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АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–44

Исследование резистентности к антибиотикам бактерий 
рода Bacillus, выделенных из Международной космической 
станции и больничной лаборатории 
*Р. Р. ЕНИКЕЕВ, Л. М. ЗАХАРЧУК 
Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова, Москва, Россия  

Резюме 
Актуальность. К настоящему времени мало данных о клинических характеристиках бактерий рода Bacillus, оби-
тающих в чистых комнатах и асептических помещениях. Цель исследования — идентификация и определение 
устойчивости к клинически значимым антибиотикам штаммов Bacillus, выделенных с Международной косми-
ческой станции и медицинской лаборатории. Материалы и методы. Идентификация изолятов осуществлена ме-
тодами анализа гена 16S рРНК, MALDI-TOF и полногеномного секвенирования. Чувствительность к антибиотикам 
оценивали диско-диффузионным методом. Результаты. У семи штаммов Bacillus из 13 обнаружена резистент-
ность к имипенему, у каждого из B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 — к имипенему, ципрофлоксацину, ле-
вофлоксацину и норфлоксацину. Полногеномное секвенирование B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 и 
B. safensis SE192, устойчивых к имипенему и меропенему, показало, что резистентность к ним обеспечивает ген 
TEM-116. Кроме TEM-116, устойчивость B. cereus LR2HG21 к имипенему и меропенему, а B. cereus HSA01 и HSA03 к 
имипенему обеспечивают гены BcI и/или BcII. Резистентность к эритромицину у B. subtilis SE15 и B. subtilis SE171 
кодирует ген mphK. Заключение. У разных штаммов Bacillus устойчивость к определённому антибиотику может 
обеспечиваться одним или несколькими механизмами одновременно. 
 
Ключевые слова: Международная космическая станция; бактерии рода Bacillus; устойчивость к антибиоти-
кам; гены устойчивости; Bacillus cereus; Bacillus subtilis; Bacillus safensis. 
  
Для цитирования: Еникеев Р. Р., Захарчук Л. М. Исследование резистентности к антибиотикам бактерий рода Bacillus, 
выделенных из Международной космической станции и больничной лаборатории. Антибиотики и химиотер. 2024; 
69 (3–4): 4–13. https://doi.org/10.37489/0235-2990-2024-69-3-4-4-13. EDN: BKZWDU. 

Study of Antibiotic Resistance of Bacillus Bacteria Isolated  
from the International Space Station and a Hospital Laboratory 
*RADMIR R. YENIKEYEV, LEONID M. ZAKHARCHUK 
Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 

Abstract 
Background. To date, there is little data on the clinical characteristics of Bacillus bacteria found in clean rooms and aseptic 
facilities. The aim of the study was to identify and determine the resistance of Bacillus strains isolated from the International 
Space Station and medical laboratory to clinically significant antibiotics. Methods. Isolates were identified using 16S rRNA 
gene analysis, MALDI-TOF, and whole-genome sequencing. Antibiotic sensitivity was assessed using the disk diffusion 
method. Results. Seven Bacillus strains out of 13 showed resistance to imipenem, and each of B. cereus LR2HG21, HSA01, 
HSA03, and HSA12 showed resistance to imipenem, ciprofloxacin, levofloxacin, and norfloxacin. Whole-genome sequencing 
of B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 and B. safensis SE192, resistant to imipenem and meropenem, showed that 
resistance to them is provided by the TEM-116 gene. In addition to TEM-116, the resistance of B. cereus LR2HG21 to imipe-
nem and meropenem, and B. cereus HSA01 and HSA03 to imipenem, is provided by the BcI and/or BcII genes. Resistance 
to erythromycin in B. subtilis SE15 and B. subtilis SE171 is encoded by the mphK gene. Conclusion. Resistance to a particular 
antibiotic in different Bacillus strains can be achieved by one or more mechanisms simultaneously. 
 
Keywords: International Space Station; bacteria of the Bacillus genus; antibiotic resistance; resistance genes; Bacillus cereus; 
Bacillus subtilis; Bacillus safensis. 
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Введение 
Рабочие поверхности и воздушные простран-

ства обитаемых помещений на Земле характери-
зуются микробными сообществами, состоящими 
из различных видов бактерий и грибов. С помо-
щью влажной уборки и естественной вентиляции 
в жилых и рабочих помещениях количество мик-
роорганизмов снижают, хотя оно остаётся доста-
точно высоким.  

Однако во многих асептических помещениях, 
например, родильных отделениях, операционных, 
цехах для производства медицинских препаратов 
и других, количество микроорганизмов на поверх-
ностях оборудования и в воздухе поддерживают 
на минимальном уровне уже с помощью воздуш-
ных фильтров, дезрастворов, ультрафиолетового 
облучения. Лабораторные комнаты для отбора 
проб крови в больницах являются одним из видов 
таких асептических помещений. Микроорганизмы 
в лабораторных комнатах уничтожаются воздей-
ствием УФ-излучения и дезинфицирующих 
средств, обладающих мутагенным действием. Вы-
жившие после такой антисептической обработки 
микроорганизмы часто приобретают множествен-
ную лекарственную устойчивостью  (МЛУ), свя-
занную ещё и с тем, что посетители лечебных 
учреждений часто подвергаются лечению раз-
личными антибиотиками [1, 2].  

Другим видом асептических помещений яв-
ляется Российский сегмент Международной кос-
мической станции (РС МКС), который представ-
ляет собой закрытую искусственную среду в 
космосе с собственной экологической нишей, ха-
рактеризующейся несколькими уникальными 
для микроорганизмов параметрами, такими как 
радиация, изолированность и микрогравита-
ция [3]. При этом, в отличие от наземных асепти-
ческих помещений, например лаборатории для 
отбора анализов крови, на РС МКС длительное 
время сохраняется постоянный экипаж и фор-
мируется устойчивая микробиота из-за отсут-
ствия постоянного притока новых штаммов мик-
роорганизмов. Кроме того, в герметичной МКС, 
которая насыщена сложнейшим оборудованием 
и где работает экипаж, не применяются некото-
рые традиционные на Земле методы борьбы с 
микроорганизмами — УФ-облучение, ядовитые 
дезинфицирующие растворы, газы [4].  

Устойчивость к УФ-облучению и дезинфици-
рующим средствам чаще всего обнаруживают спо-
рообразующие бактерии. Так, установлено, что на 
МКС одной из самых распространённых групп мик-
роорганизмов являются спорообразующие бакте-
рии рода Bacillus, некоторые виды которого спо-
собны вызывать множество заболеваний [5, 6]. 
Однако информации о клинических характеристи-
ках бактерий рода Bacillus, обитающих в чистых ком-
натах и асептических помещениях, ещё очень мало. 

Цель работы — выделение с рабочих поверх-
ностей Российского сегмента Международной 
космической станции (РС МКС) и лаборатории 
для отбора проб крови изолятов спорообразую-
щих штаммов бактерий рода Bacillus, их иденти-
фикация, определение устойчивости к ряду кли-
нически значимых антибиотиков и выявление 
возможных генетических детерминант этой ре-
зистентности. 

Материал и методы 
Пробы с поверхностей приборов РС МКС и больничной 

лаборатории отбирали с помощью ватных тампонов на пло-
щади 100 см². Получение первичных изолятов бактерий и чи-
стых культур спорообразующих бактерий из образцов, полу-
ченных из МКС и больничной лаборатории, осуществляли, 
как описано ранее [7, 8]. 

Исследование морфологических, культуральных и фи-
зиолого-биохимических признаков бактерий, а также диф-
ференциация бактерий рода Bacillus от представителей сход-
ных родов бактерий, образующих эндоспоры, основывались 
на соответствующих руководствах [9]. Идентификацию чистых 
культур бактерий по сумме признаков, предположительно 
относящихся к роду Bacillus, осуществляли анализом 16S 
рРНК [7, 8] и методом масс-спектрометрии с матрично-акти-
вированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF) 
на приборе MALDI-TOF autoflex III L200 (Biotyper Bruker,  
Германия) [10]. 

Для оценки чувствительности бактерий к антибиотикам 
диско-диффузионным методом использовали агар Мюл-
лера–Хинтон состава (г/л): мясной экстракт сухой — 3,0; гид-
ролизат казеина сухой — 17,5; крахмал растворимый — 0,5; 
агар — 18,0; вода дистиллированная — до 1 л, рН = 7,0. Сус-
пензию бактерий 0,5 единиц по стандарту мутности Мак-Фар-
ланда наносили на поверхность питательной среды в чашках 
Петри в количестве 200 мкл и распределяли с помощью стек-
лянного шпателя. Диски с антибиотиками (Научно-исследо-
вательский центр фармакотерапии, Россия) наносили на по-
верхность засеянной среды, через 15 мин после инокуляции 
среды в чашках суспензией бактерий. Через 15 мин чашки с 
дисками помещали в термостат и инкубировали при 35°С в 
течение 20 ч [11]. Определяли специфические значения диа-
метров зон подавления роста бактерий антибиотиками, ис-
пользуемыми для оценки штаммов, в соответствии с клини-
ческими категориями «чувствительный» или «резистентный» 
по таблицам критериев интерпретации результатов, представ-
ленным European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test-
ing (EUCAST) [11]. При этом по таблицам критериев изоляты, 
отнесённые к категории скрининг-отрицательных к норфлок-
сацину, могут быть отмечены как «чувствительные к повы-
шенному воздействию» ципрофлоксацина и левофлоксацина, 
то есть к чувствительным штаммам (S), а изоляты, отнесённые 
к категории положительных по скринингу к норфлоксацину, 
могут быть устойчивы к ципрофлоксацину и левофлоксацину, 
и, следовательно, могут быть отнесены к резистентным к ци-
профлоксацину и левофлоксацину штаммам (R). 

Для полногеномного секвенирования выделение ДНК 
из клеток штаммов, выращенных на жидкой среде с мясо-
пептонным бульоном и 1% глюкозы, проводили с помощью 
набора реактивов Fast DNA Spin Kit (MP Biomedicals, США) по 
протоколу производителя. Геномную ДНК секвенировали с 
использованием платформ Illumina MiSeq (Illumina Inc., США). 
Библиотеки Illumina были подготовлены с использованием 
набора библиотек Kapa Hyperplus (Roche Molecular Systems 
Inc., Pleasanton, США) в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Полученные последовательности были иденти-
фицированы с использованием программы сверхбыстрой 
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классификации метагеномных последовательностей 
Kraken [12]. Установление наличия в геноме штаммов бакте-
рий рода Bacillus генов устойчивости к антибиотикам осу-
ществляли с помощью базы данных The Comprehensive Anti-
biotic Resistance Database (CARD) [13]. Результаты в их конечном 
виде получали путём вычисления среднего арифметического 
(Х) из результатов всех повторностей (Хn) при условии, что 
они различались не более чем на 10% (/Хn–Х/ ⩽ 0,05 Х). При 
этом расчёт среднего арифметического проводили, исключая 
«сомнительные результаты» («Х»), не входящие в доверитель-
ный интервал /Хn–Х/ = t σ, где Х — среднее арифметическое 
без учёта «сомнительных результатов», t — нормированное 
отклонение при p=0,95 для малых выборок (n<30), а σ — сред-
нее квадратичное отклонение без учёта «Х». 

Результаты 
Получение и первичная характеристика 

штаммов бактерий. Получение первичных изо-
лятов бактерий осуществляли высевами образцов 
материалов, отобранных методом смывов с поверх-
ностей оборудования на РС МКС и в больничной 
лаборатории для отбора проб крови, на плотные 
питательные среды, такие как мясо-пептонный 
агар с 1% глюкозы и бульон сусло-агар [7, 8]. Из 
первичных изолятов были получены чистые куль-
туры спорообразующих бактерий. Затем исследо-
вали морфологические, культуральные и физио-
лого-биохимические признаки соответствующих 
штаммов. Определяли такие свойства выделенных 
бактерий, как форма и диаметр клеток, образова-
ние эндоспор, окраска по Граму, отношение к кис-
лороду, способность синтезировать каталазу и ок-
сидазу, образование кислоты при сбраживании 
глюкозы, гидролиз крахмала, восстановление нит-
ратов и некоторые другие физиологические и био-
химические признаки. По сумме фенотипических 
признаков с использованием соответствующих ру-
ководств [9] осуществлена дифференциация ис-
следуемых штаммов от бактерий сходных родов, 
образующих эндоспоры, что позволило предполо-
жительно отнести 13 штаммов спорообразующих 
бактерий к роду Bacillus. 

Идентификация штаммов с помощью ана-
лиза гена 16S рРНК. Все штаммы спорообразую-
щих бактерий, выделенные из проб, полученных 
из РС МКС и больничной лаборатории, на основа-
нии анализа последовательностей 16S рРНК были 
отнесены к роду Bacillus (табл. 1). При этом 
штаммы, выделенные из больничной лаборато-
рии, были определены до вида как Bacillus cereus 
HSA01, Bacillus cereus HSA03, Bacillus cereus HSA12, 
B. subtilis HSA06, B. amyloliquefaciens HSA09. В то же 
время штаммы бацилл, выделенные из проб, до-
ставленных с РС МКС, идентифицировать до кон-
кретного вида с помощью анализа 16S рРНК не уда-
лось, так как последовательности гена 16S рРНК у 
этих штаммов оказались одновременно близки к 
нескольким видам рода Bacillus. Эти космические 
штаммы были обозначены как Bacillus sp. LR2HG21, 
Bacillus sp. HEP3B2, Bacillus  sp. PWN2D, Bacillus sp. 

DLA64, Bacillus sp. SE15, Bacillus sp. SE21, Bacillus sp. 
SE171, Bacillus sp. SE192 (см. табл. 1). 

Идентификация штаммов с помощью 
MALDI-TOF. Дальнейшую идентификацию штам-
мов бактерий, по сумме признаков, предположи-
тельно отнесённых к роду Bacillus, осуществляли 
методом масс-спектрометрии MALDI-TOF [10]. Все 
13 штаммов бактерий — 8 штаммов, выделенных 
с РС МКС и 5 штаммов, полученных с больничной 
лаборатории, с использованием масс-спектро-
метрии, были отнесены к роду Bacillus. Штаммы 
из РС МКС Bacillus sp. LR2HG21 и Bacillus sp. DLA64 
идентифицированы до вида как B. cereus LR2HG21 
и B. subtilis DLA64 соответственно (см. табл. 1). Три 
штамма бацилл из больничной лаборатории — 
HSA01, HSA03, HSA12 идентифицированы, как и 
методом анализа гена 16S рРНК, до вида как B. ce-
reus HSA01, HSA03, HSA12, а штаммы HSA06 и 
HSA09 — как B. subtilis HSA06 и B. amyloliquefaciens 
HSA09, соответственно (см. табл. 1).  

Определение чувствительности к антибио-
тикам. У выделенных с РС МКС и больничной 
лаборатории штаммов бацилл изучали устойчи-
вость к действию ряда антибиотиков диско-диф-
фузионным методом [11]. В последнем выпуске 
EUCAST 2023 [11] присутствуют критерии интер-
претации для оценки устойчивости бактерий Ba-
cillus spp. с помощью диско-диффузионного ме-
тода для таких антибиотиков, как имипенем, 
меропенем, ципрофлоксацин, левофлоксацин, 
норфлоксацин, ванкомицин, эритромицин, клин-
дамицин и линезолид, поэтому именно эти анти-
биотики были использованы в нашей работе. По 
размерам зон подавления роста бактерии соот-
ветствующим антибиотиком этот штамм можно 
было отнести к категориям чувствительный (S) 
или резистентный (R), в соответствии с табли-
цами, представленными в EUCAST 2023.  

Изучение устойчивости к перечисленным 
антибиотикам 13 штаммов бактерий рода Bacil-
lus, выделенных из РС МКС и больничной лабо-
ратории, показало, что семь из них проявляют 
резистентность к первому из исследуемых анти-
биотиков — имипенему (см. табл. 1). К следую-
щему антибиотику меропенему большинство 
штаммов чувствительны и только два штамма, 
выделенные из РС МКС, устойчивы — LR2HG21 
и SE171. К таким антибиотикам, как ципрофлок-
сацин, левофлоксацин и норфлоксацин про-
явили устойчивость только один штамм, полу-
ченный из РС МКС — LR2HG21 и три штамма 
бацилл, выделенных из больничной лаборато-
рии — HSA01, HSA03, HSA12 (см. табл. 1). Все 
13 штаммов из РС МКС и больничной лаборато-
рии оказались чувствительными к ванкомицину 
и клиндамицину. К эритромицину проявили ре-
зистентность только три штамма из РС МКС — 
SE15, SE21 и SE171 (см. табл. 1). К последнему ан-
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тибиотику линезолиду показали устойчивость 
три штамма из больничной лаборатории — 
HSA01, HSA03, HSA12 (см. табл. 1). 

Полногеномное секвенирование и определе-
ние наличия генов устойчивости. Проведение 
полногеномного секвенирования позволило 
прежде всего уточнить или определить система-
тическое положение штаммов бацилл, проявив-
ших устойчивость к антибиотикам (см. табл. 1). 
Этим методом подтверждена принадлежность 
штаммов LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 к 
условно-патогенному виду B. cereus, установлен-
ная ранее анализом 16S рРНК и методом MALDI-
TOF (табл. 2). Было осуществлено полногеномное 
секвенирование прежде всего условных патоге-
нов B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12, а 
также некоторых других штаммов, проявивших 
устойчивость к имипенему, меропенему, ципроф-
локсацину, левофлоксацину, норфлоксацину 
эритромицину и линезолиду, с целью определе-
ния наличия генов устойчивости к перечислен-
ным антибиотикам (см. табл. 2). Таким образом, 
в результате использования методов анализа гена 
16S рРНК, MALDI-TOF и полногеномного секве-
нирования установлено, что из 13 штаммов ба-
цилл по четыре принадлежат к видам B. cereus и 
B. subtilis, три — к B. safensis и два — к B. amylo-
liquefaciens. При этом три из четырёх штаммов B. 
cereus- HSA01, HSA03, HSA12 были выделены с по-
верхности оборудования больничной лаборато-
рии (см. табл. 2). 

С использованием диско-диффузионного ме-
тода показана устойчивость B. cereus LR2HG21, 
B. safensis HEP3B2, B. subtilis SE171, B. safensis SE192, 
B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, B. cereus HSA12 к 
бета-лактамному антибиотику имипенему, а у 
двух из этих штаммов — B. cereus LR2HG21 и B. sub-
tilis SE171 ещё и к бета-лактамному антибиотику 
меропенему (см. табл. 1). Как известно, бета-лак-
тамные антибиотики действуют путём ингибиро-
вания транспептидаз — ферментов, которые уча-
ствуют в биосинтезе клеточных стенок бактерий, 
а β-лактамазы бактерий инактивируют бета-лак-
тамные антибиотики путём гидролиза их бета-
лактамного кольца. На основе данных полноге-
номного секвенирования штаммов бацилл с 
использованием базы данных по устойчивости к 
антибиотикам CARD [13] установлено наличие в 
геномах большинства штаммов, резистентных к 
имипенему — B. cereus LR2HG21, B. safensis SE192, 
B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, B. cereus HSA12, 
гена TEM-116, кодирующего устойчивость бакте-
рий к бета-лактамным антибиотикам (см. табл. 2). 
Ген TEM-116 кодирует β-лактамазу расширенного 
спектра действия (БЛРС). Этот фермент обуслав-
ливает резистентность бактерий к таким бета-
лактамным антибиотикам, как монобактамы, пе-
нициллины, цефалоспорины, карбапенемы 
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Таблица 2. Гены резистентности к антибиотикам, обнаруженные у штаммов бактерий рода Bacillus с исполь-
зованием базы данных CARD [13] 
Table 2. Antibiotic resistance genes detected in Bacillus strains using the CARD database [13] 
Идентификация           Ген                 Кодирует действие                                      Механизм действия                        Ссылка 
штаммов                                                     на классы антибиотиков 
на основании 
полногеномного 
секвенирования                                      
B. cereus LR2HG21  TEM-116              Монобактамы, цефалоспорины,      Инактивация антибиотика           [13–17] 
                                                                      пенамы, пенемы                                          
                                       APH(3’)-IIa         Цефалоспорины, пенициллины       Инактивация антибиотика               [13] 
                                       BcII                        Цефалоспорины, пенамы                     Инактивация антибиотика        [13, 18, 20] 
B. subtilis SE15         ykkD                      Аминогликозиды, тетрациклины,   Эффлюкс                                                    [13] 
                                                                      фениколовые антибиотики                  
                                       ykkC                      Аминогликозиды, тетрациклины,    Эффлюкс                                                    [13] 
                                                                      фениколовые антибиотики                  
                                       Blt                          Фторхинолоны, дезинфицирую-      Эффлюкс                                                    [13] 
                                                                      щие средства и антисептики                
                                       B. subtilis            Пептидные антибиотики                       Изменение мишени                             [13] 
                                                                                                                                                   антибиотика                                                  
                                       mphK                    Макролиды                                                   Инактивация антибиотика    [13, 17, 24–26] 
                                       tmrB                      Нуклеозиды                                                 Снижение проницаемости                [13] 
                                                                                                                                                   антибиотика                                                  
                                       aadK                     Аминогликозиды                                       Инактивация антибиотика               [13] 
                                       vmlR                     Линкозамиды, стрептограмин,         Защита мишени действия                 [13] 
                                                                      стрептограмин А, оксазолидинон,  
                                                                      феникол, плевромутилин                      
                                       catA1                     Фениколовые антибиотики                 Инактивация антибиотика               [13] 
                                       TEM-181              Монобактам, цефалоспорин,              Инактивация антибиотика               [13] 
                                                                      пенам, пенем                                                 
B. subtilis SE171       ykkC                      Аминогликозиды, тетрациклины,   Эффлюкс                                                    [13] 
                                                                      фениколовые антибиотики                  
                                       ykkD                      Аминогликозиды, тетрациклины,   Эффлюкс                                                    [13] 
                                                                      фениколовые антибиотики                  
                                       Blt                          Фторхинолоны, дезинфицирую-      Эффлюкс 
                                                                      щие средства и антисептики                                                                                             
                                       aadK                     Аминогликозиды                                       Инактивация антибиотика                    
                                       mphK                    Макролиды                                                   Инактивация антибиотика    [13, 17, 24–26] 
                                       tmrB                      Нуклеозиды                                                 Снижение проницаемости                [13] 
                                                                                                                                                   антибиотиков                                               
                                       B. subtilis            Пептидные антибиотики                       Изменение мишени                              [13] 
                                       mprF                                                                                                  антибиотика 
                                       vmlR                     Линкозамиды, стрептограмин,         Защита мишени действия                 [13] 
                                                                      стрептограмин А, оксазолидинон,  
                                                                      феникол, плевромутилин                      
                                       APH(3’)-IIa         Аминогликозиды                                       Инактивация антибиотика               [13] 
B. safensis SE192      TEM-116              Монобактамы, цефалоспорины,      Инактивация антибиотика           [13–17] 
                                                                      пенамы, пенемы                                          
                                       APH(3’)-IIa         Аминогликозидные антибиотики    Инактивация антибиотика               [13] 
B. cereus HSA01        TEM-116              Монобактамы, цефалоспорины,      Инактивация антибиотика           [13–17] 
                                                                      пенамы, пенемы                                          
                                       APH(3’)-IIa         Аминогликозидные антибиотики    Инактивация антибиотика               [13] 
                                       FosBx1                  Антибиотики группы производных Инактивация антибиотика               [13] 
                                                                      фосфоновой кислоты                              
                                       BcI                          Цефалоспорины, пенемы                     Инактивация антибиотика    [13, 14, 18, 19] 
                                       BcII                        Цефалоспорины, пенемы                     Инактивация антибиотика        [13, 18, 20] 
B. cereus HSA03        FosBx1                  Антибиотики группы производных Инактивация антибиотика               [13] 
                                                                      фосфоновой кислоты                              
                                       TEM-116              Монобактамы, цефалоспорины,      Инактивация антибиотика           [13–17] 
                                                                      пенамы, пенемы                                          
                                       APH(3’)-IIa         Аминогликозидные антибиотики    Инактивация антибиотика               [13] 
                                       BcI                          Цефалоспорины, пенемы                     Инактивация антибиотика    [13, 14, 18, 19] 
                                       BcII                        Цефалоспорины, пенемы                     Инактивация антибиотика        [13, 18, 20] 
B. cereus HSA12        TEM-116              Монобактамы, цефалоспорины,      Инактивация антибиотика           [13–17] 
                                                                      пенамы, пенемы                                          
                                       APH(3’)-IIa         Аминогликозидные антибиотики    Инактивация антибиотика               [13] 



путём их гидролиза. При выявлении продуцентов 
БЛРС препаратами выбора обычно служат бета-
лактамы группы карбапенемов — имипенем и ме-
ропенем. Ранее считали, что ген TEM-116 встре-
чается преимущественно у грамотрицательных 
бактерий, расположен на плазмидах, и может пе-
редаваться путём конъюгации между грамотри-
цательными видами бактерий [14, 15]. Однако ген 
TEM-116 обнаружен и у многих грамположитель-
ных бактерий, в том числе у некоторых видов Ba-
cillus — B. subtilis, B. simplex, B. thuringiensis, B. vele-
zensis [13, 16, 17]. Важно отметить, что у бацилл 
ген TEM-116 может присутствовать на хромосоме 
или на мобильных элементах плазмидах, поэтому 
способен передаваться с помощью плазмид не 
только от штамма к штамму, но, вероятно, и через 
видовой барьер от вида к виду [16, 17]. 

У B. cereus HSA01 и B. cereus HSA03, выделен-
ных из больничной лаборатории и проявивших 
устойчивость к бета-лактаму имипенему 
(см. табл. 1) с помощью полногеномного секве-
нирования выявлено наличие генов BcI и BcII 
(см. табл. 2). У штамма B. cereus LR2HG21, рези-
стентного к имипенему и меропенему, секвени-
рование показало наличие только гена BcII 
(см. табл. 2). Ген BcI кодирует сериновую β-лакта-
мазу I B. cereus класса А группы 2А по классифи-
кации K. Bush и G. A. Jacoby [14, 18], гидролизую-
щую ряд пенициллинов, цефалоспоринов, 
карбапенемов у B. amyloliquefaciens, B. anthracis, 
B.  cereus, B. halotolerans, B. subtilis, B. tequilensis, 
B. thuringiensis, B. velezensis [13]. Роль β-лактамазы I 
в гидролизе пенициллинов и цефалоспоринов 
была впервые изучена у B. cereus 569/H/9 [19]. Ген 
BcII B. cereus кодирует β-лактамазу II, которая 
представляет собой термостабильный маннан-
связывающий лектин [18], расщепляющий боль-
шое количество пенициллинов, цефалоспоринов, 
карбапенемову B. anthracis, B. cereus, B. thuringien-
sis [13]. Впервые β-лактамаза II изучена у Bacillus 
cereus 5/B/6. Она представляет собой металло-
бета-лактамазу цинка [20]. 

Фторхинолоны, которые содержат атом 
фтора в своей химической структуре, эффек-
тивны как против грамотрицательных, так и 
грамположительных бактерий. Одним из наибо-
лее широко используемых антибиотиков из этой 
группы во всём мире является ципрофлокса-
цин [21]. Резистентность к фторхинолонам (хино-
лоны 3-го поколения) ципрофлоксацину, левоф-
локсацину и норфлоксацину обнаружена у всех 
штаммов B. cereus — LR2HG21, HSA01, HSA03, 
HSA12 (см. табл. 1). Однако генов устойчивости к 
этим антибиотикам у перечисленных штаммов 
методом полногеномного секвенирования в базе 
данных CARD обнаружить не удалось (см. табл. 2). 
Для объяснения резистентности к фторхиноло-
нам следует рассмотреть механизм действия этих 

антибиотиков на клетки бацилл [21]. Мишенью 
действия фторхинолонов у грамположительных 
бактерий являются два фермента из группы то-
поизомераз — топоизомераза II (ДНК-гираза) и 
топоизомераза IV. Эти ферменты обладают спо-
собностью увеличивать или уменьшать степень 
раскручивания ДНК, что важно для таких про-
цессов, как репликация ДНК, сегрегация хромо-
сом, транскрипция и рекомбинация. Ингибиро-
вание функции топоизомераз приводит к гибели 
бактериальной клетки (бактерицидный эффект) 
в результате конформационных изменений в мо-
лекуле бактериальной ДНК и нарушения её нор-
мальной репликации [21, 22]. Основной механизм 
резистентности к фторхинолонам у грамположи-
тельных бактерий связан с мутациями в генах 
gyrA и parC, кодирующих GyrA и ParC субъеди-
ницы ферментов (quinolone-resistence-determining 
region) ДНК-гиразы и топоизомеразы, соответ-
ственно [21, 22]. При этом, чем больше мутаций 
присутствует в этих двух генах, тем выше уровень 
устойчивости к фторхинолонам. Резистентностъ 
бактерий к фторхинолонам развивается относи-
тельно медленно. Одиночные мутации возникают 
с частотой 10–7–10–11. При отсутствии контакта пре-
парата с микробной клеткой спонтанные му-
танты нередко вновь становятся чувствитель-
ными. Другой механизм резистентности бактерий 
к фторхинолонам связан с нарушением процесса 
проникновения антибиотика в клетку через по-
риновые каналы. Кроме этого, резистентность 
может быть связана также с активацией эф-
флюксных белков, которые выводят фторхино-
лоны из клетки [23]. При развитии резистентно-
сти в результате нарушения транспорта 
препарата в клетки через пориновые каналы или 
при активном его оттоке из клетки в результате 
эффлюкса, устойчивость может носить пере-
крёстный характер с другими антибиотиками — 
бета-лактамами, аминогликозидами и другими, 
для которых подобные процессы также имеют 
важное значение [23]. 

У B. subtilis SE15, B. safensis SE21 и B. subtilis 
SE171, выделенных из РС МКС, обнаружена ре-
зистентность к эритромицину (см. табл.1). Дей-
ствие эритромицина заключается в связывании 
с 23S рРНК 50S субъединицы рибосомы, что на-
рушает образование пептидных связей между мо-
лекулами аминокислот и блокирует синтез бак-
териальных белков. Известно несколько 
механизмов устойчивости бактерий к эритроми-
цину. Это снижение внутриклеточной концент-
рации антибиотика за счёт действия эффлюкс-
ных насосов, модификация рибосом в результате 
метилирования 23S рРНК метилтрансферазами 
семейства Erm, мутации в 23S рРНК, защита ри-
босом в результате связывания с ними АТФ-свя-
зывающих кассетных белков MsrE, фермента-
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тивно катализируемая модификация антибио-
тика макролид-фосфотрансферазами (Mphs) и 
макролид-эстеразами (Eres), метилирование 23S 
рРНК Erm-метилтрансферазами [24]. В результате 
полногеномного секвенирования трёх штаммов 
бацилл, показавших усойчивость к эритроми-
цину (см. табл. 1), у двух из них — B. subtilis SE15 и 
B. subtilis SE171 обнаружен ген mphK, кодирую-
щий хромосомную макролид-фосфотрансферазу 
у B. subtilis [13, 25]. Ген mphK является гомологом 
кодируемых хромосомами макролид-фосфотран-
сфераз (Mphs), которые инактивируют 14- и 
15-членные макролиды — эритромицин, кларит-
ромицин, азитромицин у B. cereus, B. thuringiensis, 
B. subtilis, B. anthracis [26]. Ферменты Mphs инак-
тивируют макролид путём его модификации фос-
форилированием 2’-ОН незаменимого диметил-
аминосахара, что предотвращает связывание 
антибиотика с рибосомой. У B. subtilis ген mphK 
находится в хромосоме [17]. 

У B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, B. cereus 
HSA12, выделенных из больничной лаборатории, 
обнаружена резистентность к линезолиду 
(см. табл. 1), используемому для лечения некото-
рых бактериальных инфекций у людей, таких как 
стрептококковая инфекция и MRSA. Линезолид 
обладает бактериостатической активностью за 
счёт ингибирования синтеза бактериальных бел-
ков в результате его связывания с 23S рРНК 50S 
субъединицы рибосомы. Это предотвращает фор-
мирование комплекса инициации, состоящего из 
субъединиц рибосом и N-формилметионин тРНК, 
что прерывает процесс трансляции и синтеза 
белка [21]. При этом полногеномное секвениро-
вание резистентных к линезолиду штаммов бак-
терий (см. табл. 1, 2) не показало наличия гена 
устойчивости к этому антибиотику, которым яв-
ляется ген cfr. Этот ген получил своё название 
ввиду того, что его наличие приводит к развитию 
устойчивости к хлорамфениколу и флорфени-
колу (cfr – chloramphenicol-florfenicol resistance). 
Кроме устойчивости к хлорамфениколу и флор-
фениколу, штаммы-носители этого гена также 
устойчивы к линкозамидам (клиндамицину и 
линкомицину) и линезолиду. Ген cfr кодирует 
РНК-метилтрансферазу, в результате функциони-
рования которой происходит синтез фермента 
метилазы, модифицирующего бактериальную 
рибосому и в результате препятствующему свя-
зыванию с ней линезолида, что приводит к воз-
никновению устойчивости [27, 28]. Гены cfr обна-
ружены у многих клинических изолятов, 
устойчивых к линезолиду. Однако известно, что 
резистентность к данному антибиотику может 
обеспечиваться не одним, а несколькими меха-
низмами. К устойчивости к линезолиду у B. cereus 
HSA01, HSA03, HSA12 могли привести мутации в 
генах 23S рРНК [29] и мутации в генах rplC, rplD, 

кодирующих рибосомальные белки [30]. У грам-
положительных Enterococcus faecalis и Enterococcus 
faecium механизм устойчивости к линезолиду 
обеспечивается наличием плазмидного гена 
optrA, кодирующего транспортную эффлюксную 
систему АВС, способную выводить из микробной 
клетки оксазолидиноны, к которым относится и 
линезолид [31]. 

В табл. 2 включены также гены резистент-
ности, обнаруженные у исследованных видов 
бацилл в комплексной базе данных по устой-
чивости к антибиотикам CARD [13] и кодирую-
щие устойчивость к препаратам, не использо-
вавшимся в данном исследовании. Наличие 
этих генов подтверждает наличие у этих штам-
мов бацилл МЛУ. 

Обсуждение результатов 
Результаты исследований показали, что на РС 

МКС и в больничной лаборатории выявлены 
13 штаммов рода Bacillus, принадлежащих к 4 ви-
дам — B. cereus, B. subtilis, B. safensis, B. amylolique-
faciens. Вероятно, штаммы этих видов обладают 
наибольшей устойчивостью к средствам борьбы 
с ними как в условиях РС МКС, так и больничной 
лаборатории, с учётом того, что на РС МКС, в от-
личие от лаборатории, не применяется УФ-облу-
чение и аэрозольные антисептики [4]. При этом 
как в РС МКС, так и в лаборатории выявлены 
штаммы B. cereus, являющегося наиболее опас-
ным для человека, за исключением B. anthracis, 
видом бацилл, формирующим особую группу, 
включающую B. cereus, B. thuringiensis, B. weihen-
stephanensis, B. mycoides и B. anthracis и вызываю-
щим такие заболевания, как пищевые отрав-
ления, диарея, эндокардит, менингит, сепсис и 
другие формы генерализованной бактериальной 
инфекции, часто связанные с использованием 
внутрисосудистых катетеров и инъекций [5, 6, 32]. 
Исследование 41 штамма B. cereus, выделенного 
в цехах сборки четырёх предстартовых космиче-
ских аппаратов, показало наличие в их геномах 
четырёх генов энтеротоксинов hlbC, cytK, nheA и 
entFM и двух генов рвотного токсина ces и CER [33]. 
Диарейная патогенность обнаружена у 90,2% (37 
из 41) штаммов B. cereus, которые имели один или 
более генов энтеротоксина. При этом 32, 7, 85 и 
42% штаммов содержали гены энтеротоксинов 
hlbC, cytK, nheA и entFM, соответственно, в хромо-
сомной или плазмидной ДНК. Ген рвотного ток-
сина ces был обнаружен в плазмидной ДНК около 
8% штаммов B. cereus, выделенных из предстар-
товых космических аппаратов [33]. 

