные последовательно-
сти высоко консервативны для разных штаммов  
S. maltophilia [55]. Данные эффекторы вырабаты-
ваются системой секреции IV типа (T4SS), которая 
обнаружена как у штаммов, выделенных из при-
родных источников, так и у клинических изолятов 

S. maltophilia [56]. Эта система, называемая VirB/D4 
T4SS, схожа с T4SS у бактерий наиболее близкого 
рода Xanthomonas и кодируется хромосомными ге-
нами virB1virB11 и virD4. Белки-эффекторы секре-
тируются системой T4SS в окружающую среду или 
прямым контактным путем непосредственно в бак-
териальную клетку-конкурент, реализуя тем самым 
межвидовой антагонизм.

Межвидовой антагонизм, присущий S. malto
philia, изящно описали M.Y. Nas и соавт. [56]. Ав-
торы показали, что штаммы S. maltophilia, исполь-
зуя T4SS, вызывали гибель природного изолята 
P. aeruginosa 7700, штаммов P. aeruginosa PAO1 
и P. aeruginosa PAK. Интересно, что S. maltophilia 
оказывает влияние и на некоторые другие виды 
рода Pseudomonas, но весьма избирательно. На-
пример, S. maltophilia убивает P. mendocina, но не 
P. fluorescens, P. putida или P. stutzeri.

Заслуживает внимания факт выделения из 
упомянутых выше 13 антибактериальных эффек-
торов S. maltophilia двух потенциальных белков — 
RS14245 и RS14255, обладающих бактерицидными 
свойствами в отношении представителей родов 
Pseudomonas и Escherichia. Нейтрализованные при 
помощи блокирующих белков эффекторы RS14245 и 
RS14255 при добавлении в среду не приводили к ги-
бели лабораторных и клинических штаммов P. aeru
ginosa и E. coli. Мутантные штаммы, лишённые этих 
белков или системы T4SS, обладали значительно 
сниженными бактерицидными свойствами [55].

Полученные данные интересны с различных то-
чек зрения. С одной стороны, секреция эффекторов, 
подавляющих иные бактериальные виды, является 
значимым фактором, повышающим вирулентность 
S. maltophilia; с другой — выделение и изучение та-
ких эффекторов потенциально может быть использо-
вано для создания новых противомикробных препа-
ратов для таргетной (адресной) терапии инфекций, 
вызванных псевдомонадами и эшерихиями.

Следует отметить, что система T4SS исполь-
зуется S. maltophilia не только для конкурентного 
межвидового ингибирования. Продукты данной 
системы выполняют и другие важные функции — 
ингибируют апоптоз в эпителиальных клетках хозя-
ина и инициируют его в макрофагах [56].

Биоплёнки
При формировании биоплёнок первичная 

адгезия (слабое обратимое присоединение) план-
ктонных форм S. maltophilia наступает уже в тече-
ние 30–60 мин. Вторая стадия развивается после 
4 ч, при которой с участием полугибких фимбрий, 
филаментов флагелл и поверхностных ЛПС ми-
кроорганизм прочно закрепляется на поверхности. 
Закрепившиеся клетки начинают продуцировать эк-
зополисахариды, формируя внеклеточный матрикс, 
а приблизительно через 10 ч образуют первые по-
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верхностные микроколонии. Через 18–24 ч процесс 
переходит в третью стадию, на которой в созрева-
ющих биоплёнках происходит дифференциация 
клеток, образуются микроканалы для транспорта 
воды, солей, питательных веществ и обмена ком-
муникационными сигнальными молекулами (QS), о 
которых будет сказано ниже. На последней стадии 
созревшие биоплёнки порционно «отпочковывают» 
планктонные формы бактерий, которые за счёт при-
сущей им подвижности начинают распространять-
ся и колонизировать новые ниши [20].

В 2020 г. L. Ramos-Hegazy и соавт., проана-
лизировав созданную ими библиотеку мутантных 
транспозонов, идентифицировали ген gpmA, коди-
рующий фосфоглицератмутазу — гликолитический 
энзим, потенциально участвующий в начальных 
стадиях формирования биоплёнок как на полисти-
роле, так и на линии человеческих эпителиальных 
клеток бронхов [57]. Штаммы S. maltophilia с нока-
утированным геном gpmA в первые часы обладали 
существенно сниженной скоростью образования 
биоплёнок в сравнении со штаммом дикого типа. 
Интересно, что через 6 ч разница в скорости обра-
зования биоплёнок у штаммов дикого и мутантного 
типов полностью нивелировалась, что предполага-
ет участие гена gpmA как медиатора на начальных 
этапах адгезии и образования биоплёнок [57, 58].