Полученные данные показали, что штаммы 
бактерий рода Bacillus могут обладать МЛУ — ре-
зистентностью к нескольким структурно и функ-
ционально не родственным антибиотикам 
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(см. табл. 1). При этом устойчивость к антибиоти-
кам, определённым перечнем EUCAST 2023 для ба-
цилл [11], у B. cereus, B. subtilis и других видов может 
обеспечиваться одним или несколькими механиз-
мами, действующими одновременно, поэтому вы-
явить преобладающий механизм резистентности 
бывает сложно [1, 22, 23]. Так, набор возможных 
механизмов устойчивости бацилл к эритромицину 
включает действие эффлюксных насосов, моди-
фикацию рибосом в результате метилирования 
23S рРНК метилтрансферазами семейства Erm, му-
тации в 23S рРНК, защиту рибосом в результате 
связывания с ними АТФ-связывающих кассетных 
белков MsrE, ферментативно катализируемую мо-
дификацию антибиотика макролид-фосфотран-
сферазами (Mphs) и макролид-эстеразами (Eres), 
метилирование 23S рРНК Erm-метилтрансфера-
зами [24]. В результате полногеномного секвени-
рования трёх штаммов бацилл, показавших устой-
чивость к эритромицину (см. табл. 1), у двух из 
них — B. subtilis SE15 и B. subtilis SE171 обнаружен 
ген mphK, кодирующий хромосомную макролид-
фосфотрансферазу у B. subtilis [25, 13]. Однако у 
этих штаммов SE15 и SE171 не исключено действие 
и других, из перечисленных выше механизмов ре-
зистентности к эритромицину. Набор механизмов 
устойчивости к антибиотикам у бацилл может уве-
личиваться в результате горизонтального пере-
носа генов, как это может быть в случае с геном 
TEM-116, кодирующим β-лактамазу расширенного 
спектра действия [16, 17] или генами BcI и BcII, 
обеспечивающими резистентность к имипенему 
и меропенему [34, 35], которые могут находиться 
не только в бактериальной хромосоме, но и в плаз-
мидах и передаваться другим штаммам. 

Однако, кроме перечисленных механизмов 
устойчивости к различным антибиотикам, необхо-
димо учитывать и мутации генов, которые часто 
являются основным механизмом резистентности 
к фторхинолонам, линезолиду и другим антибио-
тикам у грамположительных бактерий [21–23, 29, 
30]. Мутации (аминокислотные замены, делеции, 
инсерции) происходят в генах, кодирующих ми-
шени действия антибиотиков, белки системы эф-
флюкса, пориновых каналов [21–23, 31]. 

Считают, что космические штаммы приобре-
тают в космосе повышенную устойчивость к анти-
биотикам в результате воздействия микрограви-
тации, космического излучения, высушивания [3, 
5]. В частности, условия космического полёта могут 
повысить устойчивость B. cereus к антибиоти-
кам [32]. Эти изменения клинических свойств бак-
терий в течение полёта могут создать проблемы 
при выборе антибиотиков для лечения заболева-
ний, вызванных B. cereus и некоторыми другими 
видами бацилл. Но и больничная лаборатория для 
отбора крови также способствует появлению ре-
зистентных бактерий, поскольку через неё посто-

янно проходит поток пациентов, в том числе часто 
подвергающихся бесконтрольному лечению анти-
биотиками и поэтому способствующих появлению 
устойчивых форм [1, 2]. Результаты исследований 
показали (см. табл. 1), что все 4 штамма B. cereus 
проявили резистентность к имипенему, ципроф-
локсацину левофлоксацину, норфлоксацину, а 
больничные B. cereus HSA01, HSA03, HSA12 ещё и к 
линезолиду (см. табл. 1). Полногеномное секвени-
рование позволило выявить ген TEM-116, обуслав-
ливающий резистентность к имипенему и меро-
пенему как у космических штаммов B. cereus 
LR2HG21 и B. safensis SE192, так и у больничных 
штаммов B. cereus HSA01, HSA03, SA12 (см. табл. 2). 
Все земные штаммы B. cereus HSA01, HSA03, HSA12, 
в отличие от космического B. cereus LR2HG21, обла-
дают устойчивостью к линезолиду, а космические 
B. subtilis SE15, B. subtilis SE171 и B. safensis SE21 ре-
зистентностью к эритромицину (см. табл. 1). Од-
нако определить конкретные условия, способ-
ствующие появлению у штамма бактерий 
резистентности к определённому антибиотику, 
очень трудно, поскольку механизмы появления 
устойчивости зависят от многих факторов — мор-
фологических и физиолого-биохимических осо-
бенностей штамма, физико-химических условий 
его пребывания в окружающей среде, наличия и 
концентрации в среде других бактерий с опреде-
лёнными свойствами, концентрации и длительно-
сти воздействия на него антисептиков, антибио-
тиков, УФ-облучения, космического излучения и 
других факторов, в том числе антропогенного. 

Заключение 
Исследовали 13 штаммов спорообразующих 

бактерий, из которых восемь получены с поверх-
ностей оборудования РС МКС и пять из больнич-
ной лаборатории для отбора проб крови. Изучение 
морфологических, культуральных и физиолого-
биохимических свойств этих бактерий позволило 
отнести все штаммы к роду Bacillus. Методами ана-
лиза гена 16S рРНК, MALDI-TOF и полногеномного 
секвенирования установлено, что из 13 штаммов 
бацилл по четыре принадлежат к видам B. cereus и 
B. subtilis, три — к B. safensis и два — к B. amylolique-
faciens. При этом три из четырёх штаммов B. cereus 
были выделены с поверхности оборудования боль-
ничной лаборатории. В соответствии с требова-
ниями и нормами EUCAST 2023 изучена устойчи-
вость выделенных бацилл к таким антибиотикам, 
как имипенем, меропенем, ципрофлоксацин, ле-
вофлоксацин, норфлоксацин, ванкомицин, эрит-
ромицин, клиндамицин и линезолид. У семи штам-
мов из 13 обнаружена резистентность к имипенему, 
а у каждого из B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, 
HSA12 — к имипенему, ципрофлоксацину, левоф-
локсацину и норфлоксацину. Кроме того, у B. cereus 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–4 11

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 



HSA01, HSA03, HSA12 из больничной лаборатории 
выявлена устойчивость к линезолиду. К эритро-
мицину проявили устойчивость только B. subtilis 
SE15, B. subtilis SE21 и SE171, выделенные с РС МКС. 
Ни один из 13 штаммов не показал резистентности 
к ванкомицину и клиндамицину. Анализ полного 
генома штаммов бактерий, у которых была обна-
ружена устойчивость к имипенему и меропенему, 
показал, что резистентность к этим антибиотикам 
у B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 и B. safensis 
SE192 обеспечивает ген TEM-116. Кроме TEM-116, у 
B. cereus LR2HG21 устойчивость к имипенему и ме-
ропенему кодирует ген BcII, а у B. cereus HSA01 и B. 
cereus HSA03 резистентность к имипенему обес-
печивают гены BcI и/или BcII. Резистентность к 
эритромицину у B. subtilis SE15 и B. subtilis SE171 ко-
дирует ген mphK. 

Результаты исследования показывают, что осо-
бой проблемой как на МКС, так в условиях боль-
ничной лаборатории является возможность рас-
пространения резистентности к антибиотикам 
путём горизонтального переноса генов [1, 16, 17]. 
Поэтому изучение у бацилл резистентности к ан-
тибиотикам, а также механизмов, генетических де-

терминант и возможностей распространения ре-
зистентности в микробиоме асептических поме-
щений является актуальной задачей, направлен-
ной на обеспечение выбора адекватных методик 
лечения заболеваний, вызываемых бактериями 
рода Bacillus. Это особенно важно в условиях МКС, 
где медицинская помощь ограничена. 
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Характеристика чувствительности штаммов  
вируса Западного Нила 2 генотипа 
к противовирусным препаратам 
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Резюме 
Введение. Ежегодные исследования вируса Западного Нила (ВЗН), циркулирующего на эндемичных территориях, 
необходимы для характеристики его свойств и отслеживания их в динамике. Учитывая отсутствие специфиче-
ской противовирусной терапии при лихорадке Западного Нила (ЛЗН), представляет интерес изучение чувстви-
тельности к лекарственным препаратам, широко используемым в современной практике. Цель исследования — 
изучение чувствительности штаммов вируса Западного Нила, циркулировавших на территории РФ в 
2018–2021 гг., к препаратам, используемым для лечения вирусных инфекций. Материал и методы. Чувстви-
тельность штаммов ВЗН определяли к препаратам рибавирин, риамиловир, умифеновир с использованием 
культуры клеток Vero. Результаты и обсуждение. Изучение чувствительности штаммов ВЗН, циркулировавших 
на территории РФ в 2018–2021 гг., к терапевтическим препаратам, используемым для лечения вирусных инфек-
ций, показало их гетерогенность по этому признаку. Так, 5 штаммов (WNV_ Volgograd_601/18, Volgograd_723/18, 
Volgograd_830/18, Voronezh_794/21, Astrachan_962/21) из 10 исследуемых характеризовались некоторыми отли-
чиями в устойчивости к рибавирину и риамиловиру. При сравнении показателей устойчивости к препаратам 
группы штаммов ВЗН «старого» геноварианта с таковыми группы «нового» — статистически значимых разли-
чий не выявлено. Заключение. Дальнейший анализ генома исследуемых штаммов ВЗН позволит установить ге-
нетические особенности, что, возможно, внесёт вклад в установление молекулярных механизмов устойчивости 
к рибавирину, риамиловиру, умифеновиру. 
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Abstract 
Background. Annual studies of West Nile virus (WNV) circulating in endemic areas are necessary to characterize its 
properties and track them over time. Given the lack of specific antiviral therapy for West Nile fever (WNF), it is of interest 
to study sensitivity to drugs widely used in modern practice. The aim of the study is to study the sensitivity of West Nile 
virus strains circulating in the Russian Federation in 2018–2021 to drugs used to treat viral infections. Material and 
methods. The sensitivity of WNV strains to ribavirin, riamilovir, and umifenovir was determined using Vero cell culture. 
Results and discussion. A study of the sensitivity of WNV strains circulating in the Russian Federation in 2018–2021 to 
therapeutic drugs used to treat viral infections showed their heterogeneity in this regard. Thus, 5 strains (WNV_Volgo-
grad_601/18, Volgograd_723/18, Volgograd_830/18, Voronezh_794/21, Astrachan_962/21) out of 10 studied were char-
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Введение 
Вирус Западного Нила (ВЗН) относится к роду 

Flavivirus семейства Flaviviridae, антигенному ком-
плексу японского энцефалита, поддерживается 
в энзоотическом цикле передачи между орнито-
фильными комарами и птицами и является воз-
будителем лихорадки Западного Нила (ЛЗН) [1]. 

С момента своего открытия в 1937 г. ВЗН рас-
пространился за пределы своего первоначаль-
ного географического ареала на все континенты, 
кроме Антарктиды. Первые случаи нейроинва-
зивной формы ЛЗН были зарегистрированы 
среди пожилых людей в Израиле в 1957 г. [2]. На-
чиная с середины 1990-х гг., количество больных 
в мире с тяжёлыми формами болезни постепенно 
увеличивалось. Вспышки менингоэнцефалити-
ческих форм ЛЗН были установлены в Бухаресте 
(Румыния) в 1996 г., в Волгограде (Россия) в 1999 г. 
и Израиле в 2000 г. [3, 4]. В 2022 г. в странах Евро-
пейского союза зарегистрирован 1201 случай 
ЛЗН, в США — 1035 случаев (из них 79 летальных, 
общая доля нейроинвазивных форм соста-
вила 71%), в Российской Федерации — 33 случая 
(15% — нейроинвазивные формы) [5]. 

Наиболее часто упоминаемые факторы риска 
для развития заболевания в тяжёлой форме — 
пожилой возраст, подавление иммунитета и хро-
нические заболевания, включая гипертонию, 
диабет и хроническую почечную недостаточность 
[6]. В исследовании M. S. Nolan и соавт. [7] от-
мечено, что в ряде случаев нейроинвазивная 
форма ЛЗН может сопровождаться развитием 
хронической болезни почек. Основную часть лю-
дей, обратившихся в медицинские учреждения 
за специализированной помощью, составляют 
пациенты с нейроинвазивной формой ЛЗН, по-
жилые и дети — группы, особенно нуждающиеся 
в этиотропном лечении. 

В настоящее время в России отсутствуют кли-
нические рекомендации для лечения лихорадки 
Западного Нила, однако существует нормативный 
документ, регламентирующий тактику терапии 
детей с вирусными энцефалитами — «Федераль-
ные клинические рекомендации (протоколы) по 
диагностике и лечению вирусных энцефалитов у 
детей», в котором показано использование риба-
вирина в дозировке 10 мг/кг/сут [8]. Специфиче-
ские препараты для терапии пациентов с ЛЗН не 

разработаны. Поэтому для лечения пациентов с 
ЛЗН применяется симптоматическая терапия и, 
как правило, популярные препараты, зарекомен-
довавшие себя как противовирусные средства в 
отношении возбудителей других инфекций. Со-
гласно данным литературы, риамиловир и уми-
феновир являются эффективными препаратами 
при терапии COVID-19, гриппа, острых респира-
торных инфекций, гепатитов B и C, болезни, вы-
званной вирусом Эбола, лихорадки Ласса, вези-
кулярного стоматита и полиомиелита [9–11]. 
Рибавирин обладал противовирусным действием 
в отношении РНК- и ДНК-вирусов in vitro, вклю-
чая вирусы гепатита С, денге, жёлтой лихорадки, 
японского энцефалита и лихорадки Ласса [12, 13]. 
В связи с этим данные препараты были взяты в 
исследование в качестве средств, снижающих ви-
русную концентрацию. 

Согласно выполненным ранее исследованиям, 
проведённым сотрудниками Референс-центра по 
мониторингу за возбудителем лихорадки Запад-
ного Нила ФКУЗ Волгоградский научно-исследо-
вательский противочумный институт Роспотреб-
надзора, на основании молекулярно-генетической 
характеристики и филогенетического анализа 
полногеномных последовательностей изолятов 
ВЗН было установлено, что все штаммы, выделен-
ные на территории РФ в 2018–2021 гг., принадле-
жат ко 2-му генотипу возбудителя. При этом 
штаммы 2018 г. относились к так называемому 
«волгоградскому» варианту ВЗН, циркулирую-
щему на территории Волгоградской области с 
2007 г., и составляли отдельный геновариант 
(«старый» геновариант). Штаммы ВЗН, выде-
ленные в 2021  г., относились к ранее не отме-
чаемому на территории региона геноварианту 
ВЗН второго генотипа и представляли обособ-
ленную группу («новый» геновариант) [5]. В пре-
дыдущих работах нами было выявлено увеличе-
ние сроков манифестации заболевания и 
снижение смертности лабораторных животных 
при их заражении штаммами «нового» генова-
рианта, выделенными в 2021 г., по сравнению 
со штаммами, выделенными в 2018 г. [14]. Пред-
ставляло интерес изучение и других свойств, а 
именно чувствительности к лекарственным 
препаратам, широко используемым в современ-
ной практике. 

acterized by some differences in resistance to ribavirin and riamilovir. No statistically significant differences were re-
vealed when comparing drug resistance indicators of the group of WNV strains of the «old» genovariant with those of 
the «new» group. Conclusion. Further analysis of the genome of the studied WNV strains will allow us to establish genetic 
characteristics, which may contribute to the establishment of molecular mechanisms of resistance to ribavirin, riami-
lovir, and umifenovir. 
 
Keywords: West Nile virus; West Nile fever; strains; antivirals 
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Цель работы — изучение чувствительности 
штаммов вируса Западного Нила, циркулировав-
ших на территории РФ в 2018–2021 гг., к препара-
там, используемым для лечения вирусных инфек-
ций — к рибавирину, риамиловиру, умифеновиру. 

Материал и методы 
Штаммы ВЗН, используемые в работе. В работе исполь-

зовали штаммы ВЗН 2-го генотипа, относящиеся к «старому» 
и «новому» геновариантам, данные представлены в табл. 1. 

Препараты, используемые в работе. Для определения 
чувствительности штаммов ВЗН к противовирусным препа-
ратам использовали рибавирин, риамиловир, умифеновир, 
применяемые для лечения вирусных инфекций (табл. 2). 

Культивирование клеточных линий. Для выращивания 
монослоя культуры клеток Vero использовали среду DMEM 
(«БиолоТ») с добавлением 10% эмбриональной телячьей сы-
воротки (Sigma-Aldrich) и 1% антибиотика/антимикотика 
(Sigma-Aldrich) при 37°С, 5,5% СО₂ и 70% влажности. 

Определение чувствительности штаммов ВЗН к пре-
паратам. При определении чувствительности штаммов ВЗН 
к химиотерапевтическим препаратам был применён методи-
ческий подход из Руководства по проведению доклинических 
исследований лекарственных средств [18]. В работе исполь-
зовали 48-луночные культуральные планшеты. В каждую 
лунку планшета вносили по 150 мкл вируссодержащей сус-

пензии в различной концентрации (от 10–1 до 10–7), затем вно-
сили по 150 мкл поддерживающей среды (DMEM + 2% FBS + 
1% антибиотик), содержащей исследуемые вещества с деся-
тикратным разведением, в конечных концентрациях 100 мМ, 
10 мМ, 1 мМ, 0,1 мМ, 0,01 мМ, 0,001 мМ. Концентрацию вируса 
определяли с использованием контрольных 48-луночных 
планшетов. Через 96 ч оценивали цитотоксические и проти-
вовирусные свойства вещества по степени подавления цито-
патического действия (ЦПД). 

Статистический анализ. Статистическую обработку дан-
ных проводили в программе Microsoft Excel 2010. Вычисляли 
средние арифметические значения, ошибки средних величин, 
дисперсии и доверительные интервалы, использовали t-test 
при уровне значимости р⩽0,05. 

Результаты исследования 
Так как при лечении больных терапевтиче-

ская концентрация препаратов в крови согласно 
инструкции по применению составляет 
0,01–0,021 мМ, этот диапазон отмечен на рисунках 
квадратной рамкой [15, 16]. 

Рибавирин. В результате исследования было 
установлено, что все штаммы ВЗН обладали чув-
ствительностью к 1 мМ и 10 мМ рибавирина. Ри-
бавирин снижал титр инфекционных вирусных 

Таблица 1. Штаммы ВЗН, используемые в работе 
Table 1. WNV strains used in this work 
Наименование штамма    Дата выделения    Источник выделения, вид комаров        Место отлова, субъект РФ 
Volgograd_601/18                         17.10.2018 г.          Culex modestus                                                          Волгоградская область 
Volgograd_723/18                         20.10.2018 г.          Culex pipiens                                                              Волгоградская область 
Volgograd_774/18                         20.10.2018 г.          Culex spp                                                                     Волгоградская область 
Volgograd_829/18                         20.10.2018 г.          Culex pipiens                                                              Волгоградская область  
Volgograd_830/18                         20.10.2018 г.          Culex pipiens                                                              Волгоградская область 
Volgograd_843/21                         27.07.2021 г.          Culex pipiens                                                              Волгоградская область 
Dagestan_751/21                           05.08.2021 г.          Culex pipiens                                                                 Республика Дагестан 
Voronezh_794/21                          11.08.2021 г.          Culex pipiens                                                                Воронежская область  
Urjupinsk_825/21                          11.08.2021 г.          Anopheles maculipennis                                        Волгоградская область 
Astrachan_962/21                         17.08.2021 г.          Culex modestus                                                           Астраханская область 

Таблица 2. Химиотерапевтические препараты, используемые в исследовании 
Table 2. Chemotherapy drugs used in the study 
Препарат                                      Химическая структура      Краткое описание 
Рибавирин                                                                                         Производное пуринового нуклеозида гуанозина,  
(торговое название —                                                                 противовирусный препарат, конкурентный ингибитор  
Рибавирин®)                                                                                     инозинмонофосфатдегидрогеназы, РНК-полимеразы  
                                                                                                                вируса гриппа и гуанилил-трансферазы информационной 
                                                                                                                РНК. Снижает количество внутриклеточного гуанозин 
                                                                                                                трифосфата, а также подавляет синтез вирусной РНК 
                                                                                                                и белка [15]. 
Риамиловир                                                                                      Синтетический аналог пуринового нуклеозида  
(торговое название —                                                                 (гуанозина) с выраженным противовирусным действием. 
Триазавирин®)                                                                                Обладает широким спектром противовирусной активности  
                                                                                                                      в отношении РНК-содержащих вирусов. Ингибитор синтеза  
                                                                                                                вирусных РНК и репликации геномных фрагментов [16]. 
 
Умифеновир                                                                                    Производное азотсодержащего гетероциклического 
(торговое название —                                                                 соединения, противовирусный препарат, препятствует 
Арбидол®)                                                                                          слиянию липидной оболочки вируса и клеточных мембран.  
                                                                                                                Оказывает умеренное иммуномодулирующее действие [17]. 
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частиц исследуемых штаммов ВЗН на 1–6 поряд-
ков (1–6 lg). На рис. 1 представлена корреляция 
титра ВЗН разных геновариантов с концентра-
цией лекарственного средства. 

Было отмечено, что три штамма отличались от 
остальных по анализируемому свойству. Так, 
штамм WNV_Volgograd_830/18 характеризовался 
наибольшей чувствительностью к рибавирину и 
снижал титр инфекционных частиц на два порядка 
при добавлении в среду препарата в концентрации 
0,01 мМ. Штаммы WNV_Volgograd_601/18 и 
WNV_Voronezh_794/21 обладали некоторой устой-
чивостью к рибавирину по сравнению с осталь-
ными штаммами, так как титр вируса этих штам-
мов составлял 3,5 lg даже при нахождении в среде 
препарата в концентрации 10 мМ. 

На рис. 2 показаны средние значения титра 
вирусных частиц различных штаммов, которые 
наблюдались при добавлении в среду рибави-
рина. В целом статистически значимых различий 
между данными показателями для штаммов ВЗН 
«старого» и «нового» геновариантов при дозиров-
ках препарата в минимальной и максимальной 
концентрациях (0,001 и 10 мМ) не выявлено, что 
предполагает отсутствие изменений в этом свой-
стве у патогена, циркулировавшего на террито-

рии РФ с 2018 по 2021 гг. (см. рис. 2). Однако при 
нахождении в среде 0,1 мМ рибавирина штаммы 
«нового» геноварианта оказались более устойчи-
выми по сравнению со штаммами, принадлежа-
щими «старому» варианту. 

Риамиловир. При изучении чувствительно-
сти штаммов ВЗН к риамиловиру была обнару-
жена их устойчивость к препарату. Исследуемые 
штаммы снижали свой титр не более, чем на один 
порядок при добавлении в среду любой концент-
рации риамиловира (рис. 3). Стоит отметить, что 
некоторой чувствительностью обладали штаммы 
WNV_Volgograd_601/18 и WNV_Voronezh_794/21, 
титр вируса которых снизился на один порядок 
при концентрации препарата 0,01 мМ, равной соз-
даваемой в крови при терапии. Наоборот, 
штаммы WNV_Volgograd_723/18 и WNV_Astra-
chan_962/21 не снижали изначальной концент-
рации (107 БОЕ/мл) при добавлении в среду риа-
миловира даже в максимальной дозировке. 

При сравнении средних значений чувстви-
тельности к риамиловиру штаммов ВЗН 2 гено-
типа статистически значимых различий не вы-
явлено (рис. 4). 

Умифеновир. При исследовании действия уми-
феновира было обнаружено, что штаммы ВЗН ока-
зались нечувствительны к лекарственному средству 
в выбранных дозировках (10 мМ–0,001 мМ). Исклю-
чение составил штамм WNV_Volgograd_601/18,  
титр вируса которого при воздействии умифено-
вира снижался (рис. 5). 

Обсуждение 
Ежегодно проводимые мониторинговые ис-

следования возбудителей арбовирусных инфек-

Рис. 1. Снижение концентрации вирусных частиц для 
штаммов ВЗН «старого» и «нового» геноваринтов в 
присутствии рибавирина. 
Fig. 1. Decrease in the concentration of viral particles for 
WNV strains of the «old» and «new» genovariants in the 
presence of ribavirin.

Рис. 2. Тренды средних значений концентрации ви-
русных частиц штаммов ВЗН «старого» и «нового» 
геноваринтов в присутствии рибавирина. 
Fig. 2. Trends in the average concentrations of viral particles 
of WNV strains of the «old» and «new» genovariants in the 
presence of ribavirin.



ций, циркулирующих на эндемичных террито-
риях, необходимы для изучения свойств штаммов 
и анализа динамики этих изменений. 

Изучение чувствительности штаммов вируса 
Западного Нила, циркулирующих на территории 
РФ в 2018–2021 гг., к терапевтическим препаратам, 
используемым для лечения вирусных инфекций, 
показало их гетерогенность по этому признаку. 
Пять штаммов (WNV_Volgograd_601/18, Volgo-
grad_723/18, Volgograd_830/18, Voronezh_794/21, As-
trachan_962/21) из десяти исследуемых характе-
ризовались некоторыми отличиями в 
устойчивости к рибавирину и риамиловиру. Од-
нако статистически значимые средние значения 
показателей чувствительности были установ-
лены лишь к рибавирину в концентрациях 1 и 
10 мМ, которые в 100 и 1000 раз превышали тера-
певтическую в плазме крови при пероральном 
применении препарата (5–11 мкмоль/л) [15]. Раз-
ница между чувствительной и терапевтической 
концентрациями препарата предположительно 
может указывать на низкую эффективность ри-
бавирина при лечении ЛЗН в исследованиях дру-
гих авторов [19]. Аналогичные результаты были 
представлены и в работе J. D. Morrey и соавт. [20], 
в которой рибавирин был активен в отношении 
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Рис. 3. Снижение концентрации вирусных частиц для 
штаммов ВЗН «старого» и «нового» геноваринтов в 
присутствии риамиловира. 
Fig. 3. Decrease in the concentration of viral particles for 
WNV strains of the «old» and «new» genovariants in the 
presence of riamilovir.

Рис. 4. Тренды средних значений концентрации ви-
русных частиц штаммов ВЗН «старого» и «нового» 
геноваринтов в присутствии риамиловира. 
Fig. 4. Trends in the average concentrations of viral particles 
of WNV strains of the «old» and «new» genovariants in the 
presence of riamilovir.

Рис. 5. Тренды средних значений концентрации ви-
русных частиц штаммов ВЗН «старого» и «нового» 
геноваринтов в присутствии умифеновира. 
Fig. 5. Trends in the average concentrations of viral particles 
of WNV strains of the «old» and «new» genovariants in the 
presence of umifenovir.
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ВЗН in vitro только при очень высоких дозах и ма-
лоэффективен in vivo. 

Рибавирин и риамиловир являются аналогами 
пуринового нуклеозида (гуанозина), ингибируют 
синтез вирусных РНК и широко используются для 
лечения различных вирусных заболеваний [15, 16]. 
Изменение чувствительности вируса к препарату 
может быть обусловлено мутациями. В аналогич-
ных исследованиях, посвящённых изучению устой-
чивости вирусов к препаратам — аналогам нуклео-
зидов, в их геномах был выявлен ряд мутаций в 
различных генах. Так, согласно данным G. Zou и со-
авт. [21], замена гуанина на аденин в 6871 положе-
нии (соответствует участку РНК между NS4A и 
NS4B) генома ВЗН увеличивала скорость его ре-
пликации, что обеспечивало устойчивость к лико-
рину. В исследовании M. Qing и соавт. [22] в резуль-
тате секвенирования геномов штаммов вируса денге, 
устойчивых к бреквинару, были обнаружены мута-
ции в генах, кодирующих капсидный белок и NS5, 
которые повышали эффективность сборки/высво-
бождения вирионов и активность вирусной поли-
меразы, соответственно. 

Заключение 
Со дня открытия возбудителя ЛЗН прошло 

86 лет, однако до сих пор не разработаны специ-

фические химиотерапевтические препараты для 
лечения данного заболевания. Обнаружение 
штаммов с изменённой чувствительностью к по-
пулярным и широко применяемым противови-
русным средствам необходимо как компонент мо-
ниторинговых исследований. Дальнейший 
анализ генома исследуемых штаммов ВЗН поз-
волит установить генетические особенности, что, 
возможно, внесёт вклад в установление молеку-
лярных механизмов устойчивости к используе-
мым в клинической практике препаратам. 
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Сравнительный анализ противовирусной активности 
различных препаратов на основе  
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Резюме 
Введение. Пандемия COVID-19, вызванная коронавирусом SARS-CoV-2, унесла миллионы жизней по всему миру. В 
связи с этим актуальной задачей стал поиск эффективных препаратов, в том числе перепрофилирование уже су-
ществующих. Многообещающая стратегия лечения, по-видимому, заключается в нарушении препаратами репро-
дукции вируса. РНК-зависимая РНК-полимераза (RdRp) является центральной субъединицей процесса синтеза 
РНК для всех РНК-вирусов с положительной цепью и поэтому является привлекательной мишенью для противо-
вирусных ингибиторов. Цель работы — экспериментальное изучение противовирусной активности различных 
препаратов на основе 6-фтор-3-гидрокси-2-пиразинкарбоксамида (фавипиравир) in vitro и in vivo в отношении ко-
ронавируса SARS-CoV-2 (COVID-19). Материал и методы. Эксперименты проводили на постоянной культуре клеток 
почки африканской зелёной мартышки — Vero Cl008. Эффективность препаратов оценивали по подавлению ре-
продукции вируса in vitro. Биологическую активность оценивали титрованием вируссодержащей суспензии в куль-
туре клеток Vero Cl008 по формированию негативных колоний. Использовали сирийских золотистых хомяков, 
перорально инфицированных вирусом SARS-CoV-2, вариант В. Эффективность препарата оценивали по коэффи-
циенту лечебного действия. Результаты. Результаты исследования выявили, что соединения FP-1 и Авифавир в 
диапазоне концентраций 100–400 мкг/мл/ практически полностью подавляют репродукцию вируса SARS-CoV-2, 
показатель ХТИ для препарата FP-1 составил 4, Авифавира — 2. Величина ЕД₅₀ для препарата FP-1 составила 
26 мкг/мл, Авифавира — 36 мкг/мл. Препараты Т-705 и Коронавир выявили противовирусную активность только 
в предельно высоких концентрациях. ХТИ составил 1. На сирийских золотистых хомяках, перорально инфициро-
ванных вирусом SARS-CoV-2 вариант В в дозе 5×10⁵ БОЕ, показано, что применение Авифавира и FP-1 оказывает 
высокую протективную эффективность, Коронавир и Т-705 вызывает умеренное купирование размножения ви-
руса в органе-мишени. По комплексу клинико-вирусологических, биохимических и гематологических показателей 
рассчитаны показатель тяжести течения заболевания (ИТЗ) и коэффициент лечебного действия (КЛД). Для пре-
парата Авифавир ИТЗ составил 0,269; КЛД — 71,3% с вероятностью 99,9%. Заключение. Из изученных соединений 
наиболее высокую противовирусную активность выявили препараты Авифавир и FP–1. 
 
Kлючевые слова: COVID–19; SARS-CoV-2; Vero; in vitro; противовирусная активность; Фавипиравир;  Авифавир; 
FP-1; культура клеток; коэффициент лечебного действия 
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Введение 
Стратегия лекарственной терапии вирусных 

инфекций направлена на использование проти-
вовирусных веществ избирательного действия, 
полученных в результате направленного синтеза, 
в том числе биотехнологическими методами, и на-
целенных на блокирование одной или нескольких 
стадий вирусной репликации. Достижения моле-
кулярной биологии вирусов позволили выявить 
общие пути направленного вмешательства в ре-
продукцию возбудителей, найти основные ми-
шени, на которые нацелены противовирусные ве-
щества. Многообещающая стратегия лечения, 
по-видимому, заключается в нарушении препара-
тами репродукции вируса либо через их предпола-
гаемый режим действия (например, ингибирова-
ние РНК-зависимой РНК-полимеразы) или за счёт 
их хорошо описанных нецелевых эффектов (по-
добно беспорядочной связи ингибиторов киназ).  

РНК-зависимая РНК-полимераза (RdRp) яв-
ляется центральной субъединицей процесса син-
теза РНК для всех РНК-вирусов с положительной 
цепью и поэтому является привлекательной ми-
шенью для противовирусных ингибиторов. В 
SARS-CoV-2 nsp12 функционирует как RdRp [1] и 
играет центральную роль в вирусной репликации 

и транскрипции, катализируя синтез вирусной 
РНК с помощью nsp7 и nsp8, которые служат ко-
факторами [2]. Полимераза РНК-вирусов склонна 
к ошибкам репликации, в то время, как её аналог 
ДНК-вирусов не может считать ошибки. Эта вы-
сокая частота мутаций (от 10–3 до 10–5 мутаций / 
нуклеотид / цикл репликации) позволяет РНК-
вирусам лучше адаптироваться к изменениям 
окружающей среды, но также вносит повреж-
дающие мутации, которые нарушают основные 
функции, процесс, называемый летальным му-
тагенезом [3, 4]. В коронавирусах nsp14 выполняет 
функции как 3'-5'-экзорибонуклеазы (ExoN), так 
и гуанин-N7-метилтрансферазы (N7-МТаза). Дей-
ствие на вирусную РНК-зависимую РНК-полиме-
разу оказалось успешной стратегией при лечении 
различных вирусных инфекций [5], но затруднено 
в случае CoV из-за активности ExoN [6, 7]. ExoN 
может гидролизовать РНК, действуя как коррек-
тирующий фермент, способный удалять несов-
падающие нуклеотиды [8]. Важно отметить, что 
каталитический сайт RdRp имеет структурное 
сходство с ns5b RdRp вируса гепатита С (HCV) [9], 
что открывает перспективу использования про-
тивовирусных препаратов ns5b HCV в качестве 
терапии COVID-19. Результаты доклинического 
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Abstract 
Background. The COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 coronavirus, originated in Wuhan, China, has 
claimed millions of lives around the world. In this regard, the search for effective drugs, including the repurposing of 
existing ones, has become an urgent task. A promising treatment strategy appears to be drug disruption of viral re-
production. RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) is the central subunit of the RNA synthesis process for all posi-
tive-strand RNA viruses and is therefore an attractive target for antiviral inhibitors. The aim of this work is an 
experimental study of the antiviral activity of various drugs based on 6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarboxamide (Fa-
vipiravir) in vitro and in vivo against the SARS-CoV-2 coronavirus (COVID-19). Material and methods. The experiments 
were carried out on a permanent culture of African green monkey kidney cells — Vero Cl008. The effectiveness of the 
drugs was assessed by suppressing the reproduction of the virus in vitro. Biological activity was assessed by titration 
of the virus-containing suspension in Vero Cl008 cell culture by the formation of negative colonies. Syrian golden 
hamsters orally infected with the SARS-CoV-2 virus, variant B, were used in the study. The effectiveness of the drug 
was assessed by the coefficient of therapeutic action. Results. The results of the study revealed that the compounds 
FP-1 and Avifavir in the concentration range of 100–400 µg/ml almost completely suppress the reproduction of the 
SARS-CoV-2 virus; the CTI index for the drug FP-1 was 4, for Avifavir it was 2. The ED₅₀ value for FP-1 was 26 µg/ml, 
for Avifavir it was 36 µg/ml. Preparations T-705 and Coronavir revealed antiviral activity only at extremely high con-
centrations. The CTI was 1. During the study on Syrian golden hamsters orally infected with the SARS-CoV-2 virus, 
variant B, at a dose of 5×105 PFU, it was shown that the use of Avifavir and FP-1 has a high protective efficacy, while 
Coronavir and T-705 cause a moderate suppression of virus reproduction in the target organ. According to the complex 
of clinical-virological, biochemical, and hematological indicators, the disease severity index (DSI) and the therapeutic 
index (TI) were calculated. For the drug Avifavir, the DSI was 0.269; the TI was 71.3% with a probability of 99.9%. Con-
clusion. Of the studied compounds, Avifavir and FP-1 showed the highest antiviral activity. 
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исследования показывают, что Тенофовир и Со-
фосбувир, два одобренных противовирусных пре-
парата против ВГС, прочно связываются с RdRp 
SARS-CoV-2 [10]. Таким образом, предполагается, 
что поиск ингибиторов активности ExoN может 
стать будущим направлением для лечения 
COVID-19 [4]. Ряд соединений с доказанным ин-
гибирующим действием на RdRps других вирусов 
были протестированы против SARS-CoV и 
SARS-CoV-2. Анализ данных литературы по кли-
ническому опыту ведения пациентов с атипичной 
пневмонией, связанной с коронавирусами 
SARS-CoV и MERS-CoV позволяют предположить 
возможность применения для этиотропной тера-
пии препарата Рибавирин ((1-β-D-рибофурано-
зил-1,2,4-триазол-3-карбоксамид)), который яв-
ляется противовирусным средством широкого 
спектра. Противовирусный механизм сложен, 
наиболее важными эффектами являются инги-
бирование инозинмонофосфатдегидрогеназы 
клеток человека (IMPDH) монофосфатным про-
изводным препарата и включение рибавирин-
5'-трифосфата в зарождающийся вирусный ге-
ном с помощью RdRp [11]. Рассматриваются 
подходы для лечения SARS-CoV с использова-
нием противовирусных препаратов широкого 
спектра, таких как Фавипиравир и Ремдисивир 
[12], TMPRSS2 [13], ADAM17 [14]. 

Фавипиравир (Avigan™), (T-705), (6-фтор-3-гид-
рокси-2-пиразинкарбоксамид), представляет со-
бой производное пиразинкарбоксамида и аналог 
гуанина, разработанное Toyama Chemical, Япония, 
которое избирательно и эффективно ингибирует 
РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp) РНК-ви-
русов и индуцирует летальные трансверсионные 
мутации РНК, тем самым создавая нежизнеспособ-
ный вирусный фенотип  [15–17]. Фавипиравир — 
это пролекарство, которое активируется фосфори-
бозилированием клеточного фермента до фави-
пиравир-рибофуранозил-5'-трифосфата (фавипи-
равир-RTP) [18]. Фавипиравир подавляет 
репликацию большого количества РНК-вирусов, 
включая вирус гриппа  A, флави-, альфа-, фило-, 
бунья-, арена- и норовирусы, а также вирус Запад-
ного Нила, вирус жёлтой лихорадки, ящур вирус, 
вирус Эбола и вирус Ласса [19, 20]. Фавипиравир-
RTP действует как аналог гуанозина и аденозина, 
его противовирусная активность значительно ин-
гибируется пуриновыми нуклеотидами и нуклео-
зидами, но не пиримидиновыми нуклеотидами. 
Фавипиравир имеет аналогичную структуру, а 
также соответствующий противовирусный спектр 
как Рибавирин, увеличивая количество летальных 
мутаций в вирусном геноме; этот эффект вызывает 
опасения по поводу потенциального тератогенного 
риска [21].  

В открытом неслучайном контролируемом 
исследовании фавипиравир показал высокие 

эффекты лечения COVID-19 с точки зрения про-
грессирования заболевания и вирусного кли-
ренса. Эти результаты являются важной инфор-
мацией для установления стандартных 
рекомендаций по лечению для борьбы с инфек-
цией SARS-CoV-2 [22]. Из-за тератогенности и рис-
ков эмбриотоксичности фавипиравир был одоб-
рен в Японии со строгими правилами для 
использования только в условиях эпидемий [23]. 

Цель работы — экспериментальное изучение 
противовирусной активности различных препа-
ратов на основе 6-фтор-3-гидрокси-2-пиразин-
карбоксамида (фавипиравир) in vitro и in vivo в 
отношении коронавируса SARS-CoV-2 (COVID-19). 

Материал и методы 
Вирус. В работе использовали вирус SARS-CoV-2, вари-

ант  В, полученный в 2020 г. из ФГБУ ГНЦ ВБ «Вектор» Рос-
потребнадзора и хранившийся в Специализированной кол-
лекции ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России.  

Культура клеток и среды. Эксперименты проводили на 
постоянной культуре клеток почки африканской зелёной 
мартышки — Vero Cl008. В качестве ростовой и поддержи-
вающей применяли среду Игла (МЕМ) на солевом растворе 
Хенкса, содержащую, соответственно, 7,5 и 2% фетальной те-
лячьей сыворотки. 

Исследуемый препарат. FP-1 (фавипиравир), синтези-
рованный Институтом органического синтеза им. И. Я. По-
стовского, УрО РАН; Т-705 (Avigan™, фавипиравир), Carbosinth 
Ltd, Япония; Авифавир (фавипиравир), ООО «КРОМИС» Хим-
Рар; Коронавир (фавипиравир), АО «Р-Фарм». 

Лабораторные животные. В работе были использованы 
сирийские золотистые хомяки (массой 50–60 г), полученные из 
филиала «Столбовая» (Московская обл.) ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России. Акклиматизация животных проходила в течение 3 дней.  

Содержание и обслуживание животных осуществляли 
в соответствии с СП №1045 73 по содержанию, обустройству 
вивариев (ГОСТ Р 53434-2009) и Руководству по лабораторным 
животным (2010); Правилами по защите животных. 

Кормление грызунов осуществлялось полноценным гра-
нулированным комбикормом, исключающем необходимость 
введения дополнительных ингредиентов — «Комбикорм для 
содержания крыс, мышей, хомяков». ГОСТ Р 50258-92 ПК-121-
10 ООО «Лабораторкорм», Москва и «Полноценный комбикорм 
для лабораторных животных (для разведения крыс, мышей, 
хомяков) ПК-120-1 847 ООО «Лабораторкорм», Москва. Перед 
вскармливанием корм стерилизуют автоклавированием 
121°С,1,2 АТ, 20 мин.  

Животных инфицировали перорально в дозе 3×10⁵ БОЕ. 
За инфицированными животными наблюдение проводили в 
течение 6 сут, при этом контролировали уровень накопления 
возбудителя в лёгких в начальном периоде инфекции (1 сут), 
на пике инфекции (2-, 4-е сутки) и на 6-е сутки после заражения. 
Выделение вируса проводили в культуре клеток Vero, C l 008 по 
формированию негативных колоний (БОЕ). 

Клинический осмотр. Отклонения от физиологической 
нормы. 

Масса тела. После инфицирования взвешивание еже-
дневно. 

Эвтаназия. Умерщвление методом цервикальной дис-
локации. 

Макроскопический анализ лёгких. Макроскопическое 
исследование лёгких проводили при визуальном осмотре. 
Фиксировали следующие факторы: структура ткани, цвет, ви-
димые повреждения и пр. Рейтинговая оценка поражения 
лёгких, инфицированных животных приведена в табл. 1. 
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Критерии оценки тяжести течения инфекции у лабо-
раторных животных рассматривают по показателям: клинико-
вирусологическим (обнаружение вируса в лёгких, патолого-
анатомические изменения в лёгких инфицированных 
животных, поведение, внешний вид), биохимическим (актив-
ность аланинаминотрансферазы, аспартатаминотрансфе-
разы, лактатдегидрогеназы, креатинкиназы, концентрации 
мочевины и креатинина), гематологическим (изменение эле-
ментов формулы крови). 

Оценка биологических свойств возбудителя SARS-CoV-2. 
Биологическую активность оценивали титрованием вирус-
содержащей суспензии в культуре клеток Vero Cl008 по цито-
патическому действию вируса и формированию негативных 
колоний.  

Оценка противовирусной эффективности эксперимен-
тальных субстанций осуществлена в соответствии с рекомен-
дациями ФГБУ «НЦЭСМП» Минздравсоцразвития России [24]. 

Критерии оценки эффективности препарата in vivo. 
Коэффициент лечебного действия (КЛД) рассчитывают по 
совокупности клинико-вирусологических показателей (сни-
жение уровня вирусной нагрузки в органе-мишени (лёгком), 
не менее чем на 1,25–2,00 lg на пике развития инфекции [17]; 
купирование патологоанатомических изменений в лёгких ин-
фицированных животных; отсутствие внешних признаков за-
болевания в соответствии с рекомендациями ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздравсоцразвития России [17]), биохимиче-
ских (активность аланинаминотрансферазы, аспартатамино-
трансферазы, креатинкиназы, лактатдегидрогеназы, уровень 
креатинина, мочевины в плазме крови животных), гематоло-
гических (изменение относительного количества форменных 
элементов крови. Все опыты на животных были проведены в 
строгом соответствии с рекомендациями Национального 
стандарта Российской Федерации — ГОСТ Р 53434-2009 «Прин-
ципы надлежащей лабораторной практики». 

Основным критерием оценки эффективности препа-
ратов in vitro является снижение уровня накопления, �lg, 
коэффициент ингибирования репродукции вируса (КИ, %). 

Статистическая обработка данных. Статистическая об-
работка полученных результатов проведена с использова-

нием программы Microsoft Office Exel 2007. Полученные ре-
зультаты представлены в виде среднего ± ошибка репрезен-
тативности (X�±δx) [25]. 

Результаты и обсуждение 
При проведении изучения противовирусной 

активности соединений оценивали их токсич-
ность для культуры клеток Vero Cl008 и сирийских 
золотистых хомяков. В процессе исследования ци-
тотоксичности соединения изучали влияние раз-
личных концентраций препарата на морфологию 
клеток и острую токсичность для животных по 
проявлению клинических признаков интоксика-
ции. Оценку токсичности препаратов Т-705, FP-1, 
Коронавир и Авифавир изучали для культуры 
клеток Vero C1008. Навески препаратов раство-
ряли в 50 мкл DMSO и далее до нужной концент-
рации средой ПС для культуры клеток. Результаты 
исследования представлены в табл. 2. 

Меньшей токсичностью для культуры кле-
ток обладает фавипиравир (FP — 1), ФГБУН Ин-
ститут органического синтеза им. И. Я. Постов-
ского УрО РАН. 

Проведена оценка токсичности исследуемых 
соединений при пероральном применении в дозе 
700 мг/кг (химические соединения не растворимы 
в водных растворителях, поэтому применяли пе-
рорально в виде суспензии в 2% растворе крах-
мала) в течение 6 дней, однократно. Поведение хо-
мяков, принимавших исследуемые соединения, и 
интактных животных соответствовало физиоло-
гическому развитию. Гибель животных отсутство-
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Таблица 1. Оценка поражения лёгких 
Table 1. Assessment of lung damage 
Степень                        Оценка     Патологоанатомические изменения 
поражения,              в знаках 
балл                                                         
0 (без поражения)        —           Лёгкие имеют нормальное анатомо-физиологическое состояние. Цвет лёгких 
                                                              бледно-розовый, сосудистый рисунок не выражен. Лёгкие по объёму  
                                                              и консистенции в норме, края органа ровные. 
1 (лёгкая)                           +            Лёгкие наполнены, в бронхиальной части сосуды расширены. Края верхних  
                                                              долей, как правило, ровные, серо-розового цвета. Нижние доли лёгких ровные, 
                                                              как правило, с серым оттенком. Сочетание нормальных участков без патологий 
                                                              (розовый цвет лёгких) и с патологическими очаговыми воспалительными  
                                                              изменениями (красный, серый цвет лёгких). Могут присутствовать мелкие (около  
                                                              1 мм) геморрагические очажки. Лёгкие в большинстве случаев нормального 
                                                              объёма и консистенции. 
2 (умеренная)                 ++           Среднеочаговая, редко крупноочаговая пневмония. По краям лёгкие имеют 
                                                              красно-серый оттенок. На вскрытии регистрируют средних размеров (2–3 мм)  
                                                              геморрагические очаги в обоих лёгких. Лёгкие отёчны. Консистенция органа  
                                                              несколько дряблая, в некоторых случаях тестоватая. 
3 (среднетяжелая)      +++          Крупноочаговая, лобарная (долевая), сливная (в некоторых случаях множественная)  
                                                                     полудолевая пневмония. Цвет патологических участков лёгких — насыщенный  
                                                              красный, либо вишнево-красный с грязно серым оттенком. Наблюдается  
                                                              выраженное поражение лёгких. Регистрируют геморрагии, как правило,  
                                                              среднего (2–3 мм) и крупного (более 3 мм) размера в обоих лёгких. Сосудистый 
                                                                 рисунок патологически изменен. Консистенция тестоватая с лёгким уплотнением.  
                                                                 Имеются признаки диффузного альвеолярного повреждения. 



вала. Двигательная активность и аппетит опытной 
и контрольной групп не различались. Физиоло-
гической норме соответствовала упитанность, во-
лосяной и кожный покров (волос блестящий, эла-
стичный, хорошо удерживается в волосяной 
луковице). Масса тела животных, которым вво-
дили синтезированные химические препараты на 
протяжении всего срока наблюдения, статистиче-
ски достоверно не отличалась от такового показа-
теля для контрольных плацебо сирийских золо-
тистых хомяков (с вероятностью 95%). 

Проведена сравнительная оценка эффектив-
ности препаратов на основе соединения 5-фтор-
2-оксо-1Н-пиразин-3-карбоксамид (фавипира-
вир) от различных производителей в культуре 
клеток Vero С1008 в отношении вируса SARS-CoV-2, 
вариант В (Ухань). Множественность инфициро-
вания 0,0001 БОЕ на клетку, 37°С в течение 60 мин. 
Схема внесения препаратов — через 1 ч после ин-
фицирования (табл. 3). 

В результате проведённых исследований по-
казано, что все изученные препараты на основе 
фавипиравира эффективно подавляют репродук-
цию вируса SARS-CoV-2 в высоких концентрациях. 
В более широком диапазоне концентраций вы-
сокую активность выявило экспериментальное 
соединение, синтезированное специалистами 
ФГБУН ИОС им. И. Я. Постовского УрО РАН — 
FP-1. В концентрации 400 мкг/мл препарат FP-1 
снижал накопление вируса в клетках на 3,4 lg, 
200 мкг/мл — на 3,1 lg, 100 мкг/мл — на 1,2 lg, с 
коэффициентами ингибирования 99,96%; 99,91% 
и 93,83%, соответственно. Авифавир в концент-
рации 400 мкг/мл снижал накопление вируса в 
клетках на 1,85 lg, 200 мкг/мл — на 1,21 lg, 
100 мкг/мл — на 1,09 lg, с коэффициентами инги-
бирования 98,59%; 93,82% и 91,85%, соответ-
ственно. Величина ЕД₅₀ (расчёт по Першину) для 
FP-1 составила 26 мкг×мл–1, Т-705 — 92 мкг/мл, Ави-
фавира — 36 мкг/мл; Коронавира — 76 мкг/мл.  

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–4 25

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Таблица 2. Оценка цитотоксичности препаратов на основе 6-фтор-3-гидрокси-2-пиразинкарбоксамид (Фави-
пиравир) для культуры клеток Vero Cl008 
Table 2. Assessment of the cytotoxicity of preparations based on 6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarboxamide (Favipi-
ravir) in Vero Cl008 cell culture 
Препарат                                           Токсическая концентрация препарата,                        МПК, мкг/мл          МПК, мкг/мл 
                                                                                ЦПД₅₀,мкг/мл в опыте (№)                                        в опыте (№)                   Х�±х 
                                                                                 1                           2                           3                                   1                2                3                     
FP –1                                                            ⩾1000                ⩾1000                ⩾1000                       ⩾1000      ⩾1000      ⩾1000       ⩾1000±0 
Т-705                                                            ⩾1000                ⩾1000                 1000                          1000        1000         500      833,3±165,5 
Коронавир                                                1000                 ⩾1000                 1000                           500         1000         500      666,7±165,5 
Авифавир                                                 ⩾1000                ⩾1000                 1000                          1000        1000         500      833,3±165,5 
Контроль среды                             Отсутствует  Отсутствует  Отсутствует                    —             —             —                 — 
Контроль среды                            Отсутствует  Отсутствует  Отсутствует                    —             —             —                 — 
с 0,5% DMSO 

Таблица 3. Оценка влияния препаратов на репродукцию вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero С1008 
Table 3. Assessment of the effect of chemotherapy drugs on the reproduction of the SARS-CoV- 2 virus in Vero C1008 
cell culture  
Препарат                                                                 Концентрация          Уровень         Снижение         Коэффициент         ЕД₅₀, 
                                                                                            препарата,           накопления         уровня           ингибирования,    мкг/мл 
                                                                                                 мкг/мл                     вируса,        накопления                 КИ, % 
                                                                                                                                   lg БОЕ/мл,           вируса, 
                                                                                                                                           Х�±х                      �, lg                                  
FP – 1 (фавипиравир)                                                  400                       3,09±0,04                3,35                           99,96                       26 
                                                                                               200                       3,45±0,04                3,04                           99,91                          
                                                                                               100                       5,23±0,13                1,21                           93,83                          
                                                                                                50                        5,89±0,07                0,55                           71,82                          
Т-705 (фавипиравир)                                                  400                       5,09±0,07                1,35                           98,00                       92 
                                                                                               200                       5,89±0,07                0,55                           71,82                          
                                                                                               100                       5,95±0,06                0,49                           67,64                          
                                                                                                50                        6,01±0,06                0,43                           62,85                          
Авифавир                                                                         400                       4,59±0,06                1,85                           98,59                       36 
                                                                                               200                       5,23±0,06                1,21                           93,82                          
                                                                                               100                       5,35±0,06                1,09                           91,85                          
                                                                                                50                        5,91±0,07                0,53                           70,43                          
Коронавир                                                                       400                       5,00±0,07                1,44                           96,36                       76 
                                                                                               200                       5,50±0,06                0,94                           88,51                          
                                                                                               100                       5,93±0,07                0,51                           69,05                          
                                                                                                50                        6,15±0,06                0,29                           48,73                          
Контроль дозы 0,0001 БОЕ на клетку                                                                            6,44±0,09 



Изучение активности препаратов в отноше-
нии экспериментальной формы COVID-19 у си-
рийских золотистых хомяков проводили по схеме 
экстренной профилактики — через 1 ч после ин-
фицирования и далее 1 раз в сутки в течение 
5 дней. Препараты применяли перорально. 

Сирийских золотистых хомяков перорально 
инфицировали вирусом SARS-CoV-2, вариант В 
(Ухань), в дозе 3×10⁵ БОЕ в 50 мкл. Наблюдение 
за инфицированными животными осуществляли 
в течение 6 дней. Через 3 и 6 сут после инфици-
рования по 3 хомяка из каждой группы умерщ-
вляли методом цервикальной дислокации. 

Была проведена оценка протективной эффек-
тивности препаратов фавипиравир: FP-1, Т-705, 
Коронавир, Авифавир по показателю подавления 
репродукции вируса в лёгких животных (табл. 4). 

При применении Коронавира в суточной дозе 
700 мг/кг через 48 ч после инфицирования у 1/3 
животных выявлена слабовыраженная пневмо-
ния, у 2/3 — поражения не выявлены. У прини-
мавших Авифавир в дозе 700 мг/кг выявлена сла-
бовыраженная катаральная пневмония у 60% 
животных, у 40% — поражения не выявлены. При 
применении FP-1 — у 1/3 животных выявлена 
слабовыраженная пневмония, у 2/3 — поражения 
не выявлены; Т-705 — выявлена слабовыражен-
ная катаральная пневмония у 60% животных, у 
40% — поражения не выявлены. В контрольной 
группе — у 1/3 животных — выраженная распро-
странённая (диффузная) катаральная пневмония 
и у 2/3 — поражения лёгких не выявлены. 

Через 4 сут у сирийских хомяков, принимав-
ших Коронавир у 100%, наблюдали выраженную 
катаральную пневмонию; Авифавир — у 60% жи-
вотных отмечена слабовыраженная распростра-
нённая (диффузная) катаральная пневмония, у 
40% — поражения не выявлены; FP-1 — у 60% 
животных отмечена слабовыраженная распро-
странённая (диффузная) катаральная пневмо-
ния, у 40% — поражения не выявлены; Т-705 — у 
2/3 животных наблюдали выраженную ката-
ральную пневмонию, у 1/3 — слабовыраженную 
катаральную пневмонию. Наиболее выражен-
ные, визуально наблюдаемые изменения ткани 
лёгких были отмечены в группе контрольных 
животных: отёчные, локальное поражение гра-

натового цвета, цвет неровный «мраморный», 
тёмно-красный. 

На 6-е сутки после заражения в опытной 
группе животных, принимавших Авифавир, у 20% 
выявлена слабовыраженная распространённая 
катаральная пневмония и у 80% патологические 
изменения в ткани лёгких отсутствовали; Коро-
навир иFP-1 — у 1/3 животных выявлена слабо-
выраженная пневмония, у 2/3 — поражения не 
выявлены; Т-705 — у 2/3 сирийских золотистых 
хомяковнаблюдали выраженную катаральную 
пневмонию. В контрольной группе — лёгкие на-
полнены, отёчные, локальные поражения, цвет 
неровный «мраморный». Видимые изменения на-
блюдаются во всех долях. 

Патологоанатомическая картина поражения 
лёгких у животных преимущественно характери-
зовалась развитием пневмонии. При применении 
фавипиравира на пике развития инфекции у си-
рийских золотистых хомяков поражение лёгких 
было менее выражено, чем в контрольной группе. 

Проведены исследования по оценке вирус-
ной нагрузки в органе-мишени при применении 
препаратов по схеме экстренной профилактики 
у сирийских золотистых хомяков, инфицирован-
ных вирусом SARS-CoV-2 (табл. 5).  

Через 48 ч у хомяков, принимавших Авифа-
вир, вирусная нагрузка в лёгких составила 
4,79  БОЕ/г, коэффициент ингибирования — 
92,64%.Вирусная нагрузка в лёгких контрольной 
группы животныхчерез 48 ч составила 5,92 БОЕ/г. 
В контрольной группе сирийских золотистых хо-
мяков, не принимавших лекарственные препа-
раты, наибольший уровень накопления вируса 
выявлен через 4 сут после инфицирования и со-
ставил 6,86 БОЕ/г. Через 96 ч снижение вирусной 
нагрузки в лёгких животных, принимавших Ави-
фавир, составило 99,98%. Через 6 сут после ин-
фицирования уровень накопления вируса в лёг-
ких контрольной группы животных составил 
4,51 lg БОЕ/г. У животных, принимавших препа-
рат Авифавир, в терминальной фазе изучения 
отмечено снижение репродукции вируса 
SARS-CoV-2 в лёгких золотистых сирийских хо-
мяков на 99,9%. При применении препарата Ави-
фавир снижение репродукции вируса в ткани 
лёгких золотистых сирийских хомяков выявлено 
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Таблица 4. Результаты наблюдения изменения в лёгких при вскрытии леченных сирийских золотистых хо-
мяков, инфицированных вирусом SARS-CoV-2  
Table 4. Results of observing the lung changes during an autopsy of treated Syrian golden hamsters infected with the 
SARS-CoV-2 virus 
Группа животных                                                                Доза               Поражение лёгких, Х�±х после инфицирования, сут 
                                                                                            препарата, мг/кг              1-е                       2-е                       4-е                       6-е 
Коронавир                                                                             700                         0,0±0,0             0,3±0,6             1,0±1,0              0,3±0,6 
Авифавир                                                                               700                         0,0±0,0             0,6±0,2             0,6±0,2              0,2±0,2 
FP-1                                                                                            600                         0,0±0,0             0,3±0,3             0,6±0,2              0,3±0,6 
Т-705                                                                                          700                         0,0±0,0             0,6±0,2             0,8±0,2              0,4±0,2 
Контроль инфицированных животных                  —                          0,0±0,0             0,6±0,3             1,0±0,0              2,0±0,0 



на протяжении всего срока наблюдения с веро-
ятностью 99%.  

Применение Т-705 и Коронавира практически 
не оказывало влияния на уровень репродукции 
вируса в лёгких, на пике развития заболеванияи в 
его терминальной фазе снижение вирусной на-
грузки в лёгких составило 19 и 27%, соответственно. 

При применении FP-1 через 48 ч вирусная на-
грузка в лёгких составила 4,23 БОЕ/г, коэффици-
ент ингибирования 98,3%. Через 96 ч — снижение 
вирусной нагрузки в лёгких животных, прини-
мавших препарат, составило 99,35%. У животных, 
принимавших препарат FP-1, в терминальной 
фазе изучения выявлено снижение репродукции 
вируса SARS-CoV-2 в лёгких золотистых сирий-
ских хомяков на 98,9%. Таким образом, при при-
менении препарата, синтезированного УИОС, на 
протяжении всего наблюдения отмечено значи-
тельное снижение вирусной нагрузки в лёгких 
сирийских золотистых хомяков, инфицирован-
ных вирусом SARS-CoV-2, вариант В. 

Проведён сравнительный анализ биохимиче-
ских и гематологических показателей крови лече-
ных и контрольных животных. Препарат Авифа-
вир применяли перорально по схеме экстренной 
профилактики в суточной дозе 700 мг/кг. Для 
определения коэффициента лечебного действия 
провели оценку следующих показателей: вирусо-
логические (степень поражения лёгкого, уровень 
вирусной нагрузки в лёгких), биохимические (ак-
тивность аланин- и аспартатаминотрансферазы, 
креатинина, мочевины, креатинкиназы, лактат-
дегидрокиназы) и гематологические (уровень 
лейкоцитов, относительное количество лимфо-

цитов, соотношение сегменто- и палочкоядерных 
нейтрофилов, уровень молодых гранулоцитов). 

При применении препарата Авифавир на 
3-и сутки после инфицирования статистически до-
стоверных отличий показателей крови интактных 
хомяков не выявлены. На 6-е и 10-е сутки после 
инфицирования отмечено статистически досто-
верное увеличение миелоцитов. По сравнению с 
контрольной группой животных в крови леченых 
животных лимфопения не выявлена и отмечен ста-
тистически более низкий уровень палочкоядерных 
нейтрофилов. Для инфицированных животных по-
казатель лейкоцитарный индекс интоксикации по 
Кальф–Калифу (ИИ) и индекс ядерного сдвига ней-
трофилов  (ИЯС) на 3-и сутки после инфицирова-
ния составил 0,31; 1,63, соответственно; на 6-е 
сутки: ИИ — 0,29, ИЯС — 1,9; на 10-е сутки: ИИ — 
0,37, ИЯС — 1,5; для интактных: ИИ — 0,18, ИЯС — 
0,27. Для животных, принимавших Авифавир, на 
3-и сутки после инфицирования ИИ составил 0,16; 
ИЯС — 0,26; на 6-е сутки: ИИ — 0,17, ИЯС — 0,25; на 
10-е сутки: ИИ — 0,18, ИЯС — 0,35. Выявлено уве-
личение в крови количества молодых форм нейтро-
филов, что говорит о ядерном сдвиге влево. Выявлен 
реактивный сдвиг (увеличение в крови содержания 
миелоцитов) на 6-е и 10-е сутки наблюдения. По-
явление такого сдвига не является неблагопри-
ятным фактором течения инфекционного процесса. 

Через 72 ч после инфицирования вирусная 
нагрузка в лёгких хомяков, принимавших фави-
пиравир (Авифавир), составила 3,28 lg БОЕ/г, 
коэффициент ингибирования — 99,4%. Вирусная 
нагрузка в лёгких контрольной группы животных 
составила 5,48 lg БОЕ/г. Через 6 сут — вирусная 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Таблица 5. Результаты оценки уровня инфекционного титра вируса SARS-CoV-2 в лёгких сирийских хомяков 
при применении препаратов по схеме экстренной профилактики (n=3)  
Table 5. Results of assessing the level of infectious titer of the SARS-CoV-2 virus in the lungs of Syrian hamsters when 
using medications according to the emergency prophylaxis scheme (n=3) 
Препарат                  Суточная       Параметры                                                                                    Сутки после инфицирования 
                                       доза, мг/кг                                                                                                                          2-е                   4-е                   6-е 
Авифавир                        700              Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                    4,79±0,02*    3,20±0,13*    1,38±0,04* 
                                                                  Снижение уровня накопления                                         1,13                3,66                3,13 
                                                                  Коэффициент ингибирования, %                                   92,64              99,98              99,93 
Контроль дозы              —               Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      5,92±0,02     6,86±0,06      4,51±0,03 
Т-705                                   700              Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      6,44±0,03     5,55±0,09      3,78±0,05 
                                                                  Снижение уровня накопления, �, lg                     Отсутствует       0,09                0,14 
                                                                  Коэффициент ингибирования, %                                    0,00               19,34              26,99 
Контроль дозы              —               Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      4,97±0,24     5,64±0,10      3,92±0,15 
FP-1                                    600              Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                     4,23±0,05     4,07±0,06      1,54±0,09 
                                                                  Снижение уровня накопления, �, lg                              1,81                2,20                1,96 
                                                                  Коэффициент ингибирования, %                                    98,3               99,35               98,9 
Контроль дозы                                 Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      6,04±0,05     6,27±0,04      3,50±0,09 
                                                                  Accumulation of the virus in the lungs, lg РFU/g  
Коронавир                      700              Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      6,44±0,03     5,55±0,09      3,78±0,05 
                                                                  Снижение уровня накопления, �, lg                     Отсутствует       0,09                0,14 
                                                                  Коэффициент ингибирования, %                                    0,00               19,34              26,99 
Контроль дозы              —               Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г                      4,97±0,24     5,64±0,10      3,92±0,15 
Примечание. * — различия достоверны с вероятностью 99% при сравнении с контролем. 
Note. * — differences are significant with a probability of 99% when compared with control.



нагрузка в лёгких составила 1,85 lg БОЕ/г, коэф-
фициент ингибирования — 99,97%. 

Применение Авифавира способствовало нор-
мализации биохимических показателей крови си-
рийских золотистых хомяков (табл. 6). 

По комплексу показателей рассчитан индекс 
тяжести заболевания (ИТЗ) сирийских золоти-
стых хомяков при пероральном заражении виру-
сом SARS-CoV-2. Для инфицированных нелеченых 
животных ИТЗ составил 1,0. При применении 
препарата Авифавир ИТЗ составил 0,269, КЛД — 
73,1% с вероятностью 99,9%. 

Заключение 
В культуре клеток Vero Cl008 соединения 

FP-1 и Авифавир в диапазоне концентраций 
100–400 мкг/мл практически полностью подав-
ляют репродукцию вируса SARS-CoV-2, показа-
тель ХТИ для препарата FP-1 составил 4, Авифа-
вир — 2. Величина ЕД₅₀ для препарата FP-1 
составила 26 мкг/мл, Авифавир — 36 мкг/мл. 
Препараты Т-705 и Коронавир выявили противо-
вирусную активность только в предельно высо-
ких концентрациях, ХТИ составил 1. 

Резюмируя изложенное можно заключить, что 
из всех изученных препаратов фавипиравира, высо-
кую противовирусную активность выявили препарат 
Авифавир и экспериментальная субстанция FP-1. 

Изучение терапевтической активности эффек-
тивности препаратов Авифавир, Коронавир, Т-705 
и FP-1 на сирийских золотистых хомяках, перо-
рально инфицированных вирусом SARS-CoV-2, ва-

риант В, в дозе 5×10⁵ БОЕ, показало, что примене-
ние Авифавира и FP-1 оказывает высокую протек-
тивную эффективность, Коронавир и Т-705 вызы-
вает умеренное купирование размножения вируса 
в органе-мишени. Патологоанатомические иссле-
дования выявили, что наиболее тяжёлые формы 
поражения лёгких регистрируются у сирийских хо-
мяков, не принимавших лекарственные препа-
раты. Патологоанатомическая картина поражения 
лёгких у животных преимущественно характери-
зовалась развитием пневмонии. Применение Ави-
фавира способствовало нормализации биохими-
ческих и гематологических показателей крови по 
сравнению с нелеченными хомяками. По ком-
плексу клинико-вирусологических, биохимиче-
ских и гематологических показателей рассчитаны 
ИТЗ и КЛД. Для препарата Авифавир ИТЗ составил 
0,269; КЛД — 71,3% с вероятностью 99,9%. 
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Таблица 6. Результаты изучения влияния препарата Авифавир на тяжесть течения экспериментальной формы 
COVID-19 у сирийских золотистых хомяков, перорально инфицированных вирусом SARS-CoV-2 
Table 6. Results of studying the effect of Avifavir on the severity of the course of the experimental form of COVID-19 
in Syrian golden hamsters orally infected with the SARS-CoV-2 virus 
Показатель                                                                                    До инфицирования              Контроль дозы            Экстренная 
                                                                                                                                                                           инфицирования       профилактика 

Клинико-вирусологические показатели 
Накопление вируса в лёгких, lg БОЕ/г, Хср±σх                             —                                        5,48±0,07                       1,85±0,10 
Степень поражения лёгких, Хср±σх                                                   —                                            2,0±0                             0,2±0,2 

Биохимические показатели 
Аланинаминотрансфераза, мМ/(ч×л)                                     0,33±0,17                                 0,86±0,23                       0,58±0,18 
Аспартатаминотрансфераза, мМ/(ч×л)                                  0,48±0,09                                 1,10±0,12                       0,73±0,24 
Лактатдегидрогеназа, Е/л                                                          207,9±101,3                            532,7±283,4                  485,2±120,9 
Креатинкиназа, Е/л                                                                      308,19±56,53                         1303,21±46,61           1056,37±1019,87 
Мочевина, мМ/л                                                                                 5,94±0,11                                 8,00±0,17                       7,44±0,13 
Креатинин, мкМ/л                                                                           157,1±41,2                                161,9±1,4                       159,8±1,9 

Гематологические показатели 
Лейкоциты,10⁹/л                                                                                  2,0±0,3                                      1,3±0,3                            1,9±0,2 
Миелоциты, %                                                                                        0,3±0,3                                      3,7±0,3                               0±0 
Юные нейтрофилы, %                                                                       0,0±0,0                                      2,3±0,3                            3,0±0,6 
Палочкоядерные нейтрофилы, %                                               3,3±0,3                                     10,7±0,3                          3,0±0,6 
Сегментоядерные нейтрофилы, %                                            19,0±0,6                                     9,3±0,3                          16,0±0,0 
Эозинофилы, %                                                                                     1,0±0,6                                      1,7±0,3                            1,0±0,0 
Моноциты, %                                                                                          1,0±0,0                                      2,0±0,0                            0,7±0,3 
Базофилы, %                                                                                          0,7±0,8                                      3,0±0,0                            1,3±0,3 
Лимфоциты, %                                                                                       75±0,6                                     67,0±0,0                         77,3±0,3 
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Противовирусная активность препарата Цитовир®-3 
в отношении возбудителя ротавирусной инфекции 
человека in vitro 
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Резюме 
Введение. Ротавирусная инфекция ежегодно вызывает более 250 млн эпизодов острых гастроэнтеритов, из ко-
торых примерно 130 000 случаев у детей в возрасте до 5 лет заканчиваются летально. В связи с этим, поиск пре-
паратов для лечения ротавирусной инфекции представляется крайне актуальным. Цель работы — оценить 
противовирусную активность препарата «Цитовир®-3» в отношении ротавируса человека на клеточной модели 
инфекции. Материал и методы. Объектами исследования являлись смесь активных действующих веществ и 
отдельных компонентов, идентичных по составу и соотношению, содержащиеся в лекарственном препарате 
«Цитовир®-3». Исследование проводилось с использованием культуры клеток почки обезьяны МА-104 и лабо-
раторного штамма ротавируса группы А человека — 568, генотип G3P. При выполнении работы были использо-
ваны культуральные, вирусологические, молекулярно-биологические и статистические методы. Результаты и 
обсуждение. Анализ выживаемости клеток MA-104 в присутствии препарата «Цитовир®-3» показал, что в диапа-
зоне концентраций от 100 до 200 мкг/мл препарат воспроизводимо проявлял противовирусную активность, что 
выражалось в повышенной, по сравнению с вирусным контролем, выживаемости клеток. «Цитовир®-3» в неток-
сичной концентрации 150 мкг/мл на всех сроках наблюдения подавлял репродукцию ротавируса на 1,0–2,0 lg 
ТЦД₅₀/мл при различных схемах внесения в культуру клеток, что сопровождалось достоверным снижением кон-
центрации вирусной РНК и цитопротекторным действием.  
 
Ключевые слова: ротавирус; Цитовир®-3; альфа-глутамил-триптофан; аскорбиновая кислота; бендазол; про-
тивовирусная активность; цитопротекторное действие; in vitro 
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Введение 
В странах с низким охватом вакцинацией про-

тив ротавирусной инфекции именно ротавирусы 
группы А (РВА) являются основной причиной ост-
рых гастроэнтеритов и госпитализации детей с 
данной нозологией в возрасте до 5 лет. Ежегодно 
в мире ротавирусная инфекция вызывает более 
250 млн эпизодов диареи, из которых примерно 
130 000 случаев у детей в возрасте до 5 лет закан-
чиваются летально [1]. 

Патогенные для человека ротавирусы отно-
сятся к виду Rotavirus A, рода Rotavirus, семейства 
Sedoreoviridae. Геном этих возбудителей представ-
лен 11 сегментами двухцепочечной РНК, коди-
рующих синтез 12 белков [2]. Большинство цир-
кулирующих РВА человека относятся к трём 
эволюционным линиям, которые отличаются 
констелляциями генома: Wa — DS-1 и AU-1-по-
добные штаммы [3].  