А. Pompilio и соавт. проанализировали 85 
штаммов, выделенных как от больных муковисци-
дозом, так и при других инфекциях. Подавляющее 
большинство всех штаммов (88,2%) образовывали 
биоплёнки в тесте на планшетах. При этом штаммы, 
ассоциированные с муковисцидозом, демонстри-
ровали меньшую оптическую плотность биоплё-
нок, но обладали большей множественной устой-
чивостью в сравнении с «немуковисцидозными» 
штаммами [59]. Вероятно, усиленное образование 
биоплёнок может служить защитным механизмом 
выживания именно для чувствительных микроор-
ганизмов.

Анализ транскриптомных профилей клеток из 
биоплёнок (в сравнении с планктонными формами) 
показал, что лишь относительно малая доля генов 
вовлечена в переход к существованию в биоплён-
ках: уровень экспрессии снижается у 1–3% генов и 
увеличивается у 6–9% генов [60]. Тем не менее ана-
лиз имеющихся сведений о роли многочисленных 
факторов вирулентности приводит к заключению 
о том, что переход клеток от планктонного образа 
жизни к «оседлому» в биоплёнках инициируется 
множеством механизмов, которые требуют даль-
нейшего изучения.

Эффлюкс-помпы как факторы  
вирулентности

Как правило, эффлюкс-помпы принято рассма-
тривать в числе механизмов, обеспечивающих ми-

кроорганизму устойчивость к противомикробным 
препаратам. Тем не менее функции некоторых ти-
пов эффлюкс-помп более широкие — они выходят 
за рамки, определённые термином «антибиотикоре-
зистентность», и вовлечены в молекулярные меха-
низмы формирования вирулентных свойств.

Эффлюкс-помпы вносят существенный вклад 
в природную устойчивость S. maltophilia к противо-
микробным препаратам. Обнаруженные у бактерии 
помпы различных типов выводят широкий спектр 
препаратов: фторхинолоны, тетрациклин и доксо-
рубицин под контролем SmrA-помпы; аминоглико-
зиды, макролиды и полимиксины — посредством 
принадлежащей к этому же семейству ABC-помп 
(от ATP-binding cassette) MacABCsm [61].

Помпа EmrCABsm из суперсемейства транпор-
теров MFS (major facilitator superfamily) ответ-
ственна за вывод налидиксовой кислоты, эритро-
мицина, карбонил-цианид-3-хлорфенилгидразона 
и тетрахлорсалициланилида) [62]. FusA (тип ABC) 
выводит фузариевую кислоту [63]. Кроме того, 
S. maltophilia имеет 8 типов помп RND-типа (Sme*), 
для 7 из которых (кроме SmeMN) их роль в форми-
ровании антибиотикорезистентности уже установ-
лена. Кроме перечисленных выше противомикроб-
ных препаратов они также участвуют в транпорте 
сульфаметоксазола, хлорамфеникола, триметопри-
ма и триметоприм-сульфаметоксазола [64].

Интересно отметить, что эффлюкс-помпы 
SmeYZ и MacABCsm, кроме известной (и считаю-
щейся в настоящее время основной) фунции вывода 
ксенобиотиков из бактериальной клетки, оказывают 
влияние и на формирование флагелл, подвижность 
S. maltophilia и образование биоплёнок. При этом 
MacABCsm отличается от гомологичных помп дру-
гих микроорганизмов. В частности, экспрессия её 
оперона конститутивна, имеет «врождённую» при-
роду, и помпа обладает собственным оригинальным 
внешним мембранным белком MacCsm. Кроме того, 
в сравнении с гомологичной помпой MacAB-TolC 
из E. coli, она, как уже отмечалось, имеет расши-
ренный спектр выводимых анитибиотиков, включая 
макролиды, аминогликозиды и полимиксины [61].

Ещё одна заслуживающая внимания функция 
эффлюкс-помп была описана C.J. Wu и соавт., кото-
рые показали, что помпы SmeYZ, SmeDEF и SbiAB 
оказывают влияние на секрецию сидерофора стено-
бактина и утилизацию ионов железа [65].

Для некоторых микроорганизмов продемон-
стрирована роль эффлюкс-помп, в частности, их 
внешних мембранных структур — поринов — в 
увеличении инвазивных свойств бактерий [66] 
и защите последних от фагоцитоза [67], но для 
S. maltophilia такой информации не опубликовано.

Вновь полученные данные свидетельствуют о 
том, что сложившееся у нас представление об ос-
новной функции эффлюкс-помп, сводящейся толь-
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ко к выводу из клетки ксенобиотиков, не является 
абсолютной догмой и требует критического пере-
смотра и дальнейшего изучения.

Связь факторов вирулентности  
с доступностью железа

Железо является жизненно необходимым эле-
ментом для нормального метаболизма нефермен-
тирующих глюкозу грамотрицательных бактерий, 
включая S. maltophilia. Конкуренция за железо 
между бактериями и организмом хозяина при хро-
нических инфекциях может негативно влиять на 
организм хозяина. Захват железа бактериями мо-
жет сопровождаться как местными повреждениями 
тканей, так и системными поражениями, например, 
выраженными анемиями. Поэтому системы, обе-
спечивающие захват и транспорт железа внутрь 
бактериальной клетки, рассматриваются как значи-
мые факторы вирулентности [68].

У S. maltophilia обнаружены сидерофор- и 
гем-опосредованные системы транспорта в бак-
териальную клетку ионов железа. Опероном 
entAFDBEC кодируется синтез сидерофора энте-
робактина, относящегося к классу катехоламинов, 
связывающего и переносящего Fe3+ в бактериаль-
ную клетку. Гем-опосредованная система нахо-
дится под контролем оперонов hgbBC и, вероятно, 
hmuRSTUV [69].

Очень интересно, что система захвата железа 
не только сама является фактором вирулентности, 
но и может индуцировать активность других меха-
низмов, ответственных за вирулентные свойства. 
Это происходит при дефиците железа в окружаю-
щей среде. Например, в лёгочной ткани при нали-
чии в микроокружении железосвязывающих белков 
человека (трансферрин, лактоферрин), снижаю-
щих уровень свободного железа в среде, микроор-
ганизм становится более вирулентным [70, 71].  
В частности, при дефиците железа референс-штамм 
S. maltophilia K279a продуцировал повышенное ко-
личество экзополисахаридов, сигнальных молекул 
DSF и формировал более утолщённые и массивные 
биоплёнки [69, 71]. Установлено, что в регуляции 
такого метаболического изменения задействованы 
железообеспечивающая система Fur и транскрип-
ционный регулятор σ-фактор, а от биодоступности 
железа потенциально зависят ответ микроорганиз-
ма на окислительный стресс и секреция экстрацел-
люлярных энзимов [69, 71].

Система Quorum Sensing
Как большинство грамотрицательных бакте-

рий, S. maltophilia (в частности, референс-штамм 
K279a) обладает QS-системой — уникальным сиг-
нальным механизмом межклеточного бактериаль-
ного обмена информацией [72]. Система отвечает 
за продукцию внеклеточных сигнальных молекул, 

называемых аутоиндукторами, их детекцию и от-
вет (изменение экспрессии определённых генов) 
на появление сигнальных молекул в среде. Аутоин-
дукторы накапливаются в среде, и при достижении 
некой пороговой концентрации окружающие бакте-
риальные клетки способны их детектировать. По-
средством такого обмена сигнальными молекулами 
клетки регулируют свои метаболические механиз-
мы, отвечающие за колонизацию и вирулентность, 
включая изменение подвижности, образование био-
плёнок, продукцию экстрацеллюлярных эффекто-
ров и резистентные свойства [73, 74].