В настоящее время специфические антиро-
тавирусные препараты отсутствуют. Лечение ро-
тавирусного энтерита проводится преимуще-
ственно симптоматическими средствами и 
включает комплекс мероприятий, где, помимо 
основных процедур по восстановлению водно-
электролитного баланса и детоксикации, назна-
чаются диета и биологические препараты на ос-
нове пробиотиков и пребиотиков для коррекции 
нарушений биоценоза кишечника в случаях при-
соединения вторичной бактериальной инфек-
ции [4]. Потенциальные лекарственные препа-
раты, описанные в научной литературе, 
являются противовирусными препаратами ши-
рокого спектра действия и не являются специ-
фичными для ротавирусов [5]. В связи с этим, 
поиск препаратов для лечения ротавирусного 
энтерита остаётся актуальным. 

Цель исследования — оценка противовирус-
ной активности препарата «Цитовир®-3» в отно-

шении ротавируса человека на клеточной модели 
инфекции. 

Задачи: 
1. Оценка цитотоксичности препарата 

«Цитовир®-3» и препарата сравнения/положи-
тельного контроля Умифеновир с определением 
максимально переносимой концентрации (МПК) 
и ЦТД₅₀ в культуре клеток МА-104 in vitro.  

2. Оценка противовирусной активности 
смеси действующих веществ, используемой в 
готовых лекарственных формах препарата  
«Цитовир®-3» и препарата сравнения/положи-
тельного контроля Умифеновир. 

Материал и методы 
При выполнении исследования были использованы ме-

тоды культивирования клеток млекопитающих, оценка выжи-
ваемости клеток в тесте МТТ, титрование вируса по цитопато-
генному действию (ЦПД), количественное определение 
ротавирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ, статистические методы. 

Образцы исследуемых препаратов и их приготовление. 
Образец смеси активных действующих веществ препарата 
«Цитовир®-3» — альфа-глутамил-триптофан, аскорбиновая 
кислота и бендазола гидрохлорида, а также отдельные ком-
поненты этих препаратов были предоставлены АО «МБНПК 
«Цитомед» (Санкт-Петербург, Россия). Препаратом сравнения 
при оценке противовирусной активности являлась субстан-
ция препарата Умифеновир (синтезирован в ЦХЛС-ВНИХФИ 
Москва, Россия). 

Приготовление раствора препарата «Цитовир®-3». 
Сухую субстанцию препарата растворяли в стерильной воде 
до концентрации 10 мг/мл (сток-раствор) и далее разводили 
до необходимых концентраций с использованием поддержи-
вающей среды.  

Приготовление раствора препарата Умифеновир. К 5 мг 
субстанции Умифеновира добавляли 0,5 мл этилового спирта 
и оставляли при 37°С на 30 мин до полного растворения.  
К полученному раствору добавляли 4,5 мл дистиллированной 
воды. Итоговый раствор с концентрацией 1  мг/мл и далее 
разводили до необходимых концентраций с использованием 
поддерживающей среды. 

Приготовление раствора аскорбиновой кислоты (АК). 
Сухую субстанцию препарата растворяли в стерильной воде 
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до концентрации 2,9  мг/мл (сток-раствор, соответствующий 
концентрации «Цитовир®-3» 10 мг/мл) и далее разводили до не-
обходимых концентраций с использованием поддерживающей 
среды. Приготовление раствора «Цитовир®-3» без АК. Сухую 
субстанцию препарата, предоставленную АО «МБНПК «Цито-
мед» (смесь альфа-глутамил-триптофан натрия 0,5 мг и бенда-
зола гидрохлорида 20 мг), растворяли в стерильной воде до 
концентрации 7,1 мг/мл (сток-раствор, советующий концент-
рации «Цитовир®-3» 10 мг/мл) и далее разводили до необходи-
мых концентраций с использованием поддерживающей среды.  

Культура клеток. Исследование выполняли на клетках 
почки обезьяны МА-104. Клетки культивировали при 37°С в 
питательной среде Игла МЕМ на основе буфера Эрла  
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 5% эмбриональной телячьей 
сыворотки («Gibco»), 300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко»), 
40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко») в атмосфере с 5% СО₂. 

Клетки МА-104, достигшие полного монослоя, трипсини-
зировали, разводили питательной средой до концентрации 
100 тыс. клеток/мл и за три дня до постановки эксперимента за-
севали в 12-луночные, 24-луночные или 96-луночные планшеты.  

Оценка цитотоксичности препаратов в тесте МТТ с опре-
делением МПК и ЦТД₅₀ в культуре клеток МА-104. Из полу-
ченных препаратов готовили разведения для определения 
МПК и цитотоксической дозы 50 (ЦТД₅₀) в клетках МА-104. Для 
препаратов, исследуемых на наличие противовирусной актив-
ности («Цитовир®-3» и Умифеновир), при приготовлении раз-
ведений использовали поддерживающую среду с трипсином 
с последующей инкубацией в поддерживающей среде в атмо-
сфере 5% CO₂ при 37°С в течение 4 суток (без смены среды). По 
окончании срока инкубации оценивали выживаемость клеток 
(проявление цитотоксичности препаратов) с использованием 
теста МТТ. 

На 3-и сутки после внесения исследуемых образцов про-
водили микроскопическое исследование монослоя клеток на 
наличие признаков токсичности. Далее в колориметрическом 
тесте МТТ спектрофотометрически оценивали выживаемость 
клеток. В лунки 96-луночного планшета с клетками добавляли 
по 20 мкл раствора МТТ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide) («ПанЭко», Россия) с концентрацией 
5 мг/мл и инкубировали при 37°C в атмосфере 5% CO₂ в тече-
ние 2 ч. Культуральную жидкость отбирали и добавляли в 
лунки по 100 мкл ДМСО («Sigma-Aldrich», кат.номер D4540-1L) 
в каждую лунку. С помощью планшетного спектрофотометра 
определяли оптическую плотность каждой лунки при 530 нм 
с учётом фоновых значений при 620 нм. Выживаемость клеток 
рассчитывали по формуле: 

  ОП₅₃₀ опытной пробы 
Выживаемость = —————————————— × 100%, где 

 ОП₅₃₀ клеточного контроля 

ОП₅₃₀ опытной пробы — среднее значение оптической 
плотности (ОП) в лунках с исследуемым препаратом; ОП₅₃₀ 
клеточного контроля — среднее значение оптической плот-
ности в лунках с клеточной культурой без препарата. Далее 
оценивали разведение препарата, соответствующее МПК, то 
есть разведение, достоверно не изменяющее значение ОП по 
сравнению с контролем клеток. Полулетальные концентрации 
(ЦТД₅₀) рассчитывали с помощью онлайн-калькулятора Quest 
Graph™ IC₅₀ Calculator [6]. 

 

Вирус. Для проведения исследования использовали ро-
тавирус человека, штамм 568, генотип G3P [3], полученный из 
Государственной коллекции вирусов (номер в ГКВ — 2288). 
Ротавирус выращивали в культуре клеток МА-104. Для акти-
вации к вирусному материалу добавляли трипсин до концент-
рации 5 мкг/мл. Инкубировали смесь 1 ч при 37°C. После ак-
тивации разбавляли вирус поддерживающей средой с 
трипсином 2 мкг/мл. Удаляли ростовую среду из флакона и 
трижды промывали монослой клеток поддерживающей сре-
дой (5 мл среды на флакон). Вносили вирус при желаемой 
MOI, инкубировали 1 ч в атмосфере 5% CO₂ при 37°C. После 
инкубации с вирусом добавляли необходимый объём поддер-
живающей среды с трипсином. Инкубировали в CO₂-инкуба-
торе при 37°C до появления ЦПД (от 3 до 5 сут). Состав поддер-
живающей среды: среда Игла МЕМ на основе буфера Эрла 
(«ПанЭко», Россия), 300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко»), 
40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко»), 2 мкг/мл трипсина («Sigma»). 

Титрование вируса по цитопатогенному действию 
(ЦПД). Титр ротавируса определяли по конечной точке про-
явления ЦПД в культуре клеток МА-104. Перед началом тит-
рования вирусный материал размораживали при комнатной 
температуре, проводили его активацию добавлением трип-
сина до конечной концентрации 5 мкг/мл и инкубировали 
смесь 1 ч при 37⁰С. После активации, готовили последова-
тельные десятикратные разведения вируса в поддерживаю-
щей среде с трипсином. Далее из лунок планшета удаляли 
ростовую среду, трёхкратно промывали монослой поддержи-
вающей средой (чтобы избавиться от следов сыворотки) и 
вносили разведения вируса с последующей инкубацией в 
течение 4 сут в СО₂-инкубаторе при температуре 37⁰С. Учёт 
результатов титрования проводили визуально путём микро-
скопического исследования клеточного монослоя на наличие 
характерного ЦПД на 4-е сутки после заражения (округление 
и открепление клеток от монослоя). Титр вируса рассчиты-
вали, как описано в работе M. A. Ramakrishnan и соавт. [7], и 
выражали в lg ТЦД₅₀/мл. 

Количественное определение ротавирусной РНК ме-
тодом обратной транскрипции (ОТ)-ПЦР-РВ. Выделение ви-
русной РНК из культуральной жидкости проводили набором 
реагентов «МагноСорб» («ООО «НекстБио», Россия), согласно 
инструкции производителя. Идентификацию ротавируса и 
количественное определение вирусной РНК проводили ме-
тодом ПЦР-РВ с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ). Для 
выявления вирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ были исполь-
зованы праймеры и зонды к гену NSP3 [8] (табл. 1).  

Образец в объёме 9 мкл, смешанный с праймерами RA1 
и RA3, в объёме 1 мкл и с концентрацией 6 пмоль/мкл, пред-
варительно прогревался при температуре 95°С в течение 
5 мин. К полученному образцу добавляли 15 мкл реакционной 
смеси для обратной транскрипции, которая содержала 10 мкл 
«2,5х реакционной смеси для ПЦР-РВ -Taq» («Синтол», Россия), 
0,6 мкл «Обратной транскриптазы MMLV» (50 ед.; «Синтол», 
Россия) и 4,4 мкл деионизованной воды. Обратная транскрип-
ция ставилась по следующему температурно-временному ре-
жиму: 10 мин — 45°С, 2 мин — 95°С. К полученной ДНК добав-
лялось 25 мкл реакционной смеси, содержащей по 6 пмоль 
каждого праймера и 5 пмоль зонда; 10 мкл реакционной смеси 
с Taq-полимеразой; 11 мкл воды. Температурно-временной 
режим: 95°С — 90 с (1 цикл); 95°С — 20 с, 59°С — 35 с (45 циклов). 
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Таблица 1. Последовательность праймеров и зонда для выявления РНК 
Table 1. Sequence of primers and a probe for RNA detection 
Праймер                                                      Последовательность 
RA1                                                              ACC ATC TWC ACА TGA CCC TC 
RA2                                                              ACC ATC TTC ACG TAA CCC TC 
RA3                                                              GGT CAC ATA ACG CCC CTA TA 
ROTAz                                                         ROX -TGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAp- RTQ-21 
RaC-f                                                           ACCATCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAAAAC 
RaC-r                                                           GGTCACATAACGCCCCTATAGCCATTTAGGTTTTTGACAGTGTTAGCTTTT 



Реакцию ПЦР-РВ проводили в амплификаторе ДТ-prime-4 
(«ДНК-технология», Россия). Значение порогового цикла в 
ПЦР-РВ (ПЦ) определяли автоматически с помощью про-
граммы RealTime_PCR v.7.7 («ДНК-Технология») на основании 
математического анализа формы кривой амплификации (ме-
тод геометрический, Cp). Все праймеры и зонды синтезиро-
ваны в OOO «Синтол» (Россия). 

Для количественного определения вирусной РНК в каче-
стве калибратора использовали разведения синтетических 
олигонуклеотидов RaC-f и RaC-r с известной концентрацией, 
соответствующих по координатам амплифицируемому фраг-
менту генома (см. табл. 1). Калибровочные образцы готовились 
следующим образом: каждый олигонуклеотид был разбавлен 
до разведения 10–4, после чего они были смешаны в равных 
объёмах. Далее готовилась реакционная смесь: 20 мкл реак-
ционной смеси с Taq-полимеразой, 20 мкл воды и 10 мкл смеси 
олигонуклеотидов, и ставилась реакция при следующем тем-
пературно-временном режиме: 2 мин — 95°С; 10 мин — 55°С. 
Далее полученный дуплекс ДНК использовали для приготов-
ления ряда последовательных десятикратных разведений. 

Оценка противовирусной активности препаратов по 
выживаемости клеток. Для изучения противовирусной ак-
тивности в клетках МА-104 исследуемые препараты исполь-
зовали в различных разведениях. Эксперименты проводили 
по двум схемам применения: 1) Лечебно-профилактическая: 
внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования; 2) 
Лечебная: внесение препарата одновременно с вирусным ин-
фицированием (0 ч);  

Противовирусную активность препаратов исследовали 
при двух дозах заражения — 100 и 20 ТЦД₅₀/лунку. 

Эти разведения вносили в клетки согласно схеме экс-
перимента с последующей инкубацией в атмосфере 5% CO₂ 
при 37°С в течение 4 сут. По окончании срока инкубации оце-
нивали проявление лечебной и лечебно-профилактической 
активности препаратов по выживаемости клеток с исполь-
зованием теста МТТ. 

Оценка противовирусной активности препаратов по 
репродуктивной активности вируса. «Цитовир®-3», отдельные 
компоненты препарата «Цитовир®-3» и препарат сравнения в 
наиболее эффективной концентрации вносили в лунки 12-лу-
ночного планшета по двум схемам: 1) Лечебно-профилакти-
ческая: внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирова-
ния; 2) Лечебная: внесение препарата одновременно с 
вирусным инфицированием (0 ч);  

Противовирусную активность препаратов исследовали 
при дозе заражения 100 ТЦД₅₀/лунку. Исследуемые разведения 
препаратов вносили в трёх повторах в лунки 12-луночного 
планшета с клетками с последующей инкубацией в атмосфере 
5% CO₂ при 37°С в течение 4 сут (опционально: через 3 ч прово-
дили замену смеси препаратов с вирусом на поддерживающую 
среду с трипсином, содержащую препараты в исследуемых кон-
центрациях в объёме 1 мл, и инкубировали в течение 4 сут). 

Ежедневно проводили микроскопическое исследование 
клеток. Отбор культуральной среды проводили на 1-, 2-е и 

3-и сутки после внесения смеси: по 30 мкл культуральной 
жидкости каждого повтора объединяли в одной пробирке 
для титрования вируса и по 100 мкл в 4 повторах для опреде-
ления концентрации вирусной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ. Ото-
бранные образцы хранили при температуре минус 80°С до ре-
гистрации результатов исследования. 

Статистическая методология и обработка данных. Ста-
тистическую обработку данных проводили с использованием 
программного обеспечения Graphpad Prism v.5.03. Достовер-
ность разницы между оцениваемыми параметрами прово-
дили с использованием t-теста при 95% доверительном ин-
тервале. Полулетальные концентрации (ЦТД₅₀ и ИК₅₀) 
рассчитаны с помощью онлайн-калькулятора Quest Graph™ 
IC₅₀ Calculator [6]. При выполнении математического анализа 
различия считали статистически значимыми при p�0,05. 

Результаты 
Оценка цитотоксичности исследуемых 

препаратов по результатам МТТ-теста. Данные 
по выживаемости клеток, полученные в МТТ-те-
сте, хорошо согласовались с микроскопическим 
исследованием монослоя на 4-е сутки после вне-
сения препарата. Результаты представлены в 
табл. 2.  

Из полученных результатов следует, что МПК 
для препарата «Цитовир®-3» составила 150 мкг/мл. 
Данные по выживаемости клеток, полученные в 
МТТ-тесте, хорошо согласовались с микроскопи-
ческим исследованием монослоя на 4-е сутки 
после внесения препарата. Значение ЦТД₅₀ для 
препарата «Цитовир®-3» в культуре клеток МА-104 
составило 281,5 мкг/мл. 

В эксперименте были изучены следующие 
концентрации препарата «Цитовир®-3» без АК: 
2.9, 14.5, 21.8, 29, 43.5, 58, 87, 116, 145 мкг/мл (соот-
ветствуют концентрациям «Цитовир®-3»: 10, 50, 
75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 мкг/мл). Результаты 
определения выживаемости клеток в присут-
ствии препарата «Цитовир®-3» в МТТ-тесте пред-
ставлены в табл. 3. 

Полученные результаты свидетельствуют, что 
в повторном эксперименте МПК «Цитовир®-3» без 
АК составила 58 мкг/мл, что соответствует кон-
центрации 200 мкг/мл для препарата «Цитовир®-3». 
Значение ЦТД₅₀ для препарата «Цитовир®-3» без 
АК в культуре клеток МА-104 составило 88 мкг/мл, 
что примерно соответствует концентрации полной 
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Таблица 2. Определение цитотоксичности препарата Цитовир-3 в МТТ-тесте 
Table 2. Determination of the cytotoxicity of Cytovir-3 using the MTT assay  
Концентрация Цитовир-3, мкг/мл    КК            10              50             75             100          150           200       300       400       500 
Выживаемость, %                                        100±6     77±7*     67±22*    64±11*    86±12*   61±17*    60±10*  47±6    33±8     30±3 
Примечание. Здесь и в табл. 3–5: КК — клеточный контроль; * — диапазон концентраций до достижения ЦТД₅₀.  
Note. Here and tables 3–5: КК — cell control; * — concentration range until CC₅₀ (50% cytotoxic concentration) is reached.

Таблица 3. Определение цитотоксичности препарата Цитовир-3 (без АК*) в МТТ-тесте 
Table 3. Determination of cytotoxicity of Cytovir-3 (without AA*) in the MTT assay 
Концентрация Цитовир-3         КК            2.9           14.5          21.8            29          43.5            58             87            116           145 
(без АК), мкг/мл                                     
Выживаемость, %                        100±14    79±20*    76±16*    76±17*    71±12*   79±14*    77±15*   60±17*     44±13      41±11 
Примечание. АК — аскорбиновая кислота.  
Note. АК — ascorbic acid (AA).



композиции «Цитовир®-3» равной 300 мкг/мл. Дан-
ные по выживаемости клеток, полученные в МТТ-
тесте, хорошо согласовались с микроскопическим 
исследованием культуры клеток на 4-е сутки после 
внесения препарата. 

Сопоставление результатов оценки цитоток-
сичности полной композиции препарата и Цито-
вира-3 без АК показало, что основной вклад в ин-
дукцию цитотоксичности композиции, наиболее 
вероятно, вносит бендазола гидрохлорид, так как 
доклиническое изучение отдельных компонентов 
не показало наличия токсических свойств у α-глу-
тамил-триптофана натрия. 

Были изучены следующие концентрации 
препарата сравнения Умифеновир: 7,5, 10, 12,5, 
15, 17,5, 20, 25, 30, 50 мкг/мл. Результаты опреде-
ления выживаемости клеток в присутствии пре-
парата Умифеновир в МТТ-тесте представлены в 
табл. 4. 

МПК препарата Умифеновир составила при-
мерно 20 мкг/мл. Данные по выживаемости кле-
ток, полученные в МТТ-тесте, также согласовались 
с микроскопическим исследованием монослоя на 
4-е сутки после внесения препарата. Точное значе-
ние ЦТД₅₀ для препарата Умифеновир в культуре 
клеток МА-104 составило 28,5 мкг/мл.  

Оценка противовирусной активности Ци-
товир-3 по выживаемости клеток. Первона-
чально противоротавирусное действие препа-
рата «Цитовир®-3» в культуре клеток МА-104 

было изучено c использованием метода ингиби-
рования цитопатического действия. В культуру 
клеток добавляли препарат «Цитовир®-3» в диа-
пазоне концентраций, включая МПК, — 10, 50, 
75, 100, 150, 200, 300 и 400 мкг/мл и на 4-е сутки, 
после развития ЦПД в лунках вирусного конт-
роля эффект ингибирования оценивался коли-
чественно с помощью МТТ-теста. Препарат 
сравнения Умифеновир использовали в диапа-
зоне концентраций, включая МПК, — 7,5, 10, 12,5, 
15, 17,5, 20, 25, 30, 50 мкг/мл. Для заражения кле-
точной культуры применяли две дозы — 100 и 
20 ТЦД₅₀/мл. Препараты суспендировали с двумя 
разыми дозами вируса и вносили в культуру кле-
ток МА-104 согласно схемам:  

1. Лечебно-профилактическая: внесение 
препарата за 2 ч до вирусного инфицирования.  

2. Лечебная: внесение препарата одновре-
менно с вирусным инфицированием (0 ч).  

Анализ выживаемости клеток в присутствии 
препарата «Цитовир®-3» в культуре клеток MA-104 
показал, что в диапазоне концентраций от 100 до 
200 мкг/мл (концентрации, сопоставимые с МПК, 
близкие к ЦТД₅₀) препарат воспроизводимо про-
являет противовирусную активность, что выра-
жается в повышенной в сравнении с вирусным 
контролем выживаемости клеток (табл. 5, 6). Наи-
более выраженная защита от ЦПД проявилась 
при лечебно-профилактической схеме внесения 
препарата.  
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Таблица 4. Определение цитотоксичности препарата Умифеновир в МТТ-тесте 
Table 4. Determination of the cytotoxicity of Umifenovir in the MTT test 
Концентрация                                   КК            7,5             10            12,5            15          17,5            20             25             30              50 
Умифеновира, мкг/мл                      
Выживаемость, %                        100±11    59±9*      58±7*     56±17*    51±17*   57±19*    62±20*    44±19        4±1          3±0 

Таблица 5. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 в отношении ротавируса группы А, штамм 568, 
в культуре клеток МА-104 (внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования) 
Table 5. Antiviral activity of Cytovir-3 against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (the drug was admin-
istered 2 hours prior to viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           10*           50*                75*         100*          150*            200*            300*            400*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               108±6     76±58#      13±8           42±28   93±16**  116±32**   109±20**  107±26**      40±11      18±20 
20 ТЦД₅₀/лунку                                   82±70#  105±17#        45±18    94±6**    81±17**        69±6           25±6           26±6       42±43 
Примечание. Здесь и в табл. 6–9: КК — клеточный контроль; ВК — вирусный контроль; * — концентрации 
препарата Цитовир-3; ** — диапазон выживаемости клеток на фоне применения препарата; # — необъяснимо 
высокая выживаемость клеток. 
Note. Here and tables 6–9: КК — cellular control; ВК — viral control; * — concentrations of Cytovir-3; ** — range of cell 
survival during the use of the drug; # — inexplicably high cell survival.

Таблица 6. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 в отношении ротавируса группы А, штамм 568, 
в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 6. Antiviral activity of Cytovir-3 against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (administered simul-
taneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           10*           50*                75*         100*          150*            200*            300*            400*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               103±8      33±34     52±33         41±25  70±29 **  66±18 **      60±6 **        21±2           18±2       20±13 
Примечание. КК — клеточный контроль; ВК — вирусный контроль; * — концентрации препарата Цитовир-3; 
** — диапазон выживаемости клеток на фоне применения препарата. 
Note. КК — cellular control; ВК — viral control; * — concentrations of Cytovir-3; ** — range of cell survival during the 
use of the drug.



Концентрация полумаксимального ингиби-
рования (ИК₅₀) «Цитовир®-3» при лечебно-про-
филактической схеме составила 83,06 мкг/мл при 
дозе заражения 100 ТЦД₅₀/лунку.  

Примечательно, что повышенная выживае-
мость клеток проявилась также в присутствии 
«Цитовир®-3» без АК при дозах заражения 20 и 
100 ТЦД₅₀/лунку (табл. 7, 8).  

Таким образом, анализ выживаемости кле-
ток MA-104 в присутствии препарата «Цито-
вир®-3» показал, что в диапазоне концентраций 
от 100 до 200 мкг/мл (концентрации, сопостави-
мые с МПК и близкие к ЦТД₅₀) препарат вос-
производимо проявляет признаки противови-
русной активности, сопоставимые с препаратом 
сравнения (Умифеновир, табл. 9), что выража-
ется в повышенной по сравнению с вирусным 
контролем выживаемости клеток. Изучение 
противовирусной активности «Цитовир®-3» без 
АК позволило обнаружить, что решающая роль 
в индукции противовирусных свойств комплекс-
ного препарата принадлежит двум другим ком-
понентам «Цитовир®-3» — бендазолу и альфа-
глутамил-триптофану. 

Оценка противовирусной эффективности 
препарата Цитовир-3 по влиянию на уровень ре-
продукции ротавируса. Была исследована способ-
ность препарата «Цитовир®-3» и его отдельных 
компонентов в нетоксичных концентрациях подав-
лять вирусную репродукцию в культуре клеток. 

В лунки, содержащие монослой модельной 
культуры клеток, вносили композицию «Цито-
вир®-3», а, так же её отдельные компоненты и пре-
парат сравнения в наиболее эффективной неток-

сичной концентрации и вирусную суспензию по 
двум схемам: 1) Лечебно-профилактическая: вне-
сение препарата за 2 ч до вирусного инфициро-
вания; 2) Лечебная: внесение препарата одновре-
менно с вирусным инфицированием (0 ч). 

Первоначально противовирусную актив-
ность препаратов исследовали с использованием 
одной дозы заражения 100 ТЦД₅₀/лунку, по-
скольку в предыдущих экспериментах при дан-
ной дозе стабильно срабатывал вирусный конт-
роль. Отбор культуральной среды проводили на 
1-е, 2-е и 3-и сутки после заражения для титро-
вания вируса и определения концентрации ви-
русной РНК методом ОТ-ПЦР-РВ.  

В табл. 10 представлены результаты оценки 
вирусной репродукции в присутствии компози-
ции «Цитовир®-3» и препарата сравнения (кон-
центрация вирусной РНК и титр вируса) в разные 
периоды наблюдения. 

Результаты (Опыт 1). Анализ накопления 
вирусной РНК выявил снижение концентрации 
вирусной РНК в присутствии «Цитовир®-3» и Уми-
феновира на 2-е и 3-и сутки наблюдения. При од-
новременном внесении препарата и вируса досто-
верные различия «Цитовир®-3» и Умифеновира с 
вирусным контролем по концентрации вирусной 
РНК появляются на 2-е (р<0,05) и на 3-и сутки на-
блюдения (р<0,001).  

Выявленное в ходе исследования негативное 
влияние «Цитовир®-3» и Умифеновира на накоп-
ление ротавирусной РНК согласовалось с накоп-
лением в культуральной жидкости инфекцион-
ного ротавируса (табл. 11, 12). Пониженный по 
сравнению с вирусным контролем уровень ви-
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Таблица 7. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 без АК в отношении ротавируса группы А, 
штамм 568, в культуре клеток МА-104 (внесение препарата за 2 ч до вирусного инфицирования) 
Table 7. Antiviral activity of Cytovir-3 without AA against group A rotavirus, strain 568, in cell culture MA-104 (the drug 
was administered 2 hours prior to viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           2,9*        14,5*            21,8*        29*          43,5*             58*              87*             116*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку              104±17       8±0         10±5            29±5      26±10      44±11       68±10**        38±7        54±20**       7±1 
20 ТЦД₅₀/лунку                                      6±1       36±36         28±22   52±15**   51±10**     100±7**      48±11       55±18**     13±6 

Таблица 8. Противовирусная активность препарата Цитовир-3 без АК в отношении ротавируса группы А, 
штамм 568, в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 8. Antiviral activity of the drug Cytovir-3 without AA against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture 
(administered simultaneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           2,9*        14,5*            21,8*        29*          43.5*             58*              87*             116*           ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку              108±13       9±0         12±1            19±9      32±11     55±11**       62±3**         44±5         56±4**       12±4 
20 ТЦД₅₀/лунку                                   31±24     37±37         39±19    60±7**     63±9**       61±14**     56±6***       60±6**     43±28  
 
Таблица 9. Противовирусная активность препарата Умифеновир в отношении ротавируса группы А, штамм 
568, в культуре клеток МА-104 (внесение одновременно с вирусным инфицированием) 
Table 9. Antiviral activity of the drug Umifenovir against group A rotavirus, strain 568, in MA-104 cell culture (administered 
simultaneously with viral infection) 
Доза вируса                                                                                          Выживаемость клеток, %  
                                                        КК           7,5*          10*              12,5*        15*          17,5*             20*              25*               30*            ВК 
100 ТЦД₅₀/лунку               100±6        6±1          7±1            29±13   51±10**      42±6           41±7         37±22           9±2          17±1 
20 ТЦД₅₀/лунку                                    15±3       22±7            31±8     55±2**      46±11          35±8           16±3            7±1          12±2 
 



русной репродукции (разница в 1,0–2,0 lg 
ТЦД₅₀/мл) в присутствии «Цитовир®-3» отмечался 
при разных схемах эксперимента и на всех сроках 
наблюдения. В присутствии Умифеновира подав-
ление вирусной репродукции проявилось на 1-е 
и 2-е сутки при лечебной схеме эксперимента и 
на всех сроках наблюдения при лечебно-профи-
лактической схеме. 

Результаты (Опыт 2). Во время выполнения 
второго независимого эксперимента в методику 
внесено изменение: введена двукратная отмывка 

клеток от вируса через 3 ч после заражения. Цель 
изменений — минимизировать «фон» при оценке 
вирусной репродукции методом ПЦР-РВ. Кроме 
того, отмывка могла снизить реальную дозу зара-
жения. Опыт 2 проводили только при одновре-
менном внесении ротавируса (табл. 13, 14). 

При оценке концентрации вирусной РНК в 
первый день, статистически значимых результа-
тов по сравнению с вирусным контролем не на-
блюдалось. На второй день концентрация вирус-
ной РНК в присутствии композиции «Цитовир®-3» 
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Таблица 10. Концентрация вирусной РНК в культуре клеток МА-104 на 1-е, 2-е и 3-и сутки в присутствии 
Цитовир-3 и Умифеновира при разных схемах внесения препаратов (доза заражения — 100 ТЦД₅₀/лунку) 
Table 10. Concentration of viral RNA in the MA-104 cell culture on days 1, 2, and 3 in the presence of Cytovir-3 and 
Umifenovir with different drug administration regimens (infection dose — 100 CC₅₀/well) 
Препараты                                                                                             Концентрация РНК, lg копий РНК/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 

Внесение препаратов одновременно с вирусной нагрузкой 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                        7,36±6,52                                     8,31±7,62*                                  9,31±8,70** 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                  7,05±6,33                                     8,43±7,01*                                  9,08±8,79** 
Вирусный контроль                                             7,52±7,32                                      9,07±8,60                                     9,99±9,30 
Клеточный контроль                                                <3,0                                                <3,0                                               <3,0 

Внесение препаратов за 2 ч до заражения ротавирусом 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                        7,42±6,65                                      8,40±7,99                                     9,37±8,74 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                  7,28±6,53                                      8,21±8,02                                     9,04±9,12 
Вирусный контроль                                             7,27±7,07                                      9,20±8,91                                     9,80±9,18 
Клеточный контроль                                                <3,0                                                <3,0                                               <3,0 
Примечание. * — p<0,05; ** — p<0,01 — различия достоверны по отношению к вирусному контролю. 
Note. * — p<0.05; ** — p<0.01 — differences are significant in relation to viral control. 
Таблица 11. Титр вируса в культуре клеток МА-104 на 1–3-е сутки в присутствии Цитовир-3 и Умифеновира 
при одновременном внесении ротавируса 
Table 11. Virus titer in MA-104 cell culture on days 1-3 in the presence of Cytovir-3 and Umifenovir with the simultaneous 
introduction of rotavirus 
Препараты                                                                                                             Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                              2,17                                                 5,5                                                  6,5 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                        2,5                                                  4,83                                                 8,5 
Вирусный контроль                                                  3,83                                                7,17                                                 7,5 
Клеточный контроль                                                <1,0                                                <1,0                                               <1,0 
Таблица 12. Титр ротавируса в культуре клеток МА-104 на 1-е, 2-е и 3-и сутки при внесении Цитовир-3 и Уми-
феновира за 2 ч до заражения 
Table 12. Rotavirus titer in MA-104 cell culture on days 1, 2, and 3; Cytovir-3 and Umifenovir were added 2 hours before 
infection 
Препараты                                                                                                             Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                              1-е сутки                                       2-е сутки                                      3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                              2,83                                                6,17                                               6,17 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                        2,5                                                   5,5                                                  5,5 
Вирусный контроль                                                  3,83                                                7,83                                               8,17 
Клеточный контроль                                                <1,0                                                <1,0                                               <1,0 
 Таблица 13. Концентрация вирусной РНК в культуре клеток МА-104 на 1–3 сутки после внесения Цитовир-3, 
Цитовир-3 без АК, АК и Умифеновира при одновременном внесении ротавируса  
Table 13. Concentration of viral RNA in the MA-104 cell culture on days 1-3 after the addition of Cytovir-3, Cytovir-3 
without AA, AA and Umifenovir with the simultaneous addition of rotavirus 
Препараты                                                                                                                   Концентрация РНК, lg копий РНК/мл 
                                                                                                                                    1-е сутки                       2-е сутки                       3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                                                            4,74±4,41                    6,57±6,32**                     8,29±7,90 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                                                     5,55±5,03                      7,21±7,16                       8,20±7,89 
Цитовир-3 без АК (соотв. 150 мкг/мл Цитовир-3)                    5,38±5,40                     6,97±7,10*                      8,22±7,26 
Вирусный контроль                                                                                 5,67±5,56                      8,10±8,03                       9,03±8,70 
Клеточный контроль                                                                                   <3,0                                 <3,0                                  <3,0 
Примечание. * — p<0,05; ** — p<0,001 — различия достоверны по отношению к вирусному контролю. 
Note. * — p<0.05; ** — p<0.001 — differences are significant in relation to viral control.



была достоверно ниже вирусного контроля 
(р<0,001), так же, как и при использовании ком-
позиции «Цитовир®-3» без АК (р<0,05) и только 
АК (р<0,05). На третий день различия между пре-
паратами и вирусным контролем вновь стали ста-
тистически незначимыми (см. табл. 14). 

Пониженный по сравнению с вирусным конт-
ролем уровень вирусной репродукции (разница 
в 1,0–2,0 lg ТЦД₅₀/мл) в присутствии «Цитовир®-3» 
ГЛС и «Цитовир®-3» без АК отмечался на всех сро-
ках наблюдения. В присутствии Умифеновира по-
давление вирусной репродукции проявилось, но 
в меньшей степени. 

В клеточном контроле монослой клеток пол-
ностью сохранен, присутствуют единичные 
«всплывшие» клетки (рис. 1). 

Противовирусная активность полной компози-
ции «Цитовир®-3», а также «Цитовир®-3» без АК и 
Умифеновира проявилась и при микроскопиче-
ском изучении монослоя на 2–4-е сутки наблюде-
ния. Наиболее выраженное ЦПД наблюдалось на 
4-е сутки после заражения в лунках с вирусным 
контролем (рис. 2). Во всех лунках с Умифенови-
ром, «Цитовир®-3» без АК и «Цитовир®-3» на 2–4-е 
сутки наблюдалось менее выраженное ЦПД по 
сравнению с вирусным контролем после зараже-
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Рис. 1. Культура клеток МА-104 на 4-е сутки (клеточный 
контроль). 
Fig. 1. MA-104 cell culture on day 4 (cell control).

Рис. 2. Культура клеток МА-104 на 4-е сутки после за-
ражения — вирусный контроль.  
Примечание. Монослой полностью дезинтегрирован, 
клетки разрушены и находятся во взвешенном состоя-
нии.  
Fig. 2. MA-104 cell culture on the 4th day after infection - 
viral control. 
Note. The monolayer is completely disintegrated, the cells 
are destroyed and are in a suspended state. 

Рис. 3. Культура клеток МА-104 в присутствии Цито-
вира-3 без аскорбиновой кислоты на 4-е сутки после 
заражения. 
Fig. 3. Culture of MA-104 cells in the presence of Cytovir-3 
without ascorbic acid on the 4th day after infection.

Таблица 14. Титр вируса в культуре клеток МА-104 на 1–3 сутки после внесения Цитовира-3 ГЛС, Цитовира-3 
без АК, АК и Умифеновира при одновременном внесении ротавируса 
Table 14. Virus titer in MA-104 cell culture on days 1-3 after the addition of Cytovir-3 FPP, Cytovir-3 without AA, AA and 
Umifenovir with simultaneous addition of rotavirus 
Препараты                                                                                                                                   Титр вируса, lg ТЦД₅₀/мл 
                                                                                                                                    1-е сутки                       2-е сутки                       3-и сутки 
Цитовир-3 150 мкг/мл                                                                                   2,5                                  3,83                                  6,17 
Умифеновир 17,5 мкг/мл                                                                            2,5                                  5,50                                  6,83 
Цитовир-3 без АК (соотв. 150 мкг/мл Цитовир-3)                         2,83                                  4,5                                    7,5 
Вирусный контроль                                                                                      3,83                                 6,17                                  8,17 
Клеточный контроль                                                                                   <1,0                                 <1,0                                  <1,0 



ния. Наиболее выраженный цитопротекторный 
эффект Умифеновира, «Цитовир®-3» без аскорби-
новой кислоты и «Цитовир®-3» проявился на 4-е 
сутки после заражения (см. рис. 3–5). 