T.P. Huang и соавт. установили, что основ-
ной молекулой в QS-системе у S. maltophilia явля-
ется аутоиндуктор DSF, представляющий собой 
cis-Δ2-11-метил-лауриновую кислоту — одноос-
новную насыщенную жирную кислоту, синтез кото-
рой регулируется генами rpfF и rpfB (от regulation 
of pathogenicity factors) [72]. За синтез собствен-
ного DSF и узнавание «чужих» сигнальных моле-
кул ответственен генный кластер rpf — регулятор 
факторов вирулентности, для которого известны 
два варианта: rpf 1 и rpf 2, делящие всю популяцию 
S. maltophilia на фено- и генотипически отличаю-
щиеся субпопуляции [74]. Кластер rpf кодирует 
синтез RpfF-синтазы и двукомпонентной системы 
RpfC/RpfG, отвечающих за детекцию и трансдук-
цию DSF. В активной форме RpfG-фосфодиэсте-
раза гидролизует c-di-GMP до линейного GMP, та-
ким образом регулируя экспрессию ряда генов ви-
рулентности [75]. Здесь необходимо отметить, что 
только штаммы с вариантом гена rpf-1 изначально 
способны продуцировать DSF в детектируемом ко-
личестве без внешнего стимула и, следовательно, 
контролировать образование биоплёнок, а также 
подвижность и вирулентность окружающих бакте-
рий [74, 76]. У штаммов с rpf2 N-терминальный 
(сенсорный) конец RpfF-синтазы укорочен. Пред-
полагается, что таким штаммам с редуцирован-
ным сенсорным доменом для выработки в среду 
собственных сигнальных молекул (DSF) требуется 
предварительная активация извне (например, под 
воздействием DSF от других бактерий или от штам-
мов S. maltophilia с системой rpf-1) [76].

Интересно отметить, что штаммы, несущие 
rpf2-вариант гена (в частности, геногруппы C), 
проявляли больший уровень устойчивости к коли-
стину и повышенную вирулентность в отношении 
личинок восковой моли Galleria mellonella, кото-
рые используются в качестве одной из моделей для 
оценки вирулентности. По всей видимости, это свя-
зано с повышенной способностью rpf2-штаммов 
образовывать биоплёнки [77]. В то же время на дру-
гой модели определения вирулентности, в которой 
используются нематоды Caenorhabditis elegans, та-
кой ассоциации не выявлено [77]. Генотипирование 
и идентификация варианта rpf являются полезными 
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и важными инструментами эпидемиологическо-
го мониторинга, при котором следует учесть, что 
штаммы S. maltophilia потенциально могут обме-
ниваться кластерами rpf путём рекомбинации при 
горизонтальном переносе генов [76].

У S. maltophilia обнаружена двухкомпонентная 
сигнальная система трансдукции, названная BfmA–
BfmK (Smlt4209–Smlt4208). Транскрипционный 
фактор BfmA, входящий в систему, связывется с 
промотерным регионом bfmA–bfmK и Smlt0800 
(acoT) — геном, кодирующим ацил-коэнзим A-тио-
эстеразу, которая ассоциирована с образованием 
биоплёнок [40].

В отличие от P. aeruginosa, у S. maltophilia не 
обнаружено полноценной канонической QS-си-
стемы LuxI/LuxR, основанной на сигнальных мо-
лекулах ацил-гомосерин лактонов. Тем не менее  
Р. Martínez и соавт., выполнив сравнительный ана-
лиз геномов, показали, что у S. maltophilia присут-
ствует схожий с регулятором LuxR ген smlt1839, 
кодирующий регулятор SmoR (Stenotrophomonas 
maltophilia orphan regulator), который in vitro связы-
вал синтетический лактон oxo-C8-HSL, природный 
аналог которого синтезирует P. aeruginosa. Добав-
ление же концентрированного супернатанта среды, 
на которой культивировалась P. aeruginosa, проду-
цирующая лактоны, стимулировало повышенную 
подвижность S. maltophilia на чашках Петри [78]. 
Другими словами, несмотря на отсутствие канони-
ческой системы LuxI/LuxR, собственные гомоло-
гичные системы межклеточного обмена позволяют 
S. maltophilia распознавать QS-сигнальные молеку-
лы других видов с системой LuxI/LuxR. Гипотети-
чески возможно, что эти системы связаны с T4SS и 
в определённых условиях могут инициировать се-
крецию эффекторов, нацеленных на ингибирование 
роста конкурентов (см. выше).

Рассматривая систему DSF у S. maltophilia, сле-
дует упомянуть феномен секреции через везикулы 
внешней мембраны [79]. Везикулы представляют 
собой малые наноструктуры, секретируемые бакте-
риями, способные переносить нуклеиновые кисло-
ты, белки и иные молекулы, например β-лактамазы. 
S. Devos и соавт. обнаружили, что в присутствии 
имипенема S. maltophilia секреция этих везикул 
резко увеличивается [80]. Интересен и состав об-
наруженных переносимых в них молекул: это бы-
ли кодируемые хромосомами два типа β-лактамаз, 
белки внешней мембраны и флагеллины Smlt0387 
и Smlt0184. Эти флагеллины являются гомологами 
Ax21 — белка, влияющего на подвижность и обра-
зование биоплёнок у Xanthomonas oryzae. Функци-
ональная роль этого белка для S. maltophilia пока 
не установлена, но предполагается, что его секре-
ция инициируется DSF. Саму же систему секреции 
через везикулы относят к потенциальным фак-
торам вирулентности на основе данных, что она 

влияет на подвижность и образование биоплёнок 
X. oryzae [81].