Как показало выполненное исследование в 
присутствии Умифеновира, «Цитовир®-3» без 
АК и полной композиции «Цитовир®-3» моно-
слой клеток сохранял определённую целост-
ность, но часть клеток все же погибла или нахо-
дилась во взвешенном состоянии (см. рис. 3–5). 
В наибольшей степени, по сравнению с другими 
препаратами, монослой сохранился в присут-
ствии препарата, представляющего полную 
композицию «Цитовир®-3» (см. рис. 5).  

Заключение 
В результате изучения противовирусной ак-

тивности комплексного трехкомпонентного им-
муностимулирующего препарата «Цитовир®-3», 
содержащего аскорбиновую кислоту, бендазол и 
альфа-глутамил-триптофан, было установлено 
что его МПК составляет 150 мкг/мл, а ЦТД₅₀ — 
281,5 мкг/мл. Выявлено, что в диапазоне концент-
раций от 100 до 200 мкг/мл, сопоставимых с МПК 
и близких к ЦТД₅₀, препарат «Цитовир®-3» вос-
производимо проявляет противовирусную актив-
ность в отношении ротавируса, которая вы-
является путём достоверного повышения 
выживаемости клеток MA-104, в сравнении с ви-
русным контролем. Препарат «Цитовир®-3» в кон-
центрации 150 мкг/мл при одновременном (ле-
чебная схема) внесении с возбудителем и за 2 ч 
до вирусного инфицирования (лечебно-профи-
лактическая схема), на всех сроках наблюдения 
подавляет репродукцию ротавируса на 1,0–2,0 lg 

ТЦД₅₀/мл, что сопровождается достоверным сни-
жением концентрации вирусной РНК и цитопро-
текторным действием. Таким образом, по резуль-
татам проведённого исследования можно 
предположить, что «Цитовир®-3» оказывает про-
тивовирусное действие на этапе прилипания ви-
руса к поверхности клеток и последующего его 
проникновения внутрь энтероцита. 

Изучение противовирусной активности ком-
позиции «Цитовир®-3» без аскорбиновой кислоты 
показало, что определяющая роль в проявлении 
противовирусных свойств препарата принадле-
жит двум компонентам «Цитовира®-3», а именно: 
бендазола гидрохлориду и α-глутамил-трипто-
фану натрия. 

Данные, полученные в ходе выполнения дан-
ного исследования, могут служить основанием 
для дальнейшего проведения доклинических и 
клинических исследований по применению раз-
личных лекарственных форм препарата «Цито-
вир®-3» с целью профилактики и раннего лече-
ния (в первые часы/сутки после инфицирования) 
ротавирусной инфекции как у детей (лекарствен-
ные формы препарата «Цитовир®-3» — сироп (для 
детей) и порошок для приготовления раствора 
для приёма внутрь (для детей), так и у взрослых 
пациентов.  
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Fig. 4. Culture of MA-104 cells in the presence of Umifenovir 
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Рис. 5. Культура клеток МА-104 в присутствии Цито-
вира-3 на 4-е сутки после заражения. 
Fig. 5.  Culture of MA-104 cells in the presence of Cytovir 3 
on the 4th day after infection.
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Прогнозирование эффективности азтреонама 
в отношении Klebsiella pneumoniae по результатам оценки 
чувствительности бактерии к антибиотику 
при увеличенном инокуляте 
*К. Н. АЛИЕВА, М. В. ГОЛИКОВА, Д. А. КОНДРАТЬЕВА, А. А. КУЗНЕЦОВА 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе» (ФГБНУ «НИИНА»), 
Москва, Россия 

Резюме 
Актуальность. Минимальная подавляющая концентрация (МПК) антибиотика не позволяет прогнозировать 
риск развития устойчивости бактерий под воздействием антибиотика из-за малой выборки бактерий. Мини-
мальная подавляющая концентрация антибиотика при увеличенном инокуляте (МПКВИ) может стать подходя-
щим для такой цели параметром за счёт увеличенной выборки и простоты определения. Цель. Исследование 
направлено на оценку потенциала использования МПКВИ как параметра для прогнозирования развития устой-
чивости Klebsiella pneumoniae к азтреонаму. Методы. Оценили значения МПК и МПКВИ азтреонама в отношении 
двух штаммов K. pneumoniae методом микроразведений (объём 0,2 мл; инокулят 5×105 и 5×107 КОЕ/мл, соответ-
ственно) и сопоставили результаты с эффектом азтреонама в динамической системе in vitro, где моделировали 
режим применения азтреонама 2 г каждые 8 ч в виде 2-часовой инфузии в течение 5 сут. Результаты. Эффек-
тивность азтреонама в отношении K. pneumoniae, наблюдаемая в динамической системе, согласовывалась со 
значениями МПКВИ после уточнения результатов по оценке жизнеспособности бактерий. При визуальной 
оценке значения МПКВИ были сильно завышены из-за избыточной мутности вследствие образования фила-
ментных форм бактерии под действием азтреонама. Заключение. Параметр МПКВИ можно использовать для 
прогнозирования развития устойчивости K. pneumoniae к азтреонаму при оценке значений данного параметра 
по численности жизнеспособных клеток, но не по визуальной границе роста.  
 
Ключевые слова: азтреонам; K. pneumoniae; динамическая система in vitro; оценка чувствительности бактерий 
к антибиотикам 
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Abstract 
Background. The minimum inhibitory concentration (MIC) does not predict the risk of antibacterial resistance devel-
opment due to a small sample of tested bacteria. Minimum inhibitory concentration at an increased inoculum (MICHI) 
may become a suitable parameter for this purpose as a sample of tested bacteria is larger while the method of determination 
remains easy. The aim of the study was to evaluate the potential of using MICHI as a parameter for predicting the resistance 
development in Klebsiella pneumoniae to aztreonam. Methods. Aztreonam MIC and MICHI values were assessed against 
two strains of K. pneumoniae using the microdilution method (0.2 ml volume; inoculum of 5×105 and 5×107 CFU/ml, re-
spectively) and compared the results with the effect of aztreonam in a dynamic in vitro model, in which  aztreonam regimen 
of 2 grams every 8 hours as a 2-hour infusion for 5 days was simulated. Results. The efficacy of aztreonam against K. pneu-
moniae observed in the dynamic model was consistent with the MICHIs values assessed based on bacterial viability. During 
the visual assessment, the MICHIs values were greatly overestimated due to excessive turbidity caused by the formation of 
filamentous forms of bacteria exposed to aztreonam. Conclusions. The MICHI parameter can be used to predict the devel-
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Введение 
Минимальная подавляющая концентрация 

антибиотика (МПК) — это стандартный параметр, 
применяемый для оценки чувствительности бак-
терии к антибиотику [1] и подбора препарата для 
лечения пациента с инфекционным заболева-
нием. В свете проблемы распространения бакте-
риальной резистентности к антибиотикам надёж-
ность данного параметра можно считать 
недостаточной: значение МПК не позволяет про-
гнозировать риск развития устойчивости бакте-
рий под воздействием антибиотика. Выборка бак-
терий при широко применяемом методе 
микроразведений (инокулят 5×105 КОЕ/мл; объём 
суспензии 0,2 мл) составляет 105 КОЕ. При частоте 
мутаций 10–6 и реже [2–4] маловероятно попада-
ние устойчивых клеток в такую выборку. В то же 
время, популяция бактерий в очаге инфекции у 
человека может быть достаточно концентриро-
ванной, что обуславливает высокую вероятность 
присутствия устойчивых субпопуляций [5–7].  

Подходящим для прогнозирования риска раз-
вития устойчивости бактерий может быть пара-
метр, при определении которого используется вы-
сокая концентрация бактерий, то есть большая 
выборка. Минимальная концентрация, пред-
отвращающая рост мутантов, устойчивых к анти-
биотику (МПКМ) — параметр такого типа, опреде-
ляемый при инокуляте ~1010 КОЕ/мл. Согласно 
результатам ряда работ, МПКМ можно использо-
вать для прогнозирования развития резистент-
ности бактерий [8–10]. Однако методика опреде-
ления данного параметра весьма трудоёмка [11] и 
не подходит для клинической практики. 

Минимальная подавляющая концентрация ан-
тибиотика при увеличенном инокуляте (МПКВИ) — 
альтернативный МПКМ параметр, который может 
стать подходящим вариантом для внедрения в 
клиническую практику благодаря методике опре-
деления, близкой к таковой для МПК: изменение 
состоит лишь в увеличении бактериального ино-
кулята до 5×10⁷ КОЕ/мл. При оценке МПКВИ часто 
наблюдали снижение чувствительности бактерий 
к антибиотику по сравнению с результатами 
оценки МПК [12]. Такой сдвиг наиболее характе-
рен для бета-лактамных антибиотиков и проду-
центов бета-лактамаз. Снижение чувствительно-
сти в 8 и более раз называют «инокулюм эффект» 
(inoculum effect). 

Можно предположить, что снижение чувстви-
тельности бактерий при определении МПКВИ  — 

это следствие присутствия в популяции устой-
чивых к антибиотику клеток. Согласно резуль-
татам недавнего исследования, значения МПКВИ 
меропенема в отношении Klebsiella pneumoniae 
схожи со значениями МПКМ [13]. Обнаружен-
ная корреляция даёт основания полагать, что 
параметр МПКВИ может быть использован для 
прогнозирования развития устойчивости бак-
терий к антибиотикам. 

Чтобы оценить потенциал использования 
МПКВИ как параметра для прогнозирования раз-
вития устойчивости K. pneumoniae к азтреонаму, 
мы оценили значения МПКВИ данного антибио-
тика в отношении двух штаммов и сопоставили 
результаты с эффектом азтреонама в динамиче-
ской системе in vitro, где моделировали клиниче-
ский режим применения антибиотика. Помимо 
МПКВИ определяли МПКМ для сравнения прогно-
стической ценности этих параметров. 

Материал и методы 
Антибиотики и бактериальные штаммы. Азтреонам 

был приобретён в Clearsynth (Andheri West, Mumbai). 
Объектами исследования были клинические изоляты 

K. pneumoniae 74 и 189, продуцирующие NDM-карбапенемазы.  
Оценка значений МПК, МПКВИ и МПКМ. Значения МПК 

азтреонама в отношении исследуемых штаммов K. pneumoniae 
определяли методом микроразведений в 0,2 мл бульона Мюл-
лера–Хинтон (МХБ) при плотности инокулята 5×10⁵ КОЕ/мл [1]. 
Значения МПКВИ определяли в аналогичных условиях, но 
при плотности инокулята 5×10⁷ КОЕ/мл. У выделенных из ди-
намической системы бактерий повторно определяли значе-
ния МПК и МПКВИ. Как для МПК, так и для МПКВИ концент-
рацию антибиотика, подавляющую рост бактерий, 
определяли по отсутствию видимого роста бактерий (осадок 
или мутность). Штаммы характеризовали согласно порого-
вым значениям подавляющих концентраций EUCAST 2023 г.: 
⩽1 мкг/мл — чувствительный, >4 мкг/мл — устойчивый [14]. 

Помимо определения значений МПК и МПКВИ азтрео-
нама путём визуальной оценки прозрачности/мутности лу-
нок, значения параметров оценивали посредством определе-
ния концентрации жизнеспособных клеток, находившихся 
под воздействием антибиотика в лунках планшета в течение 
24 ч при 37°С, и сравнения её с исходной концентрацией 
(5×10⁵ КОЕ/мл или 5×10⁷ КОЕ/мл). Значение МПК определяли 
как значение концентрации, при которой численность клеток 
была равна или ниже исходной численности, то есть рост кле-
ток был подавлен или происходила их гибель. Для этого про-
водили высевы проб из всех лунок планшета на агар Мюл-
лера–Хинтон II (МХА). После инкубирования чашек с агаром 
в течение 24 ч при 37°С оценивали численность бактерий и 
значения МПК и МПКВИ азтреонама. 

Значения МПКМ азтреонама определяли по ранее опи-
санной схеме [13]. Тестируемый микроорганизм культивиро-
вали в МХБ в течение 18–24 ч при 37°С. Затем бактериальную 
суспензию концентрировали методом центрифугирования 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–4 43

opment of resistance in K. pneumoniae to aztreonam when assessing the values of this parameter by the number of viable 
cells, but not by the visual boundary of bacterial growth. 
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(3600×g, 20 мин) до ~1010 КОЕ/мл. Делали посевы на МХА с азт-
реонамом в концентрации 0,125–256 мкг/мл, инкубировали в 
течение 24–48 ч при 37°С и подсчитывали число колоний.  
В случаях неоднозначного роста, например, при образовании 
полупрозрачного налёта на агаре вместо чётких колоний,  
с агара отбирали пробу петлёй и пересевали штрихом на агар 
с такой же концентрацией антибиотика, после чего агар со 
штрихом инкубировали и окончательно оценивали наличие 
или отсутствие роста микроорганизма. За МПКМ принимали 
наименьшую концентрацию меропенема, при которой рост 
бактерий полностью подавлялся. 

Определение МПК, МПКВИ и МПКМ проводили не менее, 
чем в двух повторностях. 

Фармакодинамические эксперименты в динамической 
системе in vitro. Эксперименты проводили в динамической 
системе in vitro диализного типа [15] по подробно описанной 
методике [16]. В качестве биореактора, моделирующего очаг 
инфекции, использовали картридж с целлюлозными волок-
нами Fiber-Cell C3001 (Fiber-Cell Systems, USA), проницаемыми 
для молекул антибиотика, но не бактериальных клеток. Карт-
ридж находился в термостате при 37°С, его заполняли сте-
рильным МХБ и вводили 18-часовую культуру K. pneumoniae 
для достижения инокулята 10⁸ КОЕ/мл. Спустя 2 ч отбирали 
биопробы для оценки действительной стартовой численности 
бактерий, после чего начинали введение антибиотика. 

Моделировали пятидневное лечение азтреонамом при 
режиме дозирования 2 г каждые 8 ч в виде 2-часовой инфузии 
(всего 15 инфузий); моноэкспоненциальный профиль в эпи-
телиальной жидкости лёгких с периодом полувыведения 
2 ч [17–18]. Проникновение азтреонама в эпителиальную жид-
кость лёгких принимали за 50% [19–21]. Значения фармако-
кинетических параметров были следующими: максимальная 
концентрация азтреонама — 31,5 мкг/мл, минимальная кон-
центрация азтреонама — 3,95 мкг/мл, площадь под кривой 
концентрация антибиотика–время — 354 (мкг×ч)/мл. Для мо-
делирования периодической инфузии антибиотика в биоре-
актор, непрерывной элиминации антибиотика из системы с 
постоянной скоростью, а также постоянного перемешивания 
содержимого биореактора использовали перистальтические 
насосы Cole-Parmer Masterflex L/S (Cole-Parmer, USA). 

На протяжении пятидневных экспериментов из системы 
отбирали биопробы для определения численности бактерий 
культуральным методом (посев проб на МХА), а также для 
оценки мутности отобранных бактериальных суспензий с по-
мощью денситометра Densilameter II (Erba Lachema s.r.o., Brno, 
Czech Republic). При посеве проб на МХА, а также на МХА с 
азтреонамом в концентрации 2×, 4×, 8× и 16×МПК, образцы 
разводили при необходимости. Чашки инкубировали при 37°С 
в течение 24 ч и подсчитывали выросшие колонии. Предел 
количественного определения составлял 3,3 и 1 log КОЕ/мл 
для общей популяции и устойчивых субпопуляций бактерий, 
соответственно. 

Флуоресцентная микроскопия. Чтобы изучить морфо-
логию клеток K. pneumoniae, подвергнутых воздействию азт-
реонама, проводили флуоресцентную микроскопию с акри-
диновым оранжевым [22]. В бактериальную суспензию 
объёмом 200 мл с инокулятом 5×10⁵ КОЕ/мл добавляли азт-
реонам до концентрации 2 мкг/мл и инкубировали в течение 
24 ч при 37°С. Пробы объёмом 50 мл отбирали на 0, 2, 8 и 

24  часу инкубации, концентрировали методом центрифуги-
рования (3600×g, 20 мин). Из осадка отбирали пробу объёмом 
25 мкл, которую помещали на предметное стекло, высуши-
вали в асептических условиях и окрашивали, ресуспендируя 
в 5 мкл 0,01% раствора акридинового оранжевого (раствор в 
ацетатном буфере, pH=4) и накрывали покровным стеклом. 
Также из осадка отбирали пробу для высева на агар, чтобы 
оценить жизнеспособность клеток. 

Иммерсионную флуоресцентную микроскопию прово-
дили с использованием микроскопа Leica DM IL Led. (Leica 
Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Germany), оснащённого 
фильтром I3 для «голубого возбуждения» (фильтр BP 450–490 
нм; зеркало 510; фильтр LP515(S)) при 1000-кратном увеличе-
нии. Клетки, окрашенные акридиновым оранжевым, имели 
зелёную, жёлтую, оранжевую или красную флуоресценцию 
на зелёном фоне. Окрашенные клетки подсчитывали в 5 по-
лях зрения, вычисляли среднее количество и пересчитывали 
его на численность клеток (log КОЕ/мл). 

Результаты  
Значения МПК азтреонама в отношении 

K. pneumoniae 74 и 189 составили 1 и 0,25 мкг/мл, 
соответственно, что характеризовало оба штамма 
как чувствительные к антибиотику (таблица). 
Значения МПКВИ для данных объектов превы-
шали 256 мкг/мл, что меняло характеристику 
штаммов на резистентные к азтреонаму. Значения 
МПКМ азтреонама составили 2 и 0,5 мкг/мл в от-
ношении K. pneumoniae 74 и 189, соответственно. 

Результаты экспериментов в динамической 
системе in vitro представлены на рис. 1. В случае 
обоих штаммов наблюдали резкое снижение чис-
ленности клеток в первые сутки моделируемой 
терапии, после которого отмечали вторичный 
рост у K. pneumoniae 74 и его отсутствие у K. pneu-
moniae 189. Устойчивость бактерий развивалась 
очень слабо: только в случае K. pneumoniae 74 по-
являлись клетки, устойчивые к 2×МПК азтрео-
нама (3,4 и 2,2 log КОЕ/мл на 72 и 120 ч, соответ-
ственно). В обоих экспериментах интенсивная 
гибель бактерий с 0 по 6 ч сопровождалась значи-
тельным увеличением мутности бактериальной 
суспензии; после 1–2 сут мутность снижалась до 
значений, характерных для соответствующей 
численности жизнеспособных клеток. 

Эффективность азтреонама в отношении из-
ученных штаммов K. pneumoniae, наблюдаемая в 
динамической системе, не согласовывалась со 
значениями МПКВИ: от штаммов с высокой устой-
чивостью к антибиотику согласно данному пара-
метру можно было ожидать интенсивного вторич-
ного роста, сопровождаемого селекцией клеток 
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Значения МПК, МПКВИ и МПКМ азтреонама в отношении штаммов K. pneumoniae   
MIC, MICHI and MICM values of aztreonam (MICs at Standard and High Inocula and Mutant Prevention Concentration) 
of K. pneumoniae strains  
Штамм K. pneumoniae                                                                           МПК, мкг/мл          МПКВИ, мкг/мл          МПКМ, мкг/мл 
74                                                                                                                             1 (1)                             >256 (1)                                 2 
189                                                                                                                    0,25 (0,25)                    >256 (0,25)                            0,5 
Примечание. Приведены значения МПК и МПКВИ, определенные визуальным и культуральным (указаны в скобках) 
методами. 
Note. The values of MIC and MICHI determined by visual and cultural (indicated in parentheses) methods are given.



различного уровня устойчивости. Обратив внима-
ние на аномальное увеличение мутности при ги-
бели бактерий, мы предположили, что результаты 
определения МПКВИ для объектов нашего иссле-
дования могут быть завышены при визуальной 
оценке. Чтобы уточнить результаты оценки чув-
ствительности к антибиотику, мы определили 
значения МПК и МПКВИ по результатам высева 
проб из всех лунок планшета с целью определения 
численности жизнеспособных клеток, находя-
щихся под воздействием азтреонама.  

При визуальном определении значений 
МПКВИ азтреонама в отношении обоих штаммов 
K. pneumoniae, мутность была примерно одинако-
вой во всех рядах планшета с концентрацией от 
0,5 до 256 мкг/мл (рис. 2). Высевы показали, что 
численность клеток K. pneumoniae 74 и 189, начи-
ная с концентрации антибиотика 1 и 0,25 мкг/мл, 

соответственно, была ниже стартовой численно-
сти клеток (рис. 3). Следовательно, данные кон-
центрации азтреонама — это значения МПКВИ. 
При оценке МПК граница мутности в планшете 
соответствовала границе роста бактерий после 
высевов. Примечательно, что уточнённые значе-
ния МПКВИ оказались равны соответствующим 
значениям МПК и были всего на одно двукратное 
разведение ниже соответствующих значений 
МПКМ (см. таблицу). 

Итоговая характеристика обоих штаммов со-
гласно значениям МПК и МПКВИ — чувстви-
тельны к азтреонаму. Такие результаты доста-
точно хорошо согласуются с результатами 
экспериментов в динамической системе и с ре-
зультатами определения значений МПКМ. 

Чтобы определить возможную причину силь-
ного помутнения суспензии K. pneumoniae после 
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Рис. 1. Численность клеток общей популяции и устойчивых к 2–16×МПК антибиотика субпопуляций K. pneu-
moniae 74 и 189 под воздействием азтреонама в динамической системе in vitro и соответствующая мутность 
бактериальной суспензии в биопробах. 
Fig. 1. The bacterial counts of the general population and subpopulations of K. pneumoniae 74 and 189 resistant to 
2–16×MIC of the antibiotic, exposed to aztreonam in a dynamic system in vitro, and the corresponding turbidity of the 
bacterial suspension in the samples.



воздействия азтреонама, мы изучили морфоло-
гию клеток бактерий до и после воздействия ан-
тибиотика. До воздействия азтреонама в поле зре-
ния находились мелкие округлые палочки, 
расположенные одиночно или парами (рис. 4). Под 
влиянием антибиотика морфология клеток пре-
терпевала сильные изменения: преимуществен-
ной формой в поле зрения становились длинные 
цепочки. Численность клеток согласно микроско-
пии была выше соответствующей численности, 
оценённой с помощью культурального метода. Та-
кие результаты показывают, что клетки атипичной 
морфологии могут быть нежизнеспособны. 
Можно предположить, что скопления крупных не-
жизнеспособных клеток являются причиной из-
быточной мутности, не согласующейся со сниже-
нием численности жизнеспособных бактерий. 

Обсуждение 
В настоящей работе мы изучили эффект азт-

реонама в отношении K. pneumoniae в динамиче-
ской системе in vitro и оценили его соответствие 
результатам определения чувствительности бак-
терии к антибиотику. Эффект азтреонама был 
умеренным в отношении K. pneumoniae 74 и силь-
ным в отношении K. pneumoniae 189. Селекция му-
тантов, соответственно, была слабой или не про-
исходила вовсе. Результаты данного исследования 
в целом согласуются с гипотезой «окна селекции 
мутантов» [11]. При определённых значениях МПК 
(0,25 и 1 мкг/мл) и МПКВИ или МПКМ (0,25 и 1 или 
0,5 и 2 мкг/мл) «окна селекции мутантов» для 
обоих штаммов находились ниже профиля азт-
реонама при моделируемом режиме его дозиро-

вания (минимальная концентрация антибио-
тика — 3,95 мкг/мл) (рис. 5). В таких условиях раз-
витие устойчивости должно подавляться. В то же 
время, популяция K. pneumoniae  74 под воздей-
ствием азтреонама сохраняла высокую жизнеспо-
собность, что указывает на необходимость прове-
дения дополнительных исследований для 
изучения этого феномена. 

При определении значений МПК азтреонама 
в отношении K. pneumoniae граница мутности со-
ответствовала подавлению роста бактерий, но в 
случае МПКВИ мутность не согласовывалась с кон-
центрацией жизнеспособных клеток в лунках. 
Это следует учитывать, как возможный фактор, 
искажающий результаты визуальной оценки 
значений МПКВИ азтреонама. 

Увеличение мутности на фоне гибели клеток 
может быть следствием изменения их морфоло-
гии под воздействием азтреонама — образования 
атипичных громоздких и нежизнеспособных бак-
териальных форм. Ранее мы изучили морфоло-
гию K. pneumoniae под воздействием меропенема: 
у подвергнутых воздействию антибиотика клеток 
отмечали увеличение размера и образование ша-
рообразной формы, но не наблюдали цепочек, 
занимающих много пространства в поле зре-
ния [22]. В ряде работ описаны закономерности 
изменения морфологии клеток в ответ на воз-
действие антибиотика [23–24]. Завышение значе-
ний МПКВИ азтреонама и цефалоспоринов при 
оценке на основе мутности прежде также связы-
вали с образованием филаментных форм у энте-
робактерий, включая K. pneumoniae [23]. Авторы 
данной работы рассматривали избыточную мут-
ность как причину «инокулюм эффекта», который 
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Рис. 2. Результаты определения МПК и МПКВИ азтреонама в отношении K. pneumoniae 74 и 189 при визуальной 
оценке.  
Примечание. Концентрации в лунках 0,5–256 мкг/мл для инокулята 5×107 КОЕ/мл и 0,03–16 мкг/мл для инокулята 
5×105 КОЕ/мл. АБ — контроль антибиотика; Б — контроль бактерий. Фото кадрировано и отзеркалено по вертикали. 
Fig. 2. Results of determining the MIC and MICHI of aztreonam against K. pneumoniae 74 and 189 by visual assessment.  
Note. Concentrations in wells are 0.5–256 µg/ml for an inoculum of 5×107 CFU/ml and 0.03–16 µg/ml for an inoculum of 
5×10⁵ CFU/ml. АБ — antibiotic control; Б — bacteria control. The photo is cropped and mirrored vertically.



представлялся фактором, мешающим определе-
нию МПК при завышении стартовой концентра-
ции бактерий. Мы же рассматриваем «инокулюм 
эффект» как влияние устойчивых клеток, по-
падающих в увеличенную выборку, на чувстви-
тельность бактерий к антибиотику. Избыточная 
мутность в рамках наших рассуждений — это фак-
тор, мешающий точному определению МПКВИ 
азтреонама при визуальной оценке. Важно под-
черкнуть, что подобного феномена избыточной 
мутности на фоне активной гибели клеток мы не 
наблюдали в случае с меропенемом [13]. Для этого 
антибиотика наблюдалась чёткая корреляция 
между мутностью и концентрацией клеток в пи-
тательной среде, что позволяло определять 

значения МПКВИ визуально. При этом «инокулюм 
эффект» обнаруживался у всех изученных штам-
мов K. pneumoniae, продуцирующих карбапене-
мазы, подвергнутых действию меропенема. 

Завышение значений МПКВИ при визуальной 
оценке могло быть причиной, по которой они не 
согласовывались с эффектом антибиотика in vivo 
при увеличенной микробной нагрузке [25]. Чтобы 
проверить данное предположение, следует про-
вести углублённую оценку МПКВИ с различными 
объектами и определить, для каких из них харак-
терно значительное возрастание мутности пита-
тельной среды на фоне интенсивной деформации 
клеток под действием антибиотика. В то же 
время, растёт количество работ, где сообщается 
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Рис. 3. Результаты определения МПК и МПКМ азтреонама в отношении K. pneumoniae после применения 
культурального метода для оценки численности бактерий.  
Примечание. Серый — визуальный рост; белый — отсутствие визуального роста. К0 — контроль бактерий на 
0 ч; К24 — контроль бактерий на 24 ч. Пунктиром обозначена исходная численность бактерий (log, КОЕ/мл). 
Fig. 3. Results of determining the MIC and MICM of aztreonam against K. pneumoniae after applying the cultural 
method to assess the number of bacteria.  
Note. Grey — visual growth; white — lack of visual growth. K0 — bacteria control at 0 h; K24 — bacteria control at 24 
hours. The dotted line indicates the initial number of bacteria (log (CFU/ml)).



о соответствии между «инокулюм эффектом» и 
снижением эффективности антибиотика in 
vivo [26–32]. В данных работах МПКВИ оценивали 
визуально, следовательно избыточная мутность 
может быть характерна для ограниченного коли-
чества объектов. Отдельно следует отметить, что 
оценка МПКВИ в случае избыточной мутности 
нуждается в проработке быстрых и простых спо-
собов определения численности жизнеспособ-
ных клеток: необходимость дополнительных вы-

севов и культивирования усложняет методику и 
увеличивает длительность теста. 

Значения МПКВИ после уточнения результа-
тов и значения МПКМ были схожими, что согла-
суется с результатами проведённого ранее иссле-
дования с меропенемом и K. pneumoniae [13]. 
Такие результаты свидетельствуют о том, что 
МПКВИ можно продолжать изучать в качестве 
альтернативного МПКМ параметра для использо-
вания в качестве верхнего уровня «окна селекции 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–448

Рис. 4. Морфология клеток K. pneumoniae 74 до и после воздействия азтреонама. 
Fig. 4. Morphology of K. pneumoniae 74 cells before and after exposure to aztreonam.

Рис. 5. Расположение моделируемого фармакокинетического профиля азтреонама относительно уровней 
МПК, МПКВИ и МПКМ.  
Примечание. Значения МПКВИ после уточнения с помощью культурального метода. 
Fig. 5. Location of the simulated pharmacokinetic profile of aztreonam relative to the levels of MIC, MICHI and MICM values.  
Note. MICHI values after clarification by the cultural method.



мутантов» и прогнозирования развития рези-
стентности бактерий к антибиотикам. 

Ограничения исследования 
Данное исследование было проведено с 

двумя штаммами K. pneumoniae. Для подтвержде-
ния результатов следует провести исследования 
с бóльшим количеством объектов. 

Заключение 
Параметр МПКВИ можно использовать для 

прогнозирования развития устойчивости K. pneu-
moniae к азтреонаму при оценке значений дан-
ного параметра по численности жизнеспособных 
клеток, но не по визуальной границе роста. Па-
раметр МПКВИ можно рассматривать как альтер-
нативу МПКМ в качестве верхнего уровня «окна 
селекции мутантов». При определении МПКВИ не-
обходимо учитывать фактор избыточной мутно-
сти в случае объектов тестирования, для которых 
он характерен. 
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Случай первичного иммунодефицита 
с иммунной дисрегуляцией: особенности клинической 
манифестации и сложности диагностики 
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Резюме 
В статье представлено описание случая редкого первичного иммунодефицита с иммунной дисрегуляцией — де-
фицита CD25 c манифестацией в неонатальном периоде в виде тяжёлой хронической диареи, подверженности 
вирусным, бактериальным, грибковым инфекциям, аутоиммунными проявлениями, синдромом мальабсорб-
ции, гипотрофией, поражением кожи, подтверждённого обнаруженной при анализе ДНК гомозиготной мута-
цией в гене IL2-RA. В статье рассматривается роль IL2-RA в созревании и дифференцировке Т-лимфоцитов, 
современные подходы к классификации первичных иммунодефицитов с иммунной дисрегуляцией, принципы 
диагностики и лечения дефицита CD25, проводится анализ и сопоставление других описанных в литературе слу-
чаев дефицита CD25. 
 
Ключевые слова: дефицит CD25; первичный иммунодефицит с иммунной дисрегуляцией; диагностика; клини-
ческие проявления 
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Abstract 
The article describes a case of a rare primary immunodeficiency with immune dysregulation — CD25 deficiency with man-
ifestation in the neonatal period in the form of severe chronic diarrhea, susceptibility to viral, bacterial, and fungal infec-
tions, autoimmune manifestations, malabsorption syndrome, hypotrophy, skin lesions, confirmed by a homozygous 
mutation in the IL2-RA gene detected by DNA analysis. The article discusses the role of IL2-RA in the maturation and differ-
entiation of T-lymphocytes, modern approaches to the classification of primary immunodeficiencies with immune dys-
regulation, principles of diagnosis and treatment of CD25 deficiency, as well as analyzes and compares other cases of CD25 
deficiency described in the literature. 
 
Keywords: CD25 deficiency; primary immunodeficiency with immune dysregulation; diagnosis; clinical manifestations 
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Введение 
Первичные иммунодефициты с иммунной 

дисрегуляцией, согласно обновленной в 2022 г. 
классификации Международного союза иммуно-

логических сообществ (International Union of Im-
munological Societies, IUIS), относят к 4-му классу, 
в который включены следующие группы заболе-
ваний: 1) Семейный гемофагоцитарный лимфо-
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гистиоцитоз; 2) Семейный гемофагоцитарный 
лимфогистиоцитоз с гипопигментацией; 3) Де-
фекты регуляторных Т-клеток; 4) Аутоиммунные 
синдромы с лимфопролиферацией/без лимфо-
пролиферации; 5) Иммунная дисрегуляция с 
колитом; 6) Аутоиммунный лимфопролифера-
тивный синдром; 7) Восприимчивость к вирусу 
Эбштейна–Барра и лимфопролиферативные 
заболевания [1]. 

Дефицит альфа-субъединицы рецептора ин-
терлейкина-2 (IL-2RA, CD25) — первичный имму-
нодефицит с нарушением иммунной регуляции, 
относится к группе дефектов регуляторных Т-кле-
ток, развивается в результате мутаций в гене 
IL2RA, кодирующем альфа-цепь рецептора к ин-
терлейкину-2 с аутосомно-рецессивным механиз-
мом наследования. У лиц с дефицитом IL-2RA с 
младенческого возраста имеют место рецидиви-
рующие вирусные, грибковые, бактериальные 
инфекции, лимфоаденопатия, аутоиммунные за-
болевания, в том числе аутоиммунная энтеропа-
тия и экзематозные поражения кожи [2, 3]. 

Интерлейкин-2 (IL-2) в основном продуциру-
ется активированными Т-лимфоцитами, стимули-
рует рост и дифференцировку Т-лимфоцитов, в 
частности, способствуя дифференцировке Т-су-
прессоров, предотвращающих аутоиммунные ре-
акции, дифференцировке Т-клеток памяти, обес-
печивающих противоинфекционную защиту, 
также IL-2 стимулирует рост и дифференцировку 
Т-хелперов, Т-цитотоксических лифоцитов, 
NK-клеток, тем самым играя ключевую роль в под-
держании клеточно-опосредованного иммунитета. 
Действие IL-2 реализуется при взаимодействии с 
рецептором к IL-2 (IL-2R), гетеротримерным про-
теином, который экспрессируется на поверхности 
иммунных клеток. Три рецепторные цепи IL-2R α 
(IL-2RА, CD25), β (IL-2RB, CD122) и γ (IL-2RG, CD132) 
экспрессируются не одинаково в различных типах 
клеток и, таким образом, образуют низкоафинные, 
промежуточные и высокоаффинные рецепторы к 
IL-2. IL-2RА связывает IL-2 с низким сродством, 
комбинация IL-2RB и IL-2RG — с промежуточным 
сродством, комбинация трёх рецепторных цепей α 
(IL-2RА, CD25), β (IL-2RB, CD122) и γ (IL-2RG, CD132) 
образует IL-2R c высоким сродством. В результате 
нарушения синтеза альфа цепи IL-2R вследствие 
мутаций в гене IL2RA индвидуум демонстрирует 
иммунную недостаточность, связанную с наруше-
нием противоинфекционной защиты, и ауто-
иммунные заболевания в результате нарушения 
роста и дифференцировки Т-лимфоцитов, в том 
числе сходные с первичными иммунодефицитами 
с иммунной дисрегуляцией, в частности с Х-сцеп-
ленным синдромом иммунной дисрегуляции, по-
лиэндокринопатии и энтеропатии (IPEX-синдро-
мом), при котором обнаруживают мутации в гене 
белка 3 forkhead box (FoxP3), являющийся факто-

ром транскрипционной активности и репрессии 
регуляторных Т-клеток [3–5]. 