Заключение
В последнее десятилетие изучению механизмов 

вирулентности S. maltophilia уделяется пристальное 
внимание. Природная множественная лекарственная 
устойчивость микроорганизма, его быстрая адапта-
ция к неблагоприятным условиям окружающей сре-
ды и к новым нишам обитания, изящное переклю-
чение бактерией метаболических процессов — всё 
это вызывает немалый интерес как у специалистов, 
изучающих фундаментальные механизмы вирулент-
ности, так и у клинических исследователей. 

Обсуждая вирулентные свойства S. maltophilia, 
необходимо учитывать, что эта бактерия характе-
ризуется выраженной внутривидовой вариабель-
ностью: штаммы, выделенные в одном госпитале 
и даже от одного пациента, могут принадлежать к 
достаточно отдалённым филогенетическим груп-
пам и иметь разные фенотипы [4]. В качестве ве-
роятных причин такой гетерогенности рассматри-
вается быстрое накопление адаптивных мутаций, 
возникающих под влиянием селективного давления 
госпитальных условий или организма-хозяина, и 
горизонтальный перенос генов. Понимание моле-
кулярных процессов, обеспечивающих быструю 
адаптацию и, соответственно, выживание микро-
организма в неблагоприятных условиях, позволит 
обнаружить потенциальные мишени для разработ-
ки новых антибактериальных препаратов, а также 
лучше понять межвидовые взаимодействия при по-
лимикробных инфекциях и установить механизмы 
переключения метаболических путей при переходе 
оппортунистических патогенов от «природного» 
образа жизни к инфекционной интервенции.

В настоящем обзоре мы в кратком изложении 
представили актуальные данные, затрагивающие 
молекулярные аспекты факторов вирулентности 
S. maltophilia, для краткости не касаясь при этом 
механизмов антибиотикорезистентности. Надеем-
ся, что обзорная статья будет интересна молеку-
лярным биологам, клиническим микробиологам и 
биохимикам.
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НЕКРОЛОГ

Научно-исследовательский институт эпиде-
мио логии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспо-
требнадзора с прискорбием сообщает, что 23 сен-
тября 2023 года на 89-м году жизни скончалась 
Наталия Николаевна Беседнова, доктор медицин-
ских наук, профессор, заслуженный деятель науки 
Российской Федерации, действительный член Рос-
сийской академии наук, лауреат Государственной 
премии СССР, выдающийся учёный, блестящий 
организатор, прекрасный педагог и замечательный 
человек.

Наталия Николаевна Беседнова родилась 
2 февраля 1935 г. в г. Клязьма Московской обла-
сти. После окончания в 1959 г. Первого Москов-
ского медицинского института им. И.М. Сеченова 
по распределению приехала во Владивосток, где 
начала работать врачом-эпидемиологом городской 
санитарно-эпидемиологической станции. С 1960 г. 
трудовая деятельность Н.Н. Беседновой связана с 
Научно-исследовательским институтом эпидемио-
логии и микробиологии, где она прошла путь от 
младшего научного сотрудника до руководителя 
лаборатории, заместителя директора по научной ра-
боте и директора Института, которым успешно ру-
ководила на протяжении двух десятилетий.

В 1969 г. Наталия Николаевна защитила кан-
дидатскую диссертацию, в 1980 г. — докторскую 
диссертацию на тему «Экспериментальное и кли-
нико-эпидемиологическое изучение псевдотубер-
кулёзной инфекции». В 1991 г. ей было присвоено 
звание профессора по специальности «Аллерголо-
гия и иммунология». В 1993 г. Н.Н. Беседнова была 
избрана членом-корреспондентом, в 2000 г. — ака-

демиком Российской академии медицинских наук. 
С 2013 г. Н.Н. Беседнова — действительный член 
Российской академии наук.

В последние годы своей научной деятельности 
Н.Н. Беседнова занимала должность главного науч-
ного сотрудника Института.