Материал и методы 
Мы представляем случай дефицита CD25, подтвер-

ждённого выявленной мутацией в гене IL-2RA. Пациент на-
ходился под нашим наблюдением в течение 2 мес., за время 
наблюдения пациенту были проведены лабораторные ме-
тоды исследования, позволившие исключить наследствен-
ные заболевания обмена веществ и подтвердить первичный 
иммунодефицит с иммунной дисрегуляцией, по результатам 
исследования ДНК по технологии секвенирования методом 
парно-концевого чтения. 

Результаты  
Пациент Д., мальчик, поступил в отделение 

новорождённых Челябинской детской областной 
клинической больницы (ЧОДКБ) в возрасте 3 мес. 
с жалобами на повторные эпизоды лихорадки, 
жидкий стул со слизью. 

Из анамнеза заболевания известно, что в воз-
расте двух нед. у ребёнка появился жидкий стул 
со слизью, на 4-е сутки заболевания появилась 
рвота, на 7-е сутки заболевания (возраст 3 нед.) — 
фебрильная лихорадка, ребёнок был госпитали-
зирован в инфекционное отделение Городской 
клинической больницы № 9 г. Челябинска, а на 
2-е сутки госпитализации по тяжести состояния 
переведён в отделение анестезиологии и реани-
мации Городской клинической больницы № 9 
г.  Челябинска, где получал патогенетическую, 
этиотропную, симптоматическую терапию (инфу-
зионная терапия, частичное энтеральное питание, 
парентеральное питание, антибактериальная те-
рапия). На фоне проводимой терапии сохраняется 
диарея, нарушение водно-электролитного баланса 
(стойкая гипонатриемия, отёки), в связи со стой-
кой гипонатриемией, по рекомендации эндокри-
нолога, начата терапия гидрокортизоном, с после-
дующей коррекцией дозы и восстановлением 
концентрации уровня натрия до физиологической 
нормы, с постепенным снижением дозы и отменой 
гидрокортизона с учётом получения нормальных 
значений уровня адренокортикотропного гор-
мона, уровня кортизола и 17-гидроксипрогесте-
рона. На 13-е сутки пребывания в стационаре ме-
тодом мультиспиральной компьютерной 
томографии диагностирован тромбоз верхней 
яремной вены, плечеголовной и верхней полой 
вены, по поводу которого начата гепаринотерапия 
с коррекцией дозы под контролем параметров ге-
мостаза. Ребенок получил курс внутривенного им-
муноглобулина, получена некоторая положитель-
ная динамика — увеличен объём энетерального 
питания, сократился объём патологических по-
терь со стулом, уменьшились отёки. На 26-е сутки 
(возраст 1,5 мес.) пребывания в стационаре кли-
нические и лабораторные признаки системного 
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воспалительного ответа — лихорадка, гранулоци-
тоз, нарастание уровня СРБ, начата антибактери-
альная, противогрибковая терапия, проведён курс 
внутривенного иммуноглобулина, получена поло-
жительная динамика, после отмены антибактери-
альной, противогрибковой терапии (возраст 
2 мес.) — лихорадка, диарея, в стуле примесь боль-
шого количества крови. В ликворе методом ПЦР 
обнаружены Haemophilus influenzae и Candida al-
bicans, установлен диагноз менингит, начата ан-
тибактериальная и противогрибковая терапия. 
В крови методом ПЦР выявлена цитомегаловирус-
ная инфекция. Ребёнку проведён курс иммуно-гло-
булина человека антицитомегаловирусного, полу-
чена кратковременная положительная динамика, 
далее вновь повторные эпизоды лихорадки, диареи 
на фоне антибактериальной терапии широкого 
спектра действия, при повторных люмбальных 
пункциях выявлено нарастание цитоза в ликворе, 
в общем и биохимическом анализах крови лабо-
раторные критерии системного воспалительного 
ответа (повышение концентрации С-реактивного 
белка, прокальцитонина, гранулоцитоз), бакте-
риологический посев крови роста не дал. По дан-
ным компьютерной томографии головного мозга, 
признаки кортикальной атрофии, по данным ком-
пьютерной томографии органов брюшной поло-
сти — гепатоспленомегалия, пневматоз кишеч-
ника, расширение правого мочеточника. В 
возрасте 3 мес. у ребёнка признаки поражения 
кожи (генерализованная папулезная сыпь, гипе-
ремия в естественных складках кожи, крупнопла-
стинчатое и мелкопластинчатое шелушение 
кожи). При инструментальном обследовании при 
колоноскопии выявлены признаки язвенного 
терминального илеита, умеренно выраженного 
катарального колита, при эзофагодуоденоскопии 
поверхностный гастрит с геморрагическим ком-
понентом, эрозивный бульбит. По поводу нарас-
тания анемии за время пребывания в инфекцион-
ном отделении ребенку неоднократно проводились 
трансфузии препаратов крови. Для исключения 
первичного иммунодефицита, наследственных бо-
лезней обмена для дальнейшего обследования и 
лечения рекомендован перевод в ЧОДКБ с за-
ключительным диагнозом при переводе: «Генера-
лизованная инфекция сочетанной вирусно-гриб-
ково-бактериальной этиологии с поражением 
центральной нервной системы (менингит), кожных 
покровов, слизистых оболочек, мочеполовой си-
стемы, желудочно-кишечного тракта (эрозивный 
гастрит, гастроэнтероколит, язва терминального 
отдела подвздошной кишки), тяжёлой степени». 

Из анамнеза жизни известно, что пациент Д. 
родился от второй беременности, которая про-
текала на фоне хронического бронхита, хрониче-
ского цистита, анемии лёгкой степени у матери, 
вторых своевременных индуцированных быстрых 

самостоятельных родов на сроке 41 нед., масса 
при рождении 3420 г, оценка по шкале Апгар 
8/9  баллов. Близкородственный брак родители 
ребенка отрицают, по национальности родители 
узбеки. С рождения состояние удовлетворитель-
ное, ребёнок приложен к груди в родильном зале, 
в возрасте 3 сут выписан из родильного дома под 
наблюдение участкового врача педиатра, в тече-
ние первых двух недель жизни до возникновения 
настоящего заболевания состояние было удов-
летворительным, находился на грудном вскарм-
ливании по требованию. 

При поступлении в отделение новорождён-
ных ЧОДКБ состояние ребёнка тяжёлое, тяжесть 
состояния обусловлена проявлениями синдрома 
системного воспалительного ответа, распростра-
нённым дерматитом, признаками артрита левого 
коленного и правого тазобедренного суставов, 
гипотрофией, синдромом мальабсорбции. 

При лабораторном обследовании за время 
динамического наблюдения неоднократно вы-
являлся лейкоцитоз до максимальных значений 
19,7×109/л, С-реактивный белок — до 118,49 мг/л, 
лактат — до 4,9 ммоль/л, прокальцитонин — до 
1,86 нг/мл. Уровень витамина Д — 20,5 нг/мл. В 
ликворе цитоз — до 512 клеток в 1 мкл за счёт ак-
тивированных моноцитов и лимфоцитов. 

В иммунограмме: иммуноглобулины: IgG 
9,1  г/л, IgМ 1,4 г/л, IgА 1,0 г/л, CD3 79,8, 
CD3+CD4+ 30,7, CD3+CD8+ 46,8, K (4/8) 0,66, CD16 
14,9, CD19 4,9, CD4+CD8+ 1,4, НСТ спонтанный 
21%, НСТ индуцированный 91%, Treс 337×105 ко-
пий, Krec 67×105 копий. Диаскин тест отрицатель-
ный. Результаты исследования крови на анти-
нуклеарный фактор, антитела к циклическому 
цитруллинированному пептиду, антитела к кар-
диолипину, ревматоидный фактор, антитела к 
нативной ДНК — отрицательные. 

Результат исследования крови на болезнь 
Помпе, Фабри, Гоше, Ниммана–Пика — отрица-
тельные, активность кислой липазы в пределах 
референсных значений. Результат тандемной 
масс-спектрометрии крови на наследственные бо-
лезни обмена — отрицательный. Заключение по 
результату анализа органических кислот в моче 
методом газовой хроматографии с масс-
cпектрометрией: «Повышение концентрации 
ряда метаболитов, вероятно, вторичного ха-
рактера, или обусловленное наследственными 
заболеваниями, в том числе дефицитом пири-
доксамин-5-прайм-фосфат-оксизады». 

При инструментальном обследовании при 
допплерографии выявлен неокклюзионный 
тромбоз левой подключичной и яремной вены. 
При рентгенографии нижних конечностей вы-
явлены рентгенологические признаки рахитопо-
добного заболевания (бокаловидная деформация 
дистальных отделов бедренных костей со сниже-



нием костной плотности и бахромачатой эпифи-
зарной зоной, бокаловидная деформация про-
ксимального отдела большеберцовых костей и С-
образная деформация костей голени слева и 
справа). При ультразвуковом исследовании (УЗИ) 
коленных и тазобедренных суставов выявлены 
признаки синовита левого коленного и правого 
тазобедренного суставов. При УЗИ органов 
брюшной полости — гепатоспленомегалия, уве-
личение мезентериальных лимфоузлов, лёгкое 
расширение холедоха, нефромегалия, умеренные 
диффузные изменения почек, отёк стенок ча-
шечно-лоханочной системы справа. При УЗИ ви-
лочковой железы — уменьшение размеров вилоч-
ковой железы. Патологических изменений при 
офтальмологическом исследовании не обнаружено. 
При магнитно-резонансной томографии (МРТ) го-
ловного мозга с контрастным усилением — множе-
ственные субэпендимальные узлы, множествен-
ные интрапаренхиматозные узлы в лобной и 
теменной долях слева. При повторном исследо-
вании в динамике количество узлов уменьши-
лось, описанные очаги расценены как грибковое 
поражение головного мозга. По данным МРТ 
области шеи, грудной клетки, живота, конечно-
стей — дополнительных образований, увеличен-
ных лимфоузлов не выявлено. При эхокардио-
графии обнаружено увеличение размеров левого 
желудочка. По данным электроэнцефалогра-
фии (ЭЭГ) — умеренные общемозговые наруше-
ния, стадии сна дифференцированы, эпилепти-
формной активности не зарегистрировано. При 
проведении ЭЭГ в динамике выявлена региональ-
ная эпилептиформная активность: острые волны 
в левой лобно-центральной области. 

При исследовании ДНК методом клиниче-
ского секвенирования была выявлена мутация 
c.473_485delCTCTACACAGAGG в гомозиготном ва-
рианте в области chr10:6021575ACCTCTGTGT 
AGAG>A, в гене IL2RA, которая ассоциируется с 
первичным иммунодефицитом с иммунной дис-
регуляцией — дефицитом IL2RA (Immunodefi-
ciency 41 with lymphoproliferation and autoim-
munity, IL2RA deficiency, CD25 deficiency, IMD41). 

За время нахождения пациента Д. в отделе-
нии новорождённых ЧОДКБ сохраняется волно-
образное течение эпизодов лихорадки, диареи, 
патологических потерь со стулом, лабораторных 
признаков системного воспалительного ответа, 
менингита по данным ликворограммы. Ребёнок 
получает частичное энтеральное питание, парен-
теральное питание и инфузионную терапию, ан-
тибактериальную терапию широкого спектра 
действия, противогрибковую терапию с учётом 
данных бактериологического исследования, ви-
таминотерапию (токоферола ацетата и холекаль-
циферол), панкреатин, повторные курсы внутри-
венного иммуноглобулина. В возрасте 5 мес. 

ребёнок для дальнейшего лечения был переведен 
в Клинику Санкт-Петербургского государствен-
ного педиатрического медицинского универси-
тета, после стабилизации состояния пациент Д. 
переведен в Клинику «НИИ детской онкологии, 
гематологии и трансплантологии им. Р. М. Гор-
бачевой» для проведения трансплантации гемо-
поэтических стволовых клеток (ТГСК). Первая 
ТГСК была проведена пациенту Д. в возрасте 
10 мес., состояние ребёнка оставалось тяжёлым, 
была начата иммуносупрессивная терапия сиро-
лимусом, в возрасте 12 мес. ребёнку проведена 
повторная ТГСК, в течение 2 мес. после повторной 
ТГСК в состоянии ребёнка получена положитель-
ная динамика, появилась толерантность к энте-
ральному питанию, увеличились темпы физиче-
ского и моторного развития. 

Обсуждение результатов 
Первый случай дефицита CD25 был описан в 

1997 г. N. Sharfe и соавт. (Канада, Торонто) [6] у 
мальчика, рождённого от двоюродных брата и 
сестры, с младенческого возраста страдавшего 
персистирующими вирусными, бактериальными 
и грибковыми инфекциями, хронической диа-
реей, хроническим заболеванием лёгких, ане-
мией, лимфаденопатией и гепатоспленомега-
лией, неспособностью отторгнуть аллогенный 
кожный трансплантант. Анализ ДНК пациента 
выявил мутации в гене IL-2RA. В 2007 г. A. A. Caudy 
и соавт. (США, Принстон) [3] описали мальчика 
с IPEX-подомным синдромом с манифестацией 
с возраста 6 нед. с тяжёлой хронической диа-
реей, экземой, инсулинозависимым диабетом, 
аутоиммунной гемолитической анемией, гипо-
териеозом, аутоиммунной нейтропенией, реци-
дивирующей цитомегаловирусной инфекцией, 
персистиурующими инфекциями дыхательных 
путей с нормальным геном белка FoxP3 и ауто-
сомно-рецессивными мутациями в гене IL-2RA. 
В 2013 г. K. Goudy и соавт. (Италия, Милан) [7] 
описали девочку 8 лет рождённую от двоюрод-
ных брата и сестры с манифестацией с неонаталь-
ного периода тяжёлой хронической диареи, тре-
бующей частого парентерального питания, и 
тяжёлой экземы, рецидивирующей цитомегалови-
русной инфекцией, аутоиммунным тиреодитом, 
алопецией, лимфоаденопатией, рецидивирую-
щими бактериальными инфекциями, пациентка 
находилась на комбинированной терапии глюко-
кортикостероидами и такролимусом, получала по-
вторные многократные курсы антибактериальной 
и противогрибковой терапии, ганцикловир. Отец 
и мать пациентки оказались гетерозиготными по 
мутации в гене IL-2RA, которая в гомозиготном ва-
рианте была обнаружена при анализе ДНК у паци-
ентки. Трансплантация гемопоэтических стволо-
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вых клеток была эффективным методом лечения 
во всех трёх описанных случаях [3, 6, 7]. В 2014 г. L. 
Bezrodnik и соавт. (Аргентина, Буэнос-Айрес) [4] 
описали дефицит CD25 в результате гомозиготной 
миссенс-мутации в гене IL-2RA у пациентки 5 лет 
(усыновленную, без истории родителей) с тяжё-
лым атопическим дерматитом, манифестировав-
шим с раннего неонатального периода, хрониче-
ской диареей, алопецией и рецидивирующими 
инфекциями нижних и верхних дыхательных пу-
тей. Субстратом тяжёлого поражения паренхимы 
лёгких был облитерирующий бронхиолит с ги-
перплазией лимфоцитов, на момент публикации 
пациентка ожидала ТГСК. До конца 2023 г. в лите-
ратуре описано ещё несколько случаев дефицита 
CD25, наиболее частыми симптомами у пациентов 
были тяжёлая диарея, рецидивирующие вирус-
ные, бактериальные, грибковые инфекции, ауто-
иммунные заболевания. Наиболее распростра-
нённой терапевтической стратегией у пациентов 
с дефицитом CD25 до ТГСК были антибактериаль-
ная, противогрибковая, противовирусная и им-
муносупрессивная терапия (сиролимус, глюко-
кортикостероиды) [2, 5, 8, 9]. У представленного 
нами пациента дефицит CD25 манифестировал 
упорной диареей в неонатальном периоде, в пер-
вые месяцы жизни принявшей упорный, хрони-
ческий, тяжёлый характер, требующий паренте-
рального питания, с развитием синдрома 
мальабсорбции, следствием которого стали гипо-
трофия, клинические и рентгенологические про-
явления рахитоподобного заболевания, вероятно, 
в результате нарушения всасывания кальция в же-
лудочно-кишечном тракте. Клиническими про-
явлениями нарушения противоинфекционной за-
щиты в результате дефицита CD25 у нашего 
пациента стали идентифицированные методом 
ПЦР в крови и ликворе рецидивирующие бакте-
риальные, вирусные, грибковые инфекции с по-
ражением кожи, желудочно-кишечного тракта, 

центральной нервной системы. Рецидивирующие 
эпизоды лихорадки и рецидивирующие лабора-
торные признаки системного воспалительного от-
вета на фоне антибактериальной, противогрибко-
вой терапии, увеличение мезентериальных 
лимфоузлов, признаки язвенного терминального 
илеита по данным колоноскопии, эрозивный 
бульбит по данным эзофагодуоденоскопии, сино-
вит у нашего пациента, вероятно, были проявле-
ниями нарушения регуляторной функции Т-кле-
ток. На рисунке представлены данные об уровне 
С-реактивного белка у нашего пациента с начала 
манифестации заболевания в неонатальном пе-
риоде и до возраста 5 мес. 

Как показано на рисунке, уровень С-реактив-
ного белка у нашего пациента как проявление си-
стемного воспалительного ответа колеблется в 
значительных пределах имея пики, достигающие 
более 100 мг/л, имеющие место на фоне прове-
дения антибактериальной, противогрибковой те-
рапии. Уровень С-реактивного белка в течение 
5 мес. жизни практически не достигает нормаль-
ных значений, что свидетельствует о постоянной 
активации системного воспалительного ответа, 
связанного, вероятно, как с ответом на инфек-
ционные факторы, так и с нарушением иммуно-
логической толерантности. 

Следует отметить, что спектр заболеваний с 
нарушением иммунной регуляции по мере по-
явления новых данных, связанных с анализом 
различных фенотипов первичных нарушений 
иммунной регуляции и результатами анализа 
ДНК, значительно расширился в последние 
годы, и включает в себя различные аутоиммун-
ные, аутовоспалительные, лимфопролифератив-
ные синдромы в сочетании со злокачественными 
новообразованиями и аллергическими проявле-
ниями. Учитывая разнообразие фенотипов и не-
полное проявление всех признаков первичного 
нарушения иммунной регуляции у конкретного 

Уровень С-реактивного белка у пациента Д. за 5 мес. жизни с момента манифестации заболевания. 
Level of C-reactive protein in patient D. over 5 months from the moment of manifestation of the disease.



индивидуума, клиницисты испытывают значи-
тельные сложности как в диагностике, так и в ве-
дении пациентов с первичным нарушением им-
мунной регуляции, поскольку ТГСК может быть 
отстрочена из-за длительного процесса под-
готовки, до ТГСК клиницисту необходимо выдер-
живать баланс между высоким инфекционным 
риском и необходимостью иммуносупрессивной 
терапии, процедура ТГСК для пациента имеет свои 
риски, в том числе связанные с развитием реак-
ции «трансплантат против хозяина» [10]. Особые 
трудности в диагностике первичных нарушений 
иммунной регуляции имеют место у пациентов 
первых месяцев жизни в силу неспецифичности 
клинических проявлений разнообразных заболе-
ваний. В нашем случае клинические проявления 
у пациента Д. в первые два месяца жизни расцени-
вались как генерализованное инфекционное за-
болевание, отсутствие эффекта от длительной 
массивной антибактериальной и противогрибко-
вой терапии позволило предположить наличие 
у ребенка первичного иммунодефицита. Отсут-
ствие значительных отклонений в количествен-
ных показателях иммунограммы в случае дефи-
цита CD25 также затрудняет диагностику данного 
первичного иммунодефицита и требует проведе-
ния развернутых иммунологических тестов и мо-
лекулярно-генетического исследования, требую-
щего времени для его выполнения. В нашем 
случае с момента манифестации и до установле-
ния диагноза первичного иммунодефицита с им-
мунной дисрегуляцией прошло около 5 мес., в от-
сутствие уточнённого диагноза у нашего 
пациента коридор терапевтических возможно-
стей мог включать только антибактериальную, 
противогрибковую терапию, терапию внутривен-
ным иммуноглобулином, коррекцию функции 
желудочно-кишечного тракта — парентеральное 
питание, инфузионная терапия, требующая кате-
теризации центральных вен и в свою очередь 
ставшая фактором риска тромбоза верхней полой 
вены и её ветвей на фоне постоянной активации 
системного воспалительного ответа. 

Ограничения в исследовании 
На момент написания статьи результат по-

вторной ТГСК у пациента Д. пока не ясен, нет дан-
ных исследования ДНК родителей пациента Д. 

Заключение 
Дефицит CD25 является редким первичным 

иммунодефицитом с иммунной дисрегуляцией. 
Дефицит CD25 следует заподозрить у пациентов 
на основании характерных клинических проявле-
ний. Наиболее частым и ранним симптомом де-
фицита CD25 является тяжёлая хроническая диа-
рея. Поражение кожи (экзема) и восприимчивость 
к цитомегаловирусной инфекции также являются 
ранними симптомами дефицита CD25. Ранняя ди-
агностика дефицита CD25 может улучшить про-
гноз и качество жизни пациентов. Исследование 
ДНК методом клинического секвенирования поз-
воляет подтвердить диагноз дефицита CD25. 
Представление и объединение данных по дефи-
циту CD25 необходимо для лучшего понимания 
проявлений и особенностей естественного тече-
ния данной патологии. 
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Показатели цитокиновых маркеров у пациентов  
с сердечно-сосудистыми заболеваниям 
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Резюме 
Было проведено исследование показателей интерлейкина-1β, интерлейкина-10 и лиганда CD40 (CD40L) у паци-
ентов с артериальной гипертензией (АГ), ишемической болезнью сердца (ИБС), в том числе с нарушением ритма 
сердца (НРС). Обследовано 90 пациентов, разделённых на 3 группы (АГ, ИБС, ИБС+НРС). Результаты исследования 
продемонстрировали возможное участие в развитии АГ воспалительного цитокина — интерлейкина-1, уровень 
которого в нашем исследовании значимо увеличивался по мере присоединения таких кардиоваскулярных 
осложнений, как сердечная недостаточность, ИБС, в том числе осложнённых НРС. 
 
Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца; артериальная гипертензия; нарушение ритма сердца; интерлей-
кин-1β; интерлейкин-10; CD40L 
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Abstract 
A study of interleukin-1β, interleukin-10, and CD40 ligand (CD40L) parameters in patients with arterial hypertension (AH), 
coronary heart disease (CHD), including cardiac arrhythmias (CA), was carried out. The study included 90 patients, divided 
into 3 groups (AH, CHD, CHD + CA). The results of the study demonstrated the possible involvement of an inflammatory 
cytokine, interleukin-1, in the development of AH, the level of which in our study significantly increased with the addition 
of such cardiovascular complications as heart failure (HF), CHD, including CHD with CA.  
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Актуальность 
Согласно современным представлениям, непо-

средственную роль в патогенезе некоторых заболе-
ваний сердечно-сосудистой системы (ССС) [1–7], та-

ких как атеросклероз, сердечная недостаточность, 
сахарный диабет, играет системная воспалитель-
ная активность, о чём свидетельствует повышение 
содержания воспалительных маркеров в сыво-



ротке крови [8–11]. Для практикующих врачей и 
исследователей в настоящее время серьёзной про-
блемой является частое присоединение ослож-
нений в виде нарушений ритма сердца (НРС). Так, 
фибрилляция предсердий является одним из наи-
более часто встречающихся НРС и составляющая 
30 % от всех аритмий [8, 12, 13]. Возможность уча-
стия в развитии и прогрессировании НРС изучен-
ных иммуновоспалительных маркеров и дало ос-
нование к проведению данного исследования. 

Цель работы — исследование уровней про-
воспалительного цитокина — интерлейкина-1β, 
противовоспалительного цитокина — интерлей-
кин-10 и лиганда CD40 (CD40L) у пациентов с ар-
териальной гипертонией, ишемической бо-
лезнью сердца и нарушением ритма сердца. 

Материал и методы 
Обследовано 90 пациентов (47 мужчин и 43 женщины, 

средний возраст 57±10 лет, разделённых на 3 группы (АГ, ИБС, 
ИБС+НРС). Первую группу составили 30 пациентов с АГ 
(17  мужчин и 13 женщин, средний возраст 56±9). Вторую 
группу составили 29 больных с ИБС (15 мужчин и 14 женщин, 
средний возраст 57±10). Третью группу составил 31 пациент с 
ИБС и НРС (15 мужчин и 16 женщин, средний возраст 57±9). 
Контрольную группу составили 20 соматически здоровых лиц 
(10 мужчин, 10 женщин, средний возраст 55±10 лет). Все па-
циенты подписали информированное согласие на участие в 
исследовании. В обследование не включали больных с уров-
нем гликозилированного гемоглобина более 10%, анемией, 
почечной недостаточностью, острым коронарным синдромом 
в течение предшествующих 3 мес., воспалительными заболе-
ваниями в стадии обострения, окклюзирующими заболева-
ниями сосудов нижних конечностей. В комплекс инструмен-
тальных методов входили: рентгенография органов грудной 
клетки с верификацией признаков венозного застоя в лёг-
ких, эхокардиография, тест 6-минутной ходьбы, электрокар-
диография. Интерлейкин-1β (ИЛ-1β) и интерлейкин-10 
(ИЛ-10) определяли в сыворотке крови иммуноферментным 
методом с помощью тест-систем фирмы «Вектор-Бест» (Рос-
сия). Статистический анализ проводился с использованием 
программы статистической обработки данных STATISTICA 9 
(StatSoft Inc, США). 

Результаты и обсуждение 
При исследовании цитокинов у больных в 

группах было выявлено, что у всех пациентов 
в группах отмечалось выраженное статистиче-
ски значимое увеличение показателей ИЛ-1β 
и ИЛ-10 по сравнению с таковыми в контроль-
ной группе (p<0,001) (табл. 1). При оценке 
значений ИЛ-1β в группах было выявлено, что 
у больных с ИБС и ИБС с НРС (2-я и 3-я группы, 
соответственно) отмечались более высокие по-
казатели (80,9±4,2 пг/мл — во 2-й группе и 
99,8±9,0 пг/мл — в 3-й группе), по сравнению с 
пациентами с АГ из 1-й группы (78,9±3,3 пг/мл), 
причём в 3-й группе эти изменения были до-
стоверными (р<0,05) (см. табл. 1). 

При оценке значений ИЛ-10 в группах было 
выявлено, что у больных с ИБС и ИБС+НРС (2-я 
и 3-я группы, соответственно) отмечались более 
высокие показатели ИЛ-10 (56,7±3,4 пг/мл во 
2-й  группе и 71,5±5,7 пг/мл — в 3-й группе) по 
сравнению с пациентами с АГ из 1-й группы 
(50,2±3,4 пг/мл), причём в 3-й группе эти изме-
нения были достоверными  (р<0,05) (см. табл. 1). 

В данном аспекте, исследование значений ли-
ганда CD40 (CD40L) представлялось актуальным, 
поскольку маркер экспрессируется активирован-
ными Т-хелперными клетками. Предполагается, 
что sCD40L является потенциальным индикато-
ром риска развития ССЗ. Его уровень повышен 
при ИМ, сердечной недостаточности, инсульте [1]. 
При оценке значений CD40L в группах было вы-
явлено, что у больных с ИБС и ИБС с НРС (2-я и 
3-я группы, соответственно) отмечались досто-
верно более высокие показатели (табл. 2). 

Выводы 
1. Уровни провоспалительного цитокина 

интерлейкина-1β и противовоспалительного ци-
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Таблица 1. Показатели уровня ИЛ-1β и ИЛ-10 у пациентов в группах  
Table 1. Levels of IL-1β and IL-10 in different groups of patients 
Показатель                                                                               1-я группа             2-я группа            3-я группа            4-я группа  
                                                                                                                    АГ                               ИБС                    ИБС+НРС            (здоровые) 
                                                                                                                  n=30                          n=29                           n=31                         n=20 
Интерлейкин 1β (пг/мл)                                                   78,9±3,3*                 80,9±4,2*                99,8±9,0*#               15,0±3,0## 
Интерлейкин 10 (пг/мл)                                                  50,2±3,4*¹                56,7±3,4*¹               71,5±5,7*#              10,0±3,0##¹¹ 
Интерлейкин 1β                                                                     1,6±0,7                     1,4±0,8                     1,4±0,7                     1,4±0,2 
 Интерлейкин 10 (пг/мл) 
Примечание. * — различия достоверны по отношению к показателям 4-й группы сравнения — здоровых 
(p<0,001); # — различия достоверны по отношению к показателям 1-й группы — пациентов с АГ (p<0,05); ## — раз-
личия достоверны по отношению к показателям 1-й группы — пациентов с АГ (p<0,001); ¹ — различия достоверны 
по отношению к показателям 3-й группы — пациентов с ИБС и НРС (p<0,05); ¹¹ — различия достоверны по отно-
шению к показателям 3-й группы — пациентов с ИБС и НРС (p<0,001). 
Note. * — the differences are significant in relation to the indicators of the 4th comparison group — healthy 
individuals (P<0.001); # — differences are significant in relation to the indicators of the 1st group — patients with 
hypertension (P<0.05); ## — the differences are significant in relation to the indicators of the 1st group — patients 
with hypertension (P<0.001); ¹ — the differences are significant in relation to the indicators of the 3rd group — 
patients with coronary artery disease and NRS (P<0.05); ¹¹ — the differences are significant in relation to the 
indicators of the 3rd group — patients with CHD and CA (P<0.001).



токина интерлейкина-10 были значительно по-
вышены у пациентов с артериальной гипертен-
зией, ишемической болезнью сердца и наруше-
нием сердечного ритма по сравнению с данными 
показателями у здоровых лиц. 

2. Уровень провоспалительного цитокина 
интерлейкина-1β был достоверно выше у боль-
ных с ишемической болезнью сердца и наруше-
нием ритма сердца и достоверно снижался у па-
циентов с с артериальной гипертензией.  

3. Показатель противовоспалительного ци-
токина интерлейкина-10 был выше у пациентов 
с ишемической болезнью сердца и нарушением 
ритма сердца по сравнению с данными показате-
лями у здоровых лиц и пациентов с АГ. 

4. Показатель лиганда CD40 (CD40L) был до-
стоверно выше у пациентов ишемической бо-
лезнью сердца, в том числе, сопровождающейся 

нарушением сердечного ритма, тогда как у лиц с 
АГ также наблюдалось повышение данного па-
раметра в сравнении с группой здоровых. 

Заключение 
Таким образом, создаётся патофизиологи-

ческая цепь неблагоприятного течения АГ, ко-
торую необходимо учитывать в комплексной те-
рапии, а показатели цитокинов использовать в 
качестве диагностических и прогностических 
маркеров. Результаты проведённого исследова-
ния демонстрируют участие компонентов вос-
паления в патогенезе нарушений сердечного 
ритма, что существенно помогает расширить 
научные представления о механизмах их воз-
никновения для разработки новых терапевти-
ческих подходов.
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Таблица 2. Показатели уровня CD40L у пациентов в группах 
Table 2. CD40L levels in different groups of patients 
Показатель                                                                               1-я группа             2-я группа            3-я группа            4-я группа  
                                                                                                             (АГ) n=30              (ИБС) n=29          (ИБС+НРС)           (здоровые) 
                                                                                                                                                                                              n=31                         n=20 
CD40L, пг/мл                                                                            78±24*                   171±26**#              332±48***##                  32±12 
Примечание. * — различия достоверны по отношению к показателям 4-й группы сравнения — здоровых (p<0,05); 
** — различия достоверны по отношению к показателям 4-й группы сравнения — здоровых (p<0,01); *** — раз-
личия достоверны по отношению к показателям 4-й группы сравнения — здоровых (p<0,001); # — различия до-
стоверны по отношению к показателям 1-й группы — пациентов с АГ (p<0,01); ## — различия достоверны по от-
ношению к показателям 1-й группы — пациентов с АГ (p<0,001). 
Note: * — the differences are significant in relation to the indicators of the 4th comparison group — healthy individuals 
(P<0.05); ** — the differences are significant in relation to the indicators of the 4th comparison group — healthy 
individuals (P<0.01); *** — differences are significant in relation to the indicators of the 4th comparison group — healthy 
individuals (P<0.001); # — differences are significant in relation to the indicators of the 1st group — patients with hyper-
tension (P<0.01); ## — the differences are significant in relation to the indicators of the 1st group — patients with hyper-
tension (P<0.001).
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Нанокапсулированные системы: перспективные 
биомедицинские инициативы в фармакологии 
Г. Н. ГЕНАТУЛЛИНА, *А. Л. ЯСЕНЯВСКАЯ, А. А. ЦИБИЗОВА, М. А. САМОТРУЕВА  
Астраханский государственный медицинский университет, Астрахань, Россия 

Резюме 
Важнейшим направлением современной фармакологии является исследование систем, используемых для конт-
ролируемой и целенаправленной адресной доставки лекарственных препаратов, которое реализуется путём соз-
дания нанокапсулированных форм, имеющих различную природу и химическое строение. Нанокапсулирование — 
перспективный метод создания инновационных лекарственных форм с пролонгированным действием, позво-
ляющий расширить номенклатуру лекарственных средств и изменить подходы к лечению различных заболева-
ний, требующих длительной терапии. В данном обзоре представлена информация, освещающая наиболее 
перспективные классы наноразмерных носителей лекарственных средств, описаны технологические процессы 
их получения на основе липидов, полимеров и биодеградируемых минеральных веществ, а также приведены при-
меры использования в современной фармацевтической практике. 
 
Ключевые слова: нанокапсулированные системы; направленная доставка; лекарственный препарат; нанофар-
макология 
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Nanoencapsulated Systems: Promising Biomedical Initiatives  
in Pharmacology 
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Abstract 
The most important direction of modern pharmacology is the study of systems used for controlled and targeted delivery 
of medications, which is carried out by creating nanoencapsulated forms of different nature and chemical structure. Na-
noencapsulation is a promising method for creating innovative dosage forms with prolonged action, which allows ex-
panding the range of medications, as well as changing approaches to various diseases that require long-term therapy. 
This review provides information highlighting the most promising classes of nanosized drug carriers, describes the pro-
cesses of their use based on lipids, polymers, and biodegradable mineral substances, as well as provides examples of 
their use in modern pharmaceutical practice. 
 
Keywords: nanocapsulated systems, targeted drug delivery, nanopharmacology. 
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В последние годы нанотехнологические 
принципы создания инновационных продуктов 
всё более активно используются для решения 
большого спектра задач в биомедицинской и 
фармацевтической отраслях. Актуальным и пер-
спективным направлением современной фарма-
ции является разработка и исследование ле-
карственных средств с контролируемым 

высвобождением активных молекул посредством 
создания эффективных систем доставки. В каче-
стве универсальной системы доставки различных 
лекарственных веществ, в том числе гидрофоб-
ных, гидрофильных и амфифильных соединений, 
рассматриваются наночастицы, высвобождение 
из которых может происходить как с поверхно-
сти, так и из всего объёма в результате дезинтег-
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рации [1–3]. Многообразие фармацевтических на-
номатериалов отражено в классификациях, ос-
нованных на различных характеристиках: 

— по размеру: молекулярные кластеры (ме-
нее 10 атомов, с диаметром частиц меньше 1 нм); 
кластеры твёрдого тела (от 10² до 10³ атомов, с 
диаметром частиц от 1 до 5 нм); микрокристаллы 
(от 10³ до 10⁴ атомов, с диаметром частиц от 5 до 
7 нм); частицы компактного вещества (более 10⁵ 
атомов, с диаметром частиц больше 7 нм) [4]. Дру-
гие источники придерживаются распределения 
частиц на три категории: 1–10 нм, 10–50 нм и 
50–100 нм [3].  

— по форме: сферические (липосомы, фул-
лерены), пластинчатые и трубчатые (нанотрубки).  

— по химическому составу: металлические 
(золото, серебро, железо, медь и др.), оксидные 
(TiO₂, SiO₂, FeO и др.), полимерные (полиэтилен-
гликоль, полигликолевая и полимолочная кис-
лоты), углеродные (графен, наноалмазы и др.), 
биологические и биогенные (ферменты, белки, 
рибосомы, вирусы) магнитные наночастицы [5]. 

— по внутреннему строению основы: аморф-
ные (микроэмульсии, полимерные мицеллы и др.) 
и кристаллические (циклодекстрины и др.) [3]. 

— в зависимости от целостности структуры: 
стабильные или нестабильные [6]. 