Научная деятельность Н.Н. Беседновой была 
сосредоточена на проблемах диагностики, лечения 
и профилактики инфекционных заболеваний. Под 
её руководством выполнены циклы обширных ис-
следований по иммунологии брюшного тифа, псев-
дотуберкулёза, дифтерии. В 1989 г. за работу по из-
уче нию нового клинико-эпидемического проявления 
псевдотуберкулёзной инфекции у человека (дальне-
восточной скарлатиноподобной лихорадки) в числе 
группы сотрудников Института Н.Н. Беседнова бы-
ла удостоена Государственной премии СССР.

В 1970-х гг. Наталья Николаевна явилась ини-
циатором создания и развития нового научного 
направления по изучению клеточных и молекуляр-
ных механизмов иммуномодулирующего действия 
биологически активных веществ из гидробионтов 
Тихого океана, организовав широкое сотрудниче-
ство с Тихоокеанским институтом биоорганической 
химии им. Г.Б. Елякова ДВО РАН, Тихоокеанским 
научно-исследовательским рыбохозяйственным 
центром, Тихоокеанским государственным меди-
цинским университетом и практическими учреж-
дениями здравоохранения. В результате исследо-
ваний, координируемых Н.Н. Беседновой, были 
получены новые данные об иммуномодулирующих, 
антибактериальных, антивирусных, противоопухо-
левых, антиадгезивных, антиэндотоксических, про-

НЕКРОЛОГ

Памяти Беседновой Наталии Николаевны 
(02.02.1935–23.09.2023)
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апоптотических, гепатозащитных, гиполипидеми-
ческих свойствах биологически активных веществ 
морского происхождения, установлены клеточные 
и молекулярные механизмы иммуномодулирующе-
го действия, обоснована возможность конструиро-
вания инновационных лекарственных средств на 
их основе, разработаны экологически безопасные 
продукты функционального питания и биологиче-
ски активных добавок к пище, удостоенные золо-
тых и платиновых знаков качества, дипломов по-
бедителей национальных и зарубежных конкурсов. 
Н.Н. Беседнова являлась научным руководителем 
Клинико-диагностического центра геронтологии и 
биотерапии, созданного при её участии на базе те-
рапевтического отделения Медицинского объедине-
ния ДВО РАН, где проводится оценка клинической 
эффективности препаратов на основе биологически 
активных веществ из объектов наземной и морской 
флоры и фауны Дальнего Востока.

Н.Н. Беседновой создана школа высококвали-
фицированных специалистов в области микробио-
логии и иммунологии, многие из которых в настоя-
щее время работают на кафедрах в вузах, заведуют 
лабораториями института, отделениями клиник. 
Под её руководством защищены 31 кандидатская и 
6 докторских диссертаций. Н.Н. Беседнова являет-
ся автором более 300 печатных работ, 32 патентов, 
15 монографий, пособий для практических врачей, 
технологической документации.

С 2014 г. Н.Н. Беседнова возглавила работу 
Объединённого учёного совета ДВО РАН по ме-
дицинским и физиологическим наукам, многие 
годы являлась членом диссертационных советов 
ДКМ 208.007.02 и Д 307.012.01, членом Коорди-
национного совета и Чрезвычайной противоэпиде-
мической комиссии при Департаменте здравоохра-
нения администрации Приморского края, членом 
редакционных коллегий журнала «Антибиотики и 
химиотерапия», «Бюллетень Сибирского отделения 
РАМН», «Тихоокеанский медицинский журнал», 
«Здоровье. Медицинская экология. Наука».

В 2001 г. Н.Н. Беседновой было присвоено по-
четное звание «Заслуженный деятель науки Россий-
ской Федерации». Её весомый вклад в науку отме-
чен высокими наградами СССР и Российской Фе-
дерации: орденом «Знак Почета», медалью ВДНХ, 
орденом Дружбы, медалью им. академика В.И. По-
кровского.

На протяжении всей своей трудовой деятель-
ности Наталья Николаевна Беседнова оставалась 
интеллигентным, добрым и внимательным к колле-
гам и друзьям человеком, отдавала все силы, знания 
и опыт сотрудникам института.

Ушла из жизни замечательная женщина. Её не 
забудут те, кто когда-либо общался с ней. Нам всем 
будет не хватать доброго друга и мудрого настав-
ника. Светлая память о ней навсегда сохранится в 
наших сердцах.


	_Hlk31566056
	_Hlk31536261