Технологический процесс, направленный на 
разработку наночастиц, предназначенных для до-
ставки лекарств, связан с переходом с микромет-
рического поля на нанометрическое [2]. Важным 
фактором, влияющим на функциональные харак-
теристики систем доставки, является наноразмер 
частиц носителя, позволяющий оптимизировать 

транспорт лекарственного вещества, оказывая 
адресное высвобождение внутри клеток-мише-
ней, и, следовательно, повышать их биодоступ-
ность по сравнению с пассивными системами до-
ставки микроразмерного объёма [5]. По мнению 
ряда исследователей, наиболее эффективными 
носителями биологически активных веществ 
считаются наносистемы размером менее 
100  нм  [7, 8]. Получение необходимого размера 
частиц обусловлено выбором технологии инкап-
сулирования веществ, применяемых для разра-
ботки системы адресной доставки с учётом их 
структурно-функциональных свойств.  

На сегодняшний день для создания наноча-
стиц и инкапсулирования активных действующих 
веществ используются ряд методов, представлен-
ных в таблице. Наиболее распространённой тех-
нологией инкапсулирования биологически ак-
тивных соединений, широко применяемой в 
фармации является, как правило, эмульгирова-
ние, основанное на нисходящем и восходящем 
подходах. Методы нисходящего подхода включают 
преобразование крупных частиц в наноструктуры 
путём уменьшения размера за счёт внешних ме-
ханических воздействий, в том числе гомогени-
зацию под высоким давлением и микрофлюиди-
зацию [16]. Недостатком данного подхода 
является отсутствие возможности контроля раз-
мера частиц и структуры полученной эмульсии, 
в связи с чем он подходит для ограниченного типа 
систем  [2]. Между тем, нисходящий подход ши-
роко используется в качестве подготовительных 
стадий для других методов инкапсулирования, 
например, распылительная сушка, комплексная 
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Методы нанокапсулирования активных веществ 
Nanoencapsulation methods for active substances 
Методы                                    Описание                                                                      Нанокапсулирование                                Источник 
Эмульгирование               Смешивание двух несмешивающихся      Витамин Е, инкапсулированный            [9, 10] 
                                                   растворителей с образованием                    Tween-80; Ванилин инкапсулиро- 
                                                   эмульсии                                                                   ван в наночастицы полимолочной 
                                                                                                                                          кислоты                                                                       
Сушка распылением       Получение порошков с микрокапсу-        Куркумин инкапсулированный                 [10] 
                                                   лами из жидких капель, содержащих      хитозаном/Tween 20 
                                                   биологически активные соединения  
                                                   под действием горячего воздуха  
                                                   и циклона                                                                                                                                                           
Сублимационная             Удаление влаги путём замораживания   Рыбий жир, инкапсулированный             [11] 
сушка                                      воды, содержащейся в растворе                 полиекапролактоном  
                                                   или суспензии с последующим                    и Pluronic F68 
                                                   выпариванием                                                                                                                                                
Экструзия                             Введение нового соединения для уско-   Масла из семян, инкапсулирова-              [12] 
                                                   рения гелеобразования и получения       нные альгинатом натрия 
                                                   плотной системы капсулирования             и метоксилпектином                                            
Коацервация                       Образование эмульсии путём электро-   Фолиевая кислота, инкапсулиро-             [13]  
                                                   статического притяжения между               ванная наночастицами казеина 
                                                   противоположно заряженными  
                                                   молекулами                                                                                                                                                       
Электроформование      Электрогидродинамические способы      Масло семян шиповника                           [14, 15] 
и электрораспыление    распыления полимера с целью полу-       и β-каротин, инкапсулированная 
                                                   чения нановолокон или наночастиц         наночастицами проламина                               
 



коацервация, экструзия, электроформование и 
электрораспыление, позволяющие получать на-
ночастицы с заданными свойствами [17]. Восходя-
щий подход обычно включает самосборку, инвер-
сию фаз и спонтанное эмульгирование, на 
которые влияют такие факторы, как рН, темпе-
ратура, концентрация веществ и ионная сила. 
Указанный подход, в отличие от нисходящего, не 
требует большого количества стабилизаторов и 
может использоваться с разнообразными типами 
липидов и поверхностно-активных веществ [18]. 
Были предложены различные методы инкапсу-
лирования, но ни один из них не считается уни-
версальным [19]. Наилучшей стратегией является 
выбор метода, учитывающий свойства основного 
соединения и инкапсулированного материала, 
включающие их молекулярную массу, поляр-
ность, растворимость и распределение частиц по 
объёму капсулы. 

Основные стратегии 
нанокапсулирования 
активных веществ  
Нанокапсулирование на сегодняшний день 

перспективно для решения многих проблем, в 
частности, повышение стабильности активных 
веществ при хранении, улучшение органолепти-
ческих характеристик, высвобождение актив-
ного соединения с контролируемой скоро-
стью  [20, 21]. В зависимости от различных 
инкапсулирующих материалов наноносители 
подразделяются на две группы: на липидной ос-
нове и на основе полимеров. Помимо этого, на-
нокапсулирование части лекарственных средств 
может быть реализовано с помощью биодегра-
дируемых минеральных веществ. 

1. Нанокапсулирование на основе биополи-
меров. Биополимеры широко используются в ка-
честве основного материала для получения обо-
лочки нанокапсул. Существуют различные 
источники биополимеров, которые могут быть 
использованы в исходной или модифицирован-
ной форме для обеспечения заданных свойств, 
например, стабильности и пролонгирования те-
рапевтического действия. В целом, активные ве-
щества могут быть инкапсулированы в пищевые 
биополимеры, такие как белки (сывороточный 
протеин, казеин, зеин, желатин и др.) и полиса-
хариды (крахмал, хитозан, циклодекстрин и 
др.) [2]. В процессе нанокапсулирования на основе 
биополимеров можно получить нанокапсулы или 
наночастицы. В нанокапсулах ядро окружено по-
лимерной мембраной, в то время как в наноча-
стицах ядро диспергировано в полимерной мат-
рице [2, 21]. Для создания нанокапсул обычно 
применяют разнообразные технологии, включая 
комплексную коацервацию [21], сублимационную 

и распылительную сушку [11, 12], а также ионное 
гелеобразование [21]. Наноструктурные системы 
доставки лекарств на основе полимеров техноло-
гически быстро воспроизводятся в больших ко-
личествах, могут инкапсулировать различные ве-
щества как гидрофильные, так и гидрофобные, 
способны регулировать накопление активного ве-
щества в различных органах и тканях организма, 
увеличивать терапевтическое действие лекарст-
венного препарата и снижать побочные эффекты.  

1. 1. Биополимеры на основе полисахаридов. 
Биополимеры на основе полисахаридов, в зави-
симости от количества и типов моносахаридных 
единиц образуют цепочки и могут быть класси-
фицированы как гомополисахариды или гетеро-
полисахариды. Из-за разнообразных химических 
свойств моносахаридных звеньев, полисахариды 
обладают разной степенью полимеризации, мо-
лекулярной массой, гидрофобностью/гидро-
фильностью, электростатическим зарядом, вяз-
костью и способностью к гелеобразованию. 
Полисахариды, такие как β-циклодекстрин, хи-
тозан, крахмал, используемые для инкапсулиро-
вания, имеют малую токсичность и низкую стои-
мость, высокую стабильность в широком 
диапазоне рН и хорошую биоразлагаемость [5].  

Циклодекстрины — это циклические олиго-
сахариды, имеющие форму усечённого конуса и 
часто используемые в процессе создания нано-
капсул [2]. Внутренняя часть β-циклодекстрина 
представляет собой полость, образованную ком-
бинацией гидрофобной эпоксидной группы и 
связи C-H, а внешнее гидрофильное кольцо пред-
ставлено первичной спиртовой гидроксильной 
группой на С6. Несмотря на то, что β-циклодек-
стрины и их комплексы являются гидрофиль-
ными, их растворимость в воде незначительна. 
Причина этого факта связана с высокой энергией 
кристаллической решётки [2, 22], а также с внут-
римолекулярными водородными связями, кото-
рые препятствуют взаимодействию с молекулами 
воды (сольватации) [22]. Преимуществами нано-
капсул, полученных с использованием β-цикло-
декстрина, является способность образовывать 
комплекс сразу с несколькими действующими ве-
ществами и замедлять фотохимические реакции 
и процессы окисления. Установлено, что β-ци-
клодекстрин может быть использован в качестве 
криопротектора для получения нанокапсулы эв-
генола методом диффузии эмульсии [23]. Пока-
зано, что фармакокинетические параметры ле-
карственных веществ не изменяются после их 
совместного введения с производными β-цикло-
декстрина [24]. Перспективным является исполь-
зование циклодекстринов для образования ком-
плексов с гидрофобными витаминами группы А, 
D, E, которые обычно применяются лишь в форме 
масляных растворов [25]. 
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Хитозан — это перспективный и доступный 
катионный полисахарид природного происхож-
дения, который получают путём деацетилирова-
ния хитина [26]. Хитозан используют для приго-
товления наносистем с учётом его 
биоразлагаемости, чувствительности к рН и хи-
мической модификации [27]. Его строение спо-
собствует формированию различных типов связи 
с компонентами слизистой оболочки, что опре-
деляет его мукоадгезивные свойства [28]. Хитозан 
в случае применения на слизистых оболочках 
способствует раскрытию плотных межклеточных 
контактов и лучшему всасыванию лекарствен-
ного препарата [26]. Хотя наночастицы хитозана 
могут быть получены различными методами, 
наиболее широко используемым является 
ионное гелеобразование: метод прост; при этом, 
количество содержащихся веществ в активных 
капсулах может быть максимальным. Экспери-
менты по изучению хитозановых наночастиц, по-
лученных с помощью этого метода, доказали, что 
инкапсулированные активные вещества улуч-
шили стабильность и усилили противогрибковую 
активность в отношении Botrytis cinereal [29, 30].  

Для капсулирования белков может исполь-
зоваться метод обратного ионотропного гелеоб-
разования и послойной адсорбции полиэлектро-
литов, где нерастворимый полиэлектролитный 
комплекс альгината и хитозана способствует про-
лонгированному высвобождению белка. Полу-
ченные с помощью этого метода наноразмерные 
частицы оптимальны для применения на слизи-
стых оболочках [26]. В случае обратного ионот-
ропного гелеобразования к раствору полимера и 
белка добавляются ионы Ca2+. Добавление моле-
кул противоположно заряженного полимера ве-
дёт к образованию обособленных частиц. При по-
слойной адсорбции альгината и хитозана в 
качестве матрицы для формирования полиэлек-
тролитных частиц используют микросферы из 
полистирола, меламинформальдегидной смолы 
или карбоната кальция [26, 31]. Метод послойной 
адсорбции полиэлектролитов на пористом поли-
диметилсилоксане комплекс белка с хитозаном 
позволяет получить монослойную культуру фиб-
робластоподобных клеток с высокой жизнеспо-
собностью [32].  

Крахмал — является универсальным воз-
обновляемым полисахаридом и одним из основ-
ных источников глюкозы в организме человека. 
Более того, модификации его физических, хи-
мических или биохимических характеристик 
могут придавать этому биополимеру множество 
уникальных свойств. Поэтому крахмал и его 
производные часто используются для инкапсу-
лирования активных веществ [33]. Получены 
стабильные наночастицы крахмала (300–400 нм) 
путём его растворения в мочевине и абсолютном 

этаноле, перспективные в качестве эффективной 
доставки лекарств [34]. 

1. 2. Биополимеры на основе белка. Белки яв-
ляются перспективной основой получения нано-
систем для целевой доставки лекарственных ве-
ществ благодаря их структурно-функциональным 
характеристикам, которые обеспечивают эмульги-
руемость, растворимость, стабильность и др. [35].  

Казеин — это амфифильный белок, который 
имеет способность к взаимодействию с другими 
белками или органическими соединениями, фор-
мируя мицеллярные комплексы. Благодаря свой-
ству гидрофобных и гидрофильных аминокис-
лотных фрагментов казеина или казиената эти 
природные биополимеры могут быть использо-
ваны в качестве нанокапсулирующих частиц. 
Установлена способность к самосборке пептидов 
казеина и омега-3 полиненасыщенных жирных 
кислот в наномицеллы с размером 50–60 нм [34]. 
Также отмечена возможность получения наноча-
стиц с чёткой структурой ядра и оболочки из ком-
плекса сополимера полимолочной кислоты, гли-
колевой кислоты и казеина [36]. В другом 
исследовании авторами получены конъюгиро-
ванные наночастицы размером около 200 нм при 
использовании мицелл казеина и частиц нано-
золота [37]. Количеством глутарового альдегида 
можно регулировать размер суперпарамагнитных 
наночастиц казеина с 15 нм до 50 нм. Полученные 
нетоксичные наночастицы продемонстрировали 
как высокофункциональные наноносители про-
тивоопухолевых препаратов [38]. 

Зеин — белок растительного происхождения 
из группы проламинов, содержащийся в зёрнах 
кукурузы. Он нерастворим, но благодаря своей 
амфифильной природе обладает свойствами са-
мосборки, поэтому его используют для образо-
вания микро- и наночастиц. Зеин также имеет 
широкое фармацевтическое применение как ма-
териала для контролируемого высвобождения 
лекарств, благодаря хорошей биосовместимости 
и способности гидратироваться. Его гидрофобная 
область может быть полимеризована в коллоид-
ные частицы диаметром 50–550 нм [39].  

Сывороточные белки, широко используемые при 
проектировании комплексных систем белок–полиса-
харид, являются универсальными наноносителями 
для доставки диагностических и терапевтических 
препаратов с хорошей биосовместимостью и улуч-
шенной фармакокинетикой. Экспериментально до-
казано, что денатурированные молекулы лактофе-
рина могут сшивать сывороточные белки 
посредством дисульфидных связей и гидрофоб-
ных взаимодействий. Полученные системы, имеют 
более высокий уровень упругости и влагоудержи-
вающую способность [40, 41].  

1. 3. Комплексообразование биополимеров. 
Комбинированное применение полимеров с це-
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лью получения наночастиц обеспечивает им до-
полнительные функциональные свойства [42]. В 
настоящее время основными направлениями по-
лучения биополимерных наночастиц является 
самоассоциация отдельных биополимеров и раз-
деление фаз в их смесях [43]. Наиболее перспек-
тивным и широко используемым является метод 
комплексной коацервации, который реализуется 
за счёт введения двух видов полиэлектролитов 
(желатин, гуммиарабик, карбоксиметилцеллю-
лоза, альгинат, хитозан и полилизин) с противо-
положными зарядами в состав мембраны, в ре-
зультате чего происходит диспергирование 
активного вещества в центре. При реализации 
данного метода размеры мембран могут быть 
уменьшены путём изменения температуры, кон-
центрации веществ в растворе или посредством 
добавления электролита из неорганической 
соли, что приводит к изменению электростати-
ческих взаимодействий в системе. Примером на-
нокапсул, полученных методом комплексной коа-
цервации, являются капсулы рыбьего жира 
размером от 26 до 114 нм с использованием гум-
миарабика и желатина [44].  

Методы нанокапсулирования на основе био-
полимеров, несомненно, имеют множество пре-
имуществ, однако из-за необходимости примене-
ния сложных химико-физических процессов 
мониторинга, возможности их применения в мас-
совом производстве ограничены. 

2. Нанокапсулирование на основе липидов. 
Основными преимуществами наноносителей на 
липидной основе является их способность к ин-
капсуляции, низкая токсичность и биоразлагае-
мость, которые обеспечиваются за счёт примене-
ния природных материалов [45]. Наиболее 
широкое распространение в промышленности 
получили наноэмульсии, липосомы и твёрдые ли-
пидные наночастицы [46]. 

2.1. Наноэмульсии. Наноэмульсии представ-
ляют собой наноразмерные капли многофазной 
коллоидной дисперсии, образующиеся путём дис-
пергирования двух несмешивающихся жидко-
стей [47] с размерами от десятков до сотен нано-
метров и широко применяются в фармацевтике, 
пищевой и косметической промышленности бла-
годаря своим преимущественным свойствам, а 
именно малые размеры, большая площадь по-
верхности на единицу объёма, улучшенное дис-
пергирование активных гидрофобных компонен-
тов и высокая абсорбция [48]. Однако при работе 
с эмульсиями необходимо учитывать тот факт, что 
они являются термодинамически нестабильными 
системами и быстро разделяются на две дискрет-
ные фазы. В связи с чем вопросам их стабилиза-
ции уделяется много внимания, и самый перспек-
тивным способом в этом отношении считается 
применение поверхностно-активных молекул — 

эмульгаторов [49], в качестве которых наиболее 
часто используются Span-80, Tween-80, глице-
рин [50], казеин и соевый лецитин [51], триглице-
риды [52]. Установлено, что применение в каче-
стве стабилизатора этанола в сочетании с 
Tween-80, в частности в составе лекарственного 
препарата — доцетаксела, значительно снижала 
токсичность, не вызывая уменьшения противо-
опухолевой активности [48, 53, 54].  

Для получения наноэмульсий требуется 
двухступенчатый процесс, при котором сначала 
формируются грубые эмульсии, а затем с целью 
уменьшения частиц до наноразмеров приме-
няются гомогенизация под высоким давлением, 
ультразвуковая обработка и микрофлюидиза-
ция. Указанные методы относятся к высокоэнер-
гетическим технологиям эмульгирования [47, 
49]. При исследовании в эксперименте установ-
лено, что использование ультразвука в качестве 
внешнего источника энергии способствует оп-
тимизации наноэмульгирования и уменьшению 
размеров частиц до 13 нм в полученной наноэ-
мульсии [55]. С помощью ультразвука успешно 
получены наноэмульсии гидрофобного дей-
ствующего вещества в водной системе с разме-
ром капель 15 нм с более выраженной фарма-
кологической активностью [56]. В методах 
низкоэнергетического эмульгирования исполь-
зуются специальные химические, физические, 
термические условия, индуцирующие образова-
ние наноэмульсии, а именно эмульгирование вы-
теснением растворителем, температурный метод 
фазовой инверсии, самоэмульгирование и поли-
морфный фазовый переход [47, 54–57].  

Наноэмульсия является одной из самых пер-
спективных лекарственных форм, полученных с 
применением нанотехнологий в фармацевтиче-
ских целях. Наимельчайшие капли наноэмульсии 
имеют неоспоримые преимущества перед дру-
гими системами доставки лекарств. Они позво-
ляют улучшить водорастворимость и биодоступ-
ность лекарственного препарата. Во многих 
отечественных и зарубежных публикациях нахо-
дит подтверждение факт, что наноэмульсии су-
щественно увеличивают скорость проникнове-
ния в поражённые клетки различных препаратов, 
в частности противовирусных и противоопухоле-
вых [58–60]. Наноэмульсии имеют большие пер-
спективы в создании лекарственных препаратов 
на основе наноэмульгирования, которые позво-
лили бы резко снизить дозировку препарата, 
обеспечить его адресную доставку, увеличить 
местную концентрацию препарата и свести к ми-
нимуму побочные эффекты. 

2.2. Нанолипосомы. Нанолипосомы пред-
ставляют собой сферические везикулы, состоя-
щие из фосфолипидных бислоёв, в которых могут 
быть инкапсулированы как гидрофильные, так 
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и липофильные соединения, что определяет уни-
версальность данной системы доставки лекарст-
венных веществ [54, 61–64]. По сравнению с дру-
гими системами доставки, нанолипосомы имеют 
свои преимущества, а именно они гипоаллер-
генны, более биосовместимы и биоразлагаемы, 
менее иммуногенны и токсичны [47, 54, 55]. В за-
висимости от размера частиц и числа образую-
щих липидных слоёв липосомальные системы 
подразделяются на малые моноламеллярные с 
размером частиц до 50 нм и образованные оди-
ночным липидным бислоем, крупные монола-
меллярные с размером от 50 до 200 нм и много-
слойные или мультиламеллярные с размером до 
1×104 нм и насчитывающие до нескольких десят-
ков слоёв [54, 55, 62]. С технологической точки 
зрения наиболее предпочтительны липосомы с 
меньшим размером частиц, для которых харак-
терны стабильный поверхностный электриче-
ский заряд и более высокая эффективность ин-
капсуляции [54, 63].  

Проницаемость липосомальной мембраны 
определяет, насколько хорошо препарат удержи-
вается внутри системы. Стабильность мембраны 
зависит от упаковки углеводородных цепей, вхо-
дящих в состав её молекул. При исследовании 
фармакологических свойств липосом с плотно 
упакованными углеводородными цепями было 
установлено, что длительная циркуляция в орга-
низме способствует их накоплению в тканях опу-
холей и очагах воспаления.  

С целью достижения максимальной эффек-
тивности лекарственного средства решающее 
значение имеет скорость высвобождения его из 
системы доставки. В связи с чем, с целью замед-
ления разрушения системы и предотвращения 
преждевременного высвобождения действую-
щего вещества, на её поверхность наносят гид-
рофильное полимерное покрытие, например: 
«пегилированные» системы, покрытые полиэти-
ленгликолевыми конъюгированными липи-
дами  [47, 64]. Всё большую популярность при-
обретает получение липосом, нацеленных на 
клетки и их органеллы. Одним из известных на-
целивающих лигандов на митохондрии является 
липофильный катион трифенилфосфония. Ак-
тивное нацеливание системы доставки на кон-
кретные клетки может быть достигнуто путём 
конъюгирования с липосомальной поверхностью 
различных лигандов, избирательно взаимодей-
ствующих с рецепторами клеток. Наиболее часто 
используют такие типы лигандов, как антитела, 
фрагменты антител и витамины [61, 65–69, 70].  

В настоящее время разрабатывается нано-
липосомальная система с возможностью дис-
танционного управления [47, 54, 70]. Некоторые 
исследователи отмечают преимущество липосом 
с магнитными свойствами (магнитосом), полу-

ченных включением наночастиц магнетита [68, 
71]. Большинство известных технологических 
процессов получения липосом основано на ис-
пользовании методов гомогенизации, эмульги-
рования и микроэмульгирования [54, 55]. Спо-
собы включения лекарственных соединений в 
систему доставки зависят от свойств самих со-
единений и липидов, формирующих липосомы. 
Для инкапсулирования водорастворимых соеди-
нений чаще применяется метод гидратации ли-
пидной плёнки. Гидрофобные лекарственные 
вещества могут включаться в липидную обо-
лочку, а гидрофильные лекарственные сред-
ства — во внутреннее водное ядро [47, 72–75]. 

Таким образом, благодаря наноразмеру, на-
нолипосомы имеют потенциальное применение 
в широком спектре областей, включая нанотера-
пию (например, онкология, инфекционные бо-
лезни, генная терапия и др.), косметику и пище-
вые технологии. Ещё одним преимуществом 
нанолипосом является клеточно-специфическое 
таргетирование, которое является необходимым 
условием для достижения оптимальной терапев-
тической эффективности в целевом участке при 
минимизации неблагоприятного воздействия на 
здоровые клетки и ткани [64–67].  

2.3. Твёрдые липидные наночастицы. Твёр-
дые липидные наночастицы, также известные как 
наноструктурированные липидные носители, 
представляют собой суспензии наноразмерных 
твёрдых липидных частиц, диспергированных в 
водной среде. Твёрдые липидные наночастицы в 
основном получают из жирных кислот (например, 
пальмитиновая кислота), триглицеридов (напри-
мер, трилаурин), стероидов (например, холесте-
рин) и глицеридов (например, глицерилмоносте-
рат) [62]. С технологической точки зрения твёрдые 
липидные наночастицы очень похожи на эмуль-
сии, но они получены с использованием липида, 
который при комнатной температуре становится 
твёрдым с образованием липидной фазы, в ре-
зультате чего образуются твёрдые дисперсные ча-
стицы. Благодаря своей твёрдой структуре, в 
сравнении с липосомами, они обладают более вы-
сокой стабильностью и длительным сроком хра-
нения [76]. Известны два основных способа про-
изводства для наноразмерных твёрдых липидных 
частиц: термическая гомогенизация и гомогени-
зация с охлаждением [77]. Результаты исследова-
ний твёрдых липидных наночастиц, содержащих 
эфирное масло Z. multiflora, глицерил моностеа-
рат, Tween-80, и полоксамер, показали, что новые 
лекарственные формы проявляют выраженную 
противогрибковую активность при низких до-
зах [78]. Установлено, что твёрдые липидные на-
ночастицы, полученные методом гомогенизации 
под высоким давлением, показали повышенную 
проницаемость в бактериальные клетки, улучшая 
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антибактериальную способность действующего 
вещества [79]. 

3. Технология инкапсулирования методами 
электроформования и электрораспыления. Ис-
пользуя технологии электроформования и элек-
трораспыления можно получить такие специфи-
ческие лекарственные формы, как нановолокна 
и нановолокнистые каркасы [80]. Электрофор-
мование — процесс вытягивания раствора (рас-
плава) полимера в тонкие струи под действием 
электрического напряжения от единиц до сотни 
киловольт. Высокое напряжение индуцирует в 
растворе полимера одноимённые электрические 
заряды, которые приводят к образованию кону-
сов Тейлора и дальнейшему электростатиче-
скому вытягиванию полимерного раствора. В 
процессе вытягивания полимерная струя может 
претерпевать ряд последовательных расщепле-
ний на более тонкие струи. Полученные струи в 
результате испарения растворителя или охлаж-
дения трансформируются в волокна, и под дей-
ствием электростатических сил дрейфуют к под-
ложке, имеющей противоположное значение 
электрического потенциала [81, 82]. Данная тех-
нология показала своё преимущество при полу-
чении нановолокон хитозана, которые в экс-
периментах на животных показали более 
выраженную регенераторную активность по 
сравнению с его традиционной формой [81].  

Электрораспыление не имеет принципиаль-
ных технологических отличий от электроформо-
вания. Однако для медицинского применения 
этот процесс представляет отдельный интерес, 
где требуется строгая повторяемость результатов 
с целью достижения стабильных наноразмерных 
структур. При жёстком подборе основных пара-
метров процесса возможно добиться получения 
узко- и монодисперсных аэрозолей в широком 
диапазоне размеров капель из большого ряда 
жидкостей и растворов [83].  

Использование обеих технологий в фарма-
ции является перспективным благодаря следую-
щим преимуществам: изменяемый размер с боль-
шой площадью поверхности, способность 
переносить термочувствительные соединения и 
возможность массового производства. Техноло-
гия электроформования успешно используется 
для получения антимикробных нановолокон для 
инкапсуляции бактериоцина [84]. Результаты ин-
капсулирования эфирных масел в биополимер 
альгината с использованием метода электрорас-
пыления показали сохранение свойств действую-
щего вещества в процессе инкапсулирования и 
эффективную загрузку [85]. К недостаткам дан-
ных методов относится трудоёмкость и необхо-
димость получения нановолокон и нановолок-
нистых каркасов только с помощью специально 
разработанного оборудования. 

4. Нанокапсулирование на основе биодегра-
дируемых минеральных веществ. В настоящее 
время особым интересом пользуются биодегра-
дируемые наночастицы, получаемые из пористого 
кремния [86–89]. В исследованиях установлено, что 
наночастицы пористого кремния способны про-
никать внутрь клеток, практически не оказывая 
цитотоксического эффекта при концентрациях 
вводимой суспензии до 1 мг/мл [88, 90]. Пористая 
структура наночастицы кремния позволяет загру-
жать и обеспечивает распределённый по времени 
выход различных пептидов [90], гидрофильных и 
гидрофобных лекарственных препаратов [91]. Ос-
новной проблемой наночастиц более сложного хи-
мического состава, является их токсичность и низ-
кая биодеградируемость [92]. В этой связи 
наночастицы пористого кремния представляются 
крайне перспективными для биомедицины, на-
пример, для применения в различных видах тера-
пии и диагностики, что было подтверждено мно-
гочисленными исследованиями [87–91, 93, 94]. 
Лекарственные препараты, созданные на основе 
кремниевых наноструктур, обладают основными 
свойствами, предъявляемыми к системам направ-
ленного транспорта лекарственных средств: био-
совместимость, лёгкость высвобождения лекарст-
венного средства и возможность различных 
способов их введения [86]. Наночастицам пори-
стого кремния можно придавать необходимые 
свойства, путём варьирования технологических 
параметров, в частности, изменения в широких 
пределах пористости, покрытия поверхности био-
полимерами (декстран, ПЭГ и др.), что, в свою оче-
редь, позволяет повышать стабильность, время 
циркулирования в кровеносной системе, конт-
ролировать цитотоксичность и время выхода ле-
карств под действием внешних воздействий [95, 
96]. В настоящее время методы изготовления на-
ночастиц пористого кремния продолжают ак-
тивно развиваться для упрощения, удешевления 
и масштабирования процедуры их получения, а 
также для того, чтобы придать им новые функ-
циональные свойства [93, 94, 96].  

Заключение  
На протяжении последних десятилетий значи-

тельное развитие органической и полимерной хи-
мии, физики полимеров, химических технологий 
в непосредственном взаимодействии с медициной 
и фармацией содействовало прогрессу в области 
разработки нанокапсулированных систем. Разра-
ботка новых более эффективных форм лекарст-
венных препаратов является приоритетным на-
правлением науки не только в России, но и во всём 
мире. Это объясняется тем, что добиться должной 
эффективности от традиционных форм некоторых 
лекарственных средств возможно при увеличении 
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дозы и частоты их введения. К сожалению, такой 
подход способствует появлению множества неже-
лательных побочных эффектов и сказывается на 
общей эффективности лечения. Для решения ука-
занной проблемы предложены способы нанокап-
сулирования действующих активных веществ и 
возможность использования наноразмерных си-
стем, что и рассмотрено в данном исследовании. 
Обзор научных публикаций позволил сделать вы-
вод, что за последние пять лет создано большое 
количество новых и усовершенствованных нано-
размерных систем доставки лекарственных ве-
ществ, обладающих одновременно несколькими 
функциями, такими как контролируемое высво-

бождение, возможность целенаправленного дей-
ствия, снижение побочных эффектов и увеличе-
ние фармакологической активности.  
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Введение 
Каждый год в период осеннее-зимнего и 

зимне-весеннего периода межсезонья существует 
высокая степень вероятности заражения ост-
рыми респираторными заболеваниями. Одним из 

таких возбудителей ОРЗ, способных привести к 
серьёзным последствиям (осложнениям) и даже 
летальному исходу, является вирус гриппа [1–3].  

Вирус гриппа в международной классифика-
ции подразделяется на вирус гриппа А, вирус 
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Резюме 
Грипп — острая респираторная вирусная инфекция, известная своими эпидемиями и пандемиями, уносит мил-
лионы жизней повсеместно. Вирус гриппа А (Influenza A virus, сем. Orthomyxoviridae), геном которого представ-
ляет из себя 8 РНК сегментов отрицательной полярности, широко распространён в связи со своими паттернами 
изменчивости, обусловливающими развитие устойчивости, например, к противовирусным лекарственным пре-
паратам. Механизмы реассортации и точечные мутации генома вируса гриппа А способны приводить к великому 
множеству разнообразных вариантов данного патогена. Рассматриваемый жизненный цикл вируса гриппа А с 
подробным описанием молекулярно-генетических особенностей строения его структур позволяет подчеркнуть 
преимущества и недостатки используемой этиотропной терапии, воздействующей на разные стадии реплика-
ции вируса с точки зрения доказательной медицины в аспектах, связанных с его резистентностью. 
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гриппа В и вирус гриппа С, а также вирус 
гриппа D (грипп C и D вызывают болезни живот-
ных) [4]. В истории эпидемий вирус гриппа А за-
нимает особое положение среди других инфек-
ций и составляет порядка 90% от всех случаев 
заболеваемости другими ОРВИ [1–3, 5, 6]. 

Социальное и экономическое значение дан-
ного вируса давно перешло в разряд особо значи-
мых по причине затрат на его лечение и профи-
лактику: ежегодные затраты организациями 
здравоохранения в развитых странах в пересчёте 
составляют порядка 420 млрд рублей и в среднем 
21 млн рублей затрат персонально пациентами 
на лечение и восстановление потерь трудоспо-
собности, при этом уровень заболеваемости тя-
жёлыми формами гриппа, по оценкам Всемир-
ной Организации Здравоохранения (ВОЗ), 
составляет 5 млн человек [1, 2, 7], а смертность 
составляет 65 тыс. человек ежегодно. Наиболее 
обсуждаемые глобальные пандемии гриппа 
унесли жизни десятков миллионов людей: «ис-
панка» 1918–1919 гг. явилась причиной смерти 
порядка 50 млн человек по всему земному шару 
[2, 5, 6], пандемия «свиного» гриппа 2009–2010 гг. 
унесла жизни 500 тыс. человек по приблизитель-
ным подсчётам только в России [1], при этом уро-
вень смертности во время указанных пандемий 
был самым высоким среди населения в возрасте 
от 25 до 49 лет [1–3, 8, 9].  

В целях раннего выявления новых штаммов 
вируса гриппа и вызванных ими эпидемий или 
пандемий организована всемирная служба эпид-
надзора. На основании этих данных ВОЗ еже-
годно рекомендует органам здравоохранения 
разных стран наиболее эффективные средства 
профилактики [1–3]. 

Вирус гриппа А был выделен у многих жи-
вотных (свиней, лошадей, диких животных), но 
основным резервуаром для формирования но-
вых эпидемически значимых вариантов этого ви-
руса являются дикие водоплавающие птицы. 
Спорадические случаи, вспышки и даже эпиде-
мии вируса гриппа А среди птиц и животных 
сельскохозяйственного значения, начало кото-
рых обусловлено циркуляцией вируса в природ-
ных очагах, приводят к масштабным экономиче-
ским потерям [1, 2, 5, 6, 10–13].  

Грипп — высоко-контагиозное заболевание, 
передающееся разными путями: воздушно-ка-
пельным путём при вдыхании, фекально-ораль-
ным путём через проглатывание или через объ-
екты окружающей среды (у животных), способен 
передаваться от одного вида животного к дру-
гому (например, от птиц к млекопитающим) или 
к человеку.  

Вирусы гриппа относятся к семейству Ortho-
myxoviridae (от лат. myxos — слизь), получив своё 
название по причине сродства к муцину поражае-

мых тканей [3, 5, 6, 14]. Входными воротами для 
вируса являются клетки эпителия респиратор-
ного тракта у человека, животных и птиц, а также 
клетки эпителия желудочно-кишечного тракта у 
птиц, на поверхности которых расположены гли-
копротеины — рецепторы прикрепления вирио-
нов гриппа [5, 6, 15, 16]. 

Вирион гриппа представляет собой частицу 
овальной или шарообразной формы, сформиро-
ванных комплексом белков, являющимся обо-
лочкой для генетического материала — РНК, и 
белков на поверхности вириона для присоедине-
ния к клеткам-мишеням, что подробнее будет 
рассмотрено далее в тексте. Наиболее патогене-
тически значимыми являются белки поверхности 
вирусной частицы гриппа — гемагглютинин (H) 
и нейраминидаза (N) [1, 2]. Гемагглютинин несёт 
функцию прикрепления к клетке с последующим 
процессом проникновения и заражения, а ней-
раминидаза отвечает за отщепление дочерних ви-
русных частиц после цикла воспроизведения в 
заражённой клетке и обеспечивает проникнове-
ние вирионов в другие незаражённые клетки. 

В настоящий момент известно 18 типов гемаг-
глютининов вируса гриппа А и 11 типов нейрами-
нидаз, большинство из которых найдены у водо-
плавающих птиц, последние открытые типы 
вируса гриппа А с 17-м и 18-м гемагглютининами 
и 10-й и 11-й нейраминидазой обнаружены у ле-
тучих мышей [17]. Гемагглютинин и нейрамини-
даза являются белками, определяющими номен-
клатуру штаммов вирусов, как например H1N1 или 
H5N1, где номер гемагглютинина или нейрамини-
дазы обозначают определённую антигенную де-
терминанту и специфичны при выработке антител 
в процессе формирования иммунитета [4, 18, 19]. 

Высокая мутационная изменчивость путём 
механизмов реассортации при смешанном зара-
жении, когда вирусы гриппа А могут обмени-
ваться сегментами генома вирусов гриппа, при-
водя к генетической реассортации (antigenic shift), 
точечные мутации (antigenic drift), дефект-интер-
ферирующие частицы и РНК-рекомбинации при-
водят к великому разнообразию молекулярных 
преобразований во всех 8 сегментах РНК вируса 
гриппа А [5, 6, 13]. Молекулярный механизм ре-
ассортации способен привести к внезапному по-
явлению нового пандемически значимого вари-
анта вируса гриппа А [1–3]. Помимо упомянутых 
механизмов, РНК-содержащие вирусы в своём ре-
пликативном аппарате не имеют механизмов ре-
парации и исправления ошибок в генетической 
последовательности, что ведёт к накоплению му-
таций и постоянному появлению отличий в ге-
номе у вирусного потомства [20–22]. Указанные 
процессы являются препятствием на пути фор-
мирования постоянного естественного иммуни-
тета, а учитывая быстроту развития инфекцион-
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ного процесса (высокопатогенный грипп спосо-
бен привести к смерти за 24–48 ч) в организме, 
необходимо понимать, каким именно образом 
данный патоген действует в организме на моле-
кулярном уровне. 

Изменения в структуре генома вирусной ча-
стицы приводят к вариативности аминокислот-
ного состава в структуре белков вириона, высо-
кой вирулентности и адаптационной способности 
к клеточным рецепторам нового хозяина, а также 
выработке резистентности к противовирусным 
препаратам [1–3, 14, 21–28].  

В связи с этим понимание взаимосвязи строе-
ния данного вируса, его генетических изменений 
и жизненного цикла является ключевыми фак-
торами для поиска новых действенных препара-
тов и оценки эффективности уже существующих 
и активно применяемых на практике. Данная ра-
бота посвящена анализу строения и жизненного 
цикла вируса гриппа А с точки зрения действия 
этиотропных препаратов. 

Строение вируса гриппа А 
Вирус гриппа А (Influenza A Virus) относится к 

семейству Orthomyxoviridae, является оболочеч-
ным вирусом. Обычно вирионы имеют округлую, 
реже удлинённую, форму  (рис. 1). Диаметр ви-
рионов 80–120 нм. Геном вируса сегментирован-
ный, он состоит из 8 сегментов РНК отрицатель-
ной полярности, кодирующих 12–14 белков, 
количество белков зависит от штамма. Размер 
сегментов от 890 до 2340 нуклеотидов. Общий раз-
мер генома 13,5 Kb [5, 6, 14]. 

Вирус гриппа А относится к РНК-содержащим 
вирусам, что является причиной его высокой му-
тационной изменчивости, равно как и резистент-
ности к лекарственным препаратам: даже одна 
нуклеотидная замена или промежуток в последо-
вательности основных вирулентных антигенных 
детерминант вируса гриппа, таких как гемагглю-
тинин и нейраминидаза, приводит к полному из-

менению его инфекционных свойств со слабо ви-
рулентного к смертельно опасному [5, 6, 14, 20–27].  

Вирус гриппа A отличается от других типов 
вируса гриппа В, С и D главными структурными 
белками — нуклеопротеином (NP) и матричным 
белком (М1). Механизм реассортации между 
штаммами вируса гриппа В был продемонстри-
рован в лабораторных условиях, но вероятно он 
не является источником высокой мутационной 
изменчивости в силу его обнаружения только в 
человеческой популяции. Вирусы гриппа C и D 
обнаружены у животных [10–13]. 

Согласно данным GenBank, каждый сегмент 
генома вируса гриппа А кодирует определённые 
белки, последовательность которых всегда транс-
крибируется следующим образом: 

1) полимеразный белок 2 (РВ2) кодируется 
1-м сегментом генома (длиной примерно 2277 нук-
леотидов или соответственно 759 аминокислот); 

2) полимеразный белок 1 (РВ1) кодируется 
2-м сегментом генома (длиной примерно 2270 нук-
леотидов или соответственно 757 аминокислот); 

3) полимераза (РА) кодируется 3-м сегмен-
том генома (длиной примерно 2148 нуклеотидов 
или соответственно 716 аминокислот); 

4) гемагглютинин (НА) кодируется 4-м сег-
ментом генома (длиной примерно 1710 нуклео-
тидов или соответственно 570 аминокислот); 

5) нуклеопротеин (NP) кодируется 5-м сег-
ментом генома (длиной примерно 1494 нуклео-
тидов или соответственно 498 аминокислот); 

6) нейраминидаза (NA) кодируется 6-м сег-
ментом генома (длиной примерно 1410 нуклео-
тидов или соответственно 470 аминокислот); 

7) белки M (М1 и М2) кодируются 7-м сег-
ментом генома (длиной примерно 756 и 291 нук-
леотид или соответственно 252 аминокислоты и 
97 аминокислот); 

8) неструктурные белки NS (NS1 и NS2 или 
NEP) кодируются 8-м сегментом генома (длиной 
примерно 690 нуклеотидов 363 нуклеотида или со-
ответственно 230 аминокислот и 121 аминокислота). 
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Рис. 1. Схематическое изображение строения вириона гриппа А. 
Fig. 1. Schematic representation of the structure of the influenza A virion. 



В международной системе International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses (ICTV Taxonomy) ото-
бражая геном вируса гриппа принято перечис-
лять сегменты вирусной РНК в указанной 
последовательности [4] (рис. 2). 

Полимеразный комплекс 
Первые три сегмента генома гриппа А яв-

ляются матрицами для вирусного полимеразного 
комплекса, содержащего белки PB2, PB1 и PA. Со-
вместно с вирусной РНК (вРНК или vRNA), упа-
кованной в комплекс путём связывания с белком 
NP, данные белки формируют рибонуклеопро-
теин (RNP), который является транскрипцион-
ным и репликационным аппаратом вируса 
гриппа (рис. 3). Щелочные белки полимеразного 
комплекса PB1 и PB2 и кислый белок PA, собира-
ясь в структуру тримера, представляют собой ви-
русную полимеразу, где C-конец белка РА связы-
вает N-конец белка РВ1, а С-конец белка PB1 
связывает N-конец белка PB2. Белок PB1 пред-
ставляет собой активный участок для связыва-
ния 5’ и 3’ терминальных концов вРНК и кРНК.  

PB2 — один из самых длинных сегментов ви-
руса гриппа А, кодирует одноимённый вирусный 
белок PB2 с длиной последовательности 757 ами-
нокислотных остатков (ам. о.). Механизм дей-
ствия PB2 заключается в отщеплении 5’-кон-
цевых фрагментов клеточных мРНК размером 
13 нуклеотидов (cap-snatching) [5, 6, 29]. PB2 обла-
дает сайтом распознавания и связывания кэп-
структур клеточных мРНК, расположенным в 
участке аминокислотной последовательности 
318–483, где он связывает клеточную мРНК. Кэп-
промотор — это m7GpppX, несущий положитель-
ный заряд на метильной группе в 7-м положении. 

PA — субъединичный полимеразный белок с 
последовательностью длиной 716 ам. о., про-
являющий эндонуклеазную активность: он отре-

зает кэп-структуру клеточной мРНК и связывает 
этот образовавшийся промотор с вирусной РНК 
на 3’-конце. 

PB1 — субъединичный белок гетеротримера 
с последовательностью белковой цепи 757 ам. о., 
является основным каталитическим компонен-
том, распознающим вРНК и кРНК и ведущим син-
тез новой нуклеотидной цепи. 

Помимо этого PB2 также содержит две обла-
сти, которые связывают NP — белок упаковки 
РНК, а также содержит сайт связывания с белком 
PB1. Области PB2, ответственные за связывание 
NP и PB1, обнаруживают значительное перекры-
тие, и связывание NP с фрагментами PB2 может 
быть вытеснено PB1. Связывающие домены PB2 
действуют как ингибиторы экспрессии вирусных 
генов, и в соответствии с данными связывания 
in vitro их ингибирующая активность зависит от 
концентрации PB2, NP и PB1. Это означает, что 
белки PB2 и NP совместно являются регулято-
рами переключения процессов транскрипции и 
репликации [5, 6]. 

PB1-F2 является факультативным белком, 
считываемым с альтернативной рамки считыва-
ния второго сегмента генома вируса гриппа. Бе-
лок PB1-F2 способен встраиваться во внешнюю 
и во внутреннюю мембраны митохондрий, вызы-
вая формирование сквозных пор. В результате та-
кого взаимодействия из митохондрий высвобож-
дается цитохром С, запуская процесс апоптоза. 
Выявлено, что PB1-F2 приводит к повышению ви-
рулентности штаммов вируса гриппа и их эколо-
гической пластичности, то есть способности пре-
одолевать межвидовой барьер [6]. 

Репликация вирусной РНК начинается и за-
канчивается в определённых сайтах. 

Характерной особенностью воспроизведения 
вРНК РНК-зависимой РНК-полимеразой является 
невозможность исправления ошибок во время со-
единения нуклеотидов, что является причиной 
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Рис. 2. Схематичное изображение сегментов генома вируса гриппа А. 
Fig. 2. Schematic representation of the influenza A virus genome segments. 



мутаций вируса, ускоряющих его эволюцию и за-
частую увеличивающих его вирулентность [5, 6].  

Описаны аминокислотные замены, играю-
щие роль «переключателя» вирусного тропизма 
с птиц на млекопитающих: Е627 � K, D701 � N в 
РВ2, S714 � R в РВ2, L13 � P и S678 � N в РВ1, 
K615 � N в РA [6]. 

Гемагглютинин 
Гемагглютинин (H или HA) — мембранный 

белок вируса гриппа (размер 13,5 нм, молекуляр-
ная масса ≈76 кДа). Он представляет собой три-
мер в виде выроста грибовидной формы на по-
верхности липидной мембранной оболочки 
вируса (рис. 1, 4) [18, 30].  

Гемагглютинин является рецептором вирус-
ной частицы, необходимым для прикрепления и 
проникновения в поражаемую клетку. Это самый 
многочисленный из белков оболочки составляет 
примерно 80% от всех поверхностных белков. Сте-
пень заражения организма определяется свой-
ствами гемагглютинина [5, 6, 18, 30, 31].  

Мономеры гемагглютинина синтезируются 
отдельно как предшественники HA в виде после-
довательности длиной 570 аминокислот, которые 
протеолитически разделяются на две субъеди-
ницы HA1 и HA2. Предварительно в ядре зара-
жённой клетки с матрицы РНК синтезируются 
предшественники НА0, далее они протеолитиче-
ски расщепляются на три структуры гемагглю-
тинина и формируют булавоподобный пепло-
мер  [30, 31]. Верхушка пепломера состоит из 

антипараллельных β-слоёв участка субъединицы 
HA1, а нижние части этой структуры состоят из 
трёх спирально-закрученных α-спиралей. Суб-
частица HA1 имеет глобулярную или овоидную 
форму и несёт на себе RBS (receptor binding site) — 
участок связывания вириона с рецептором 
клетки — мишени. RBS сформирован тремя участками 
аминокислот — петлями и спиралями, образующими 
своего рода углубление или карман [28, 32, 33]. 

Инициация инфекционного процесса про-
исходит путём взаимодействия RBS глобулярной 
части гемагглютинина с рецептором на клетках — 
мишенях, что приводит к их химическому взаи-
модействую и дальнейшему внедрению вириона 
в клетку с образованием везикулы через клат-
рин-опосредованный путь или кавеолин-незави-
симый путь. 

Стебельковая часть гемагглютинина НА2 не-
сёт в себе прежде всего гидрофобный пептид 
слияния FP (Fusion Peptide), ответственный за за-
крепление гемагглютинина в мембране эндосомы 
и участие в последующем образовании поры в 
ней. Также стебельковая часть имеет трансмем-
бранный домен TM (Transmembrane Domain), ко-
торый удерживает эту часть гемагглютинина в 
оболочке вириона [34, 35]. 

Большинство типов НА пневмотропны, что 
связано со специфичностью фермента триптазы, 
расщепляющей синтезируемый белок непосред-
ственно в лёгких, однако замечено, что Н5 и Н7 
являются пантропными птичьими вариантами, 
способными поражать различные виды органов 
и тканей [5, 6, 13, 36]. 
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Рис. 3. Схематичное изображение сегмента генома вируса гриппа — рибонуклеопротеида, сформированного 
комплексом белков PB2, PB1, PA, NP и вирусной РНК. 
Fig. 3. Schematic representation of an influenza virus genome segment — a ribonucleoprotein formed by a complex of 
proteins PB2, PB1, PA, NP, and viral RNA. 



Различие в способности расщепиться эндо-
генными протеазами зависит от аминокислот-
ного состава сайта протеолитического нареза-
ния НА: низкоковирулентные варианты гриппа А 
птиц содержат 1 или 2 положительно заряжен-
ных основных остатков аминокислот в сайте 
расщепления (CS), например, PQ....RETR|G (сла-
бовирулентный грипп птиц Н5); высоковиру-
лентные варианты вируса гриппа А птиц имеют 
повышенное содержание положительно заря-
женных основных аминокислотных остатков 
PQRERRRKKR|G (высоковирулентный «гонконг-
ский» грипп птиц H5N1). Высоковирулентные 
для человека пандемические штаммы содержат 
единичные положительно заряженные амино-
кислоты в участке CS, например, PS....IQSR|G 
(высоковирулентный «испанский» грипп 
H1N1). Это свидетельствует о том, что характе-
ристики функционирования протеаз, расщеп-
ляющих НАO на две субъединицы, в различных 
хозяевах могут различаться. Вместе с тем, 
именно высоковирулентные варианты вируса 
имеют наибольшие шансы преодолеть меж-
видовой барьер [6, 37–39]. 

Ключевая роль столь специфического строе-
ния гемагглютинина заключается не столько в 
закреплении вириона на поверхности клетки-ми-
шени, сколько в механизме раскрытия внутри-
клеточной везикулы (рис. 5), несущей в себе ви-
рион гриппа внутрь поражаемой клетки. Процесс 

внедрения вирусной частицы в клетку рассмот-
рен далее. 

В процессе продвижения эндосомальной ве-
зикулы, стенки которой пронизывают АТФ-зави-
симые протонные насосы, эти насосы активи-
руются при высвобождении эндосомы от белка 
клатрина и начинают активно закачивать про-
тоны внутрь. Возможно, поток протонов происхо-
дит в самый момент слияния вириона с эндосо-
мальной мембраной, а эндосомальные ионные 
каналы препятствуют образованию положитель-
ного напряжения [5, 6]. 

В результате работы протонных каналов M2 
происходит закисление (ниже рН 6,0) внутренней 
среды вириона. Для преобразования белковых 
структур достаточно изменения рН на 0,2 еди-
ницы. Протонирование приводит к изменению 
конформации гемагглютинина таким образом, 
что глобулярная часть HA1 раскрывается, а сте-
бельковая часть НА2, главным образом пептид 
слияния FP, резко выпрямляется по направлению 
к мембране эндосомы, где он заякоревается и ста-
новится опорой, субъединица НА2 остаётся за-
якоренной в липидной мембране вириона по-
средством С-концевого ТМ-домена, вокруг 
создавшейся гидрофобной оси из стебельковой 
части гемагглютинина спирально сворачиваются 
глобулярные части белка (HA1), стягивая участки 
эндосомальной мембраны, что приводит к её ин-
вагинации и дальнейшему формированию поры. 
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Рис. 4. Строение белка гемагглютинина: схематичное отображение специфических сайтов белка на генетической 
карте его РНК-сегмента и его четвертичная структура (цветом обозначено местоположение того или иного 
участка согласно его генетической карте и конформации). 
Fig. 4. The structure of hemagglutinin protein: a schematic display of specific protein sites on the genetic map of its 
RNA segment and its quaternary structure (the color indicates the location of a particular site according to its genetic 
map and conformation). 



Через образовавшиеся поры 
внутреннее содержимое ви-
риона, а именно — рибонук-
леопротеиновые комплексы 
выходят и транспортируются 
непосредственно к месту ре-
пликации, то есть в ядро (см. 
рис. 5) [5, 6, 40]. 

Рецепторы 
клеток-мишеней 
Рецепторами клеток-ми-

шеней на поверхности эпите-
лиальных клеток дыхательных 
путей у человека и животных, 
а также желудочно-кишечного 
тракта у птиц являются белки, 
интеркалированные в били-
пидную мембрану, наружная 
поверхность которых пред-
ставлена остатком сиаловой 
(или нейраминовой) кислоты) 
(рис. 6, 7) [5, 6, 33]. 

Нейраминовая кислота 
(NeuAc или sialic acid) чаще всего 
терминирована сахарами и 
представлена в виде N- и O-гликопротеинов. Дру-
гие типы сочетаний также представлены в живых 
организмах, но NeuAc — это основное соединение, 
являющееся рецептором, обнаруженное у чело-
века. Ацетильные группы в данном соединении 
также могут быть представлены как O-ацетил, так 
и N-ацетил. 

Гемагглютинин (HA) вируса гриппа А, пора-
жающий человека, преимущественно распознаёт 
α-2,6-гликозидные связи на рецепторах клеток-
мишеней, а вирусы гриппа птиц афинны к α-2,3-
гликозидным связям. Аффинность к человече-
скому или птичьему типу рецептора задаётся 
составом аминокислот в HA.  

Необходимо отметить, что клетки нижних ды-
хательных путей человека также несут α-2,3-сиа-
ловые рецепторы, что предопределяет возмож-
ность заражения человека птичьими штаммами 
вируса гриппа [6, 41, 42]. 

В настоящее время самыми распространён-
ными гемагглютининами вируса гриппа в популя-
ции людей являются H1 и H3. Гемагглютинины 
H5, H7 и H9 — это гемагглютинины птичьего 
гриппа, которые способны вызывать заболевания 
у людей. Известно 18 типов гемагглютининов. 

Мутационная изменчивость 
гемагглютинина 
Любой вирус является облигатным парази-

том, это означает, что вирус способен воспроиз-

водить потомство только проникая внутрь 
клетки, где будет использовать ресурсы этой 
клетки, что является необходимой стадией его 
жизненного цикла. Проникновение вируса 
гриппа осуществляется путём взаимодействия 
его гемагглютинина с сиаловыми кислотами ре-
цепторов поражаемых клеток [5, 6, 33]. 

В природе обнаружено 18 типов гемагглюти-
нинов. Такое множество обусловлено необходи-
мостью приспособления белков вируса гриппа 
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Рис. 5. Схематичное изображение преобразований гемагглютинина в 
процессе образования поры в мембране эндосомальной везикулы, в ко-
торой находится вирион гриппа А 
Fig. 5. Schematic representation of hemagglutinin transformations during the 
formation of a pore in the membrane of the endosomal vesicle, which contains 
the influenza A virion. 

Рис. 6. Схематичное представление рецептора клет-
ки-мишени. 
Fig. 6. Schematic representation of a target cell receptor. 



для прикрепления к рецепторам и дальнейшего 
проникновения патогена внутрь клеток-мишеней 
большого многообразия живых организмов. В 
связи с тем, что живые организмы имеют общую 
биологическую, биохимическую, молекулярную 
и генетическую природу, несмотря на такое раз-
нообразие биологические структуры имеют во 
многом консервативное строение. Белковой при-
роде антигенных детерминант гриппа это также 
свойственно. Мутационная изменчивость воз-
можна только в пределах определённых точеч-
ных замен, когда незначительно изменяется нук-
леотидная последовательность в определённых 
локусах РНК, соответственно приводя к преобра-
зованию конформационной структуры белка в 
этих локусах [22]. 

Так, например, некоторые конформационные 
изменения ведут к абортивному процессу взаи-
модействия вирусной частицы и клетки-мишени, 
когда вирус не может проникнуть внутрь, и соот-
ветственно такие изменения не приводят к за-
креплению этих преобразований в генотипе в 
виде вирусного потомства [6, 22, 43]. В то время 
как другие точечные замены ведут к увеличению 
сродства между вирусной частицей и рецептором 
поражаемой клетки. Примером может служить 
появление гемагглютининов вируса гриппа А, 
прикрепляющихся к α-2,3- и α-2,6-сиаловым кис-
лотам, что возможно при замене Q226 � L226. 
Возможные варианты аминокислотных замен ге-
магглютинина, приводящих к вариациям в его 
строении и специфичности, известные на данный 
момент представлены в табл. 1. 

Таким образом, строение аминокислотной 
последовательности гемагглютинина относи-
тельно консервативно, в то же время возникаю-
щие точечные замены могут существенно изме-
нять свойства вируса иногда полностью 
изменяя специфичность его рецептора и, соот-
ветственно, приводить к резистентности ле-
карственных препаратов. 

Нейраминидаза 
Нейраминидаза (N или NA) — это экзосиали-

даза (ЕС 3.2.1.18) — фермент, обладающий гидро-
литической активностью. Нейраминидаза пред-
ставляет собой второй поверхностный антиген 
вируса гриппа. Она ответственна за проникнове-
ние вируса через муциновый слой слизистой обо-
лочки и отпочковывание вновь сформированных 
вирионов наружу из клетки хозяина путём от-
щепления сиаловой кислоты от поверхности кле-
ток ферментативным путём, высвобождая новые 
вирионы [5, 6, 31, 44–47].  

Нейраминидаза расщепляет α-кетозидную 
связь типа α2–3, α2–6 и α2–8 между терминальным 
остатком сиаловой (N — ацетилнейраминовой) 
кислоты и D-галактозамина или D-галактозы. 
Оптимум рН для NA лежит в пределах 6,4–7,0 при 
гидролизе α2–3-связей, и в пределах 4,5–7,0 при 
гидролизе α2–6-связей [5, 6, 33, 48]. 

Полипептидная цепь NA вируса гриппа со-
стоит из 470 аминокислотных остатков. В третич-
ной структуре NA можно выделить несколько 
структурно-функциональных доменов: цитоплаз-
матический, трансмембранный, «голову», а также 
«стебель», соединяющий голову фермента с 
транс-мембранным доменом. 

На поверхности вириона NA представляет со-
бой гомотетрамер, имеющий грибообразную 
форму, — голова на тонком стебле. В голове NA 
расположен активный центр, а также кальций — 
связывающий домены, который стабилизирует 
структуру фермента при низких значениях pH. 
Молекулярная масса мономера ≈60 кДА, тетра-
мера ≈240 кДА (рис. 8). Тетрамеры могут соби-
раться в кластеры на поверхности вириона. 

Одна вирусная частица несёт в среднем 
500–900 пепломеров HA₃ и 100–200 NA₄. При 
этом формула состава поверхностных белков 
гриппа представляет собой соотношение 
HA₃ : NA₄ = 4–5 : 1 [6, 47].  
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Рис. 7. Химическая формула концевых остатков рецепторов, распознаваемых гемагглютинином вируса 
гриппа А (слева — α-2,6-гликозид сиаловой кислоты; справа — α-2,3-гликозид сиаловой кислоты). 
Fig. 7. Chemical formula of the terminal residues of the receptors recognized by the hemagglutinin of the influenza A 
virus (on the left — sialic acid α-2,6-glycoside, on the right — sialic acid α-2,3-glycoside). 



Голова представляет собой большой домен, 
состоящий из четырёх идентичных антипарал-
лельных β-слоёв (мотивов), организованных в 
пропеллероподобную структуру. Наиболее важ-
ными для функционирования фермента яв-
ляются петли активного центра этих мотивов, а 
также Са2+-связывающий домен, расположенный 
в непосредственной близости к активному 
центру. Петли являются наиболее вариабельной 
частью структуры всех NA, варьируя по длине и 
даже неся элементы упорядоченности, типичные 
для вторичной структуры. 

Сайт связывания нейраминовой кислоты 
(Neu5Ac) расположен «над» первыми тяжами 
третьего и четвёртого мотивов, в большом кар-
мане на поверхности NA. Активный центр нахо-
дится на N-конце центральных параллельных тя-

жей. Он представляет собой углубление в цент-
ральной части диаметром 16 Å и глубиной от 8 до 
10 Å, расположенное на расстоянии 32 Å от оси 
симметрии четвёртого порядка. Сайт фланкиро-
ван двенадцатью гибкими петлями, которые тя-
нутся вверх и наружу от этой оси.  

Активные центры фермента расположены 
на наружной части глобулярных участков голов-
ного фрагмента нейраминидазы и сформиро-
ваны функциональными аминокислотными 
остатками, которые контактируют непосред-
ственно с продуктом ферментативной реак-
ции — сиаловой кислотой, а все образуемые ими 
контакты полярны. 

В головной части фермента имеется кальций-
связывающий домен, необходимый для стабилиза-
ции фермента при низких значениях рН [18, 37, 44]. 
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Таблица 1. Специфичность аминокислот гемагглютинина в указанных положениях и их эффекты, оказывае-
мые на взаимодействия рецептора и гемагглютинина 
Table 1. Specificity of hemagglutinin amino acids at the indicated positions and their effects on receptor-hemagglutinin 
interactions 
Аминокислота                   Эффекты взаимодействия рецептора клетки-мишени и гемагглютинина (НА)  
и её местоположение  
в первичной  
структуре НА  
(стрелкой указаны  
аминокислотные  
замены)                                   
Y98�F98                                Данная аминокислотная замена приводит к тому, что гемагглютинин не способен  
                                                  связываться с рецепторами Neu5Ac 
H183�F183                          Данная аминокислотная замена приводит к тому, что гемагглютинин не способен 
                                                  связываться с рецепторами Neu5Ac 
L194�A194                           Данная замена приводит к тому, что гемагглютинин не способен связываться  
                                                  с рецепторами Neu5Ac 
W153�A153                         Подобная замена приводит к конформационным изменениям, в результате которых  
                                                  гемагглютинин не проявляется на поверхности мембраны зараженной клетки 
E190 � D190                        Пример переключения специфичности сайта связывания рецептора с птичьего варианта 
                                                  рецептора α-2,3-Neu5Ac на α-2,6- Neu5Ac, это позволило вирусу гриппа А приобрести 
                                                  сродство к клеткам-мишеням человека, что вызвало пандемию «испанского гриппа».  
E190                                         Аминокислота в данном положении характерна для штаммов утиного происхождения. 
K193 или R193                     Данные аминокислоты в эпитопах приводят к сродству к сульфатированным  
                                                  рецепторам, что свойственно вариантам Н5 и Н7 от кур, Н13 и Н16 от чаек, Н3 от лошадей 
Q226 � L226                        Данная аминокислотная замена у Н3 гемагглютинина приводит к способности связывать  
                                                  α2-6 связанные сиаловые кислоты, что свойственно эпидемическим штаммам 
L226 � Q226                        Данная замена приводит к переключению специфичности рецептор-связывающего 
                                                  сайта с α2-6 на α2-3 связь 
A190, V190                             Алифатические гидроксильные (T190) или кислотные (D190) боковые группы  
                                                  предопределяют сродство гемагглютинина к птичьим или человеческим рецепторам 
T190, D190                            Аминокислоты в этом положении несут свойство сродства к человеческим рецепторам 
G228 � S228                         Данные аминокислоты в НА (Н2) и НА (Н3) способствуют повышению аффинности  
                                                  к α2-6-рецептору 
R329Q                                      Сайт расщепления для протеаз, конформационные изменения в котором приводят  
                                                  к созреванию гемагглютинина и его фузионной активности,  
                                                  то есть определяет патогенность 
G225 � D225                        Появление аффинности к α2-6-рецептору у вариантов «испанского гриппа»  
Эпитопы 136, 190, 193,   Замены аминокислот в данных эпитопах могут влиять на изменение рецепторной  
216, 221, 222, 225, 226,     специфичности 
227 и 228 а. о.                       
Q30 � N30                            Мутации, искусственно полученные в лабораторных условиях in vitro,  
Q42 � H42                            приводящие к резистентности к арбидолу 
K51 � N51 
K121 � R121                          



Особенностью стеблевой части NA является 
её высокая мутационная изменчивость, которая 
приводит к более или менее продуктивному вы-
свобождению вирионов гриппа из инфицирован-
ной клетки, а также является фактором иммуно-
генности. Исследования показали, что длина 
стеблёвой части NA имеет прямое влияние на вы-
свобождение вирионов на стадии выпочковыва-
ния: вирионы с удлинёнными стеблевыми ча-
стями имеют более высокую способность к 
репродукции, а также более высокую тропность 
к поражаемым тканям, тогда как вирусные ча-
стицы с укороченными стеблями в опыте на куль-
турах тканей показали меньший выход вируса и 
низкую вирусную нагрузку [5, 6].  

У вирусов гриппа А насчитывается одинна-
дцать подтипов NA, у вирусов В, С и D — только 
по одному. Девять подтипов нейраминидазы ви-
руса гриппа А разделяют на две филогенетиче-
ские группы. В первую входят нейраминидазы 
подтипов N1, N4, N5 и N8, а вторую — N2, N3, N6, 
N7 и N9, отдельно стоит подтип N10 и N11 летучих 
мышей [2–4, 18, 25, 29, 40, 41, 48]. 

Точечные мутации нейраминидазы в наибо-
лее важных сайтах этого фермента приводят к 
устойчивости вирусов сезонного гриппа к инги-
биторам нейраминидазы. Далее в табл. 2 пока-
заны эффекты аминокислотных замен на функ-
циональные изменения данного белка, 
повышающие резистентность вируса гриппа к 
препаратам [6, 26, 43]. 

Нуклеопротеин 
Нуклеопротеин (NP) — глобулярный белок 

упаковки вирусной РНК, основной функцией ко-
торого является инкапсидация вирусного генома. 
Каждый сегмент РНК вируса гриппа инкапсиди-
рован нуклеопротеинами (NP) с образованием ри-
бонуклеотиднуклеопротеиновых (РНП) комплек-
сов. Вокруг цепочки белка NP одна цепь «минус» 
РНК — сегмента компактно упакована таким об-
разом, что образует комплексы рибонуклеопро-
теидов с РНК (см. рис. 3). Структура сегмента пред-
ставляет собой тримерный комплекс, состоящий 
из головки, тела и хвостика, где головка — это по-
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Рис. 8. Генетическая и структурная модель нейраминидазы с сайтами специфичности. 
Fig. 8. Genetic and structural model of neuraminidase with specificity sites. 



лимеразный комплекс, состоящий из белков PB2, 
PB1 и PA, а тело и хвостик — это комплекс вирус-
ной РНК и нуклеопротеина NP. Упаковка вРНК 
при помощи белка NP напоминает структуру бу-
син, нанизанных на нить, где вРНК — это условно 
«нить», а белок NP — «бусины» (см. рис. 3) [5, 6]. 

Белок NP имеет способность к олигомериза-
ции и задействован в процессах транскрипции 
вирусного генома, репликации, упаковки его в 
вирионы. Белок NP способен взаимодействовать 
со многими макромолекулами: с вирусными бел-
ками полимеразного комплекса PB1 и PB2, мат-
риксным белком M1, а также с клеточными по-
липептидами: α-импортином, F-актином, 
рецептором ядерного экспорта CRM1. Экспери-
ментально показана роль белка NP в адаптации 
вирусов гриппа к организму-хозяину [5, 6]. 

Матричные белки M1 и М2 
Белок М1 — глобулярный белок удлинённой 

формы, размером 27,8 кДа и длиной белковой 
цепи 252 аминокислотных остатка. М1 выстилает 
изнутри вирусную оболочку, представляющую 
собой липидный слой, заимствованный у клетки-
мишени, и формирует под ней структурный слой. 
Структура данного белка организована следую-
щим образом: она содержит три домена — мем-
браносвязывающий домен, участок регуляции 
внутриядерного транспорта вирусного РНП и уча-
сток связывания с рибонуклеопротеиновыми 
комплексами [5, 6, 21, 49]. 

Матричный белок М1 полифункционален: он 
участвует в синтезе новых вирусных РНП-ком-
плексов, участвует в их транспорте из ядра в ци-
топлазму к месту сборки нового вириона, а также 
является организующим белком для формиро-
вания его оболочки, то есть обеспечивает целост-
ность вирусной частицы. Вероятно, основным пе-
реключателем конформационных изменений 
белка М1 является значение рН. 

Белок М1 взаимодействует и находится в 
комплексе с небольшим количеством белка NS2 
или NEP. 

Оба матричных белка М1 и М2 считываются 
с 7-го сегмента РНК путём альтернативного 
сплайсинга, где только первые 9 аминокислот яв-
ляются общими для двух белков. 

Белок М2 — это трансмембранный белок обо-
лочки вируса гриппа. Он является самым малень-
ким по размеру из известных на сегодняшний 
день белков: µ(М2) ≈ 11 кДа, он упаковывается в 
структуру тетрамера µ(М24) ≈ 44 кДа, образуя гид-
рофильный канал через липидный бислой 
(рис. 9). Через этот канал определённые неорга-
нические ионы могут диффундировать по своим 
электрохимическим градиентам. Каналы обычно 
закрыты и открываются только в ответ на опре-
делённый стимул, например, на изменение мем-
бранного потенциала (потенциал-управляемый 
канал) или связывание лиганда (лиганд-управ-
ляемый канал) [6, 49].  

Первичную конформацию данного белка со-
ставляет цепь из 97 аминокислот, полученная пу-

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–4 83

ОБЗОРЫ

Таблица 2. Специфичность аминокислот нейраминидазы в указанных положениях и их эффекты, оказывае-
мые на взаимодействия белка NA и ингибиторов нейраминидазы 
Table 2. Specificity of neuraminidase amino acids at the indicated positions and their effects on the interactions of the 
NA protein and neuraminidase inhibitors 
Аминокислота                   Эффекты, происходящие в результате изменений аминокислотного состава  
и её местоположение    в нейраминидазе (NА) 
в первичной  
структуре НА  
(стрелкой указаны  
аминокислотные  
замены)                                   
H275 � Y275                        Данная мутация у штаммов H1N1 приводит к устойчивости к осельтамивиру  
(или H274 � Y274)            в результате модификационной изменчивости активного центра NA 
V234 � M234                       Вторичные мутации, которые привели к появлению резистентных вариантов 
R222 � Q222                        H275 � Y275 в сезонном гриппе A(H1N1) 
R292 � K292                         Данная замена показала снижение чувствительности к ингибиторам нейраминидазы  
                                                  у штаммов H3N2. 
G248 � 248R                        Данные аминокислотные замены в вариантах N1 ведет к резистентности  
I266 � 266V                          как к осельтамивиру так и занамивиру в штаммах гриппа A(H1N1) 
Y155 � H155                          Данная аминокислотная замена в вариантах N1 ведет к резистентности к осельтамивиру  
                                                     и занамивиру в штаммах гриппа A(H1N1), в то время как занамивир был создан  
                                                  на основе варианта H1N2 c заменой H155, где он проявлял свою эффективность 
Q226 � H226                       Данная аминокислотная замена в вариантах N2 ведет к резистентности  
E41 � G41                             как к осельтамивиру так и занамивиру у штаммов H3N2 и Н1N2.  
E99 � V99                             Мутации аминокислот в нейраминидазе N1, приводящие к резистентности  
H255 � Y255                        к осельтамивирe у штамма H1N1. 
R273 � K273  
N275 � S275                         



тём альтернативного сплайсинга с 7-го сегмента 
генома вируса гриппа. В процессе активной ра-
боты фрагменты серина 31 (S31) и имидазольного 
кольца гистидина в позиции 37 (Н37) перераспре-
деляют между собой протоны и переносят эти 
протоны внутрь вириона. 

В процессе функционирования М2 происхо-
дит ацидификация внутреннего содержимого эн-
досомы, содержащей вирион, транспортирующей 
его к месту репликации. Считается, что приток 
протонов внутрь вириона нарушает взаимодей-
ствия между матричным белком М1, вирусным 
РНП и липидными бислоями, тем самым освобож-
дая вирусный геном от взаимодействия с вирус-
ными белками и позволяя сегментам РНК мигри-
ровать в ядро клетки-хозяина, где происходят 
транскрипция и репликация РНК вируса гриппа. 
Также M2 играет роль при секреции вирусных 
белков, повышая внутривезикулярный pH 
обычно кислых компартментов, таких как аппарат 
Гольджи, предотвращая преждевременное пере-
ключение новообразованного гемагглютинина в 
активную конформацию слияния [14, 20, 40]. 

В посттрансляционных изменениях М2 
встраивается в матрикс билипидной мембраны 
заражённой клетки-мишени для участия в про-
цессе последующего выпочковывания новых ви-
рионов и выходом сегментов вирусных РНП в ци-
топлазму и далее в ядро.  

Процесс входа вируса в клетку хозяина, рас-
крывания вирусной частицы и дальнейшее вос-
производство рибонуклеопротеидов требует 
координированного взаимодействия между бел-
ками M1 и M2 [14, 21].  

Мутации отдельных нуклеотидов (как в слу-
чае S31 � N31 (AGT � AAT), приводящие к заме-
нам аминокислот в последовательности белка М2, 

способные приводить к устойчивости к лекарст-
венным препаратам, рассмотрены в табл. 3 [49]. 

Неструктурные белки 
(NS1 и NS2) 
NS1 — это гомодимерные РНК-связывающие 

белки размером 26 кДа и длиной цепи 230 ам. о. 
Структура белка всключает в себя сайт связывания 
и полимеризации РНК, участок ядерной локализа-
ции, участок ядерного транспорта и два сайта ин-
гибирующей активности клеточных белков имун-
ного ответа и созревания клеточных РНК [5, 6]. 

Белки NS1 вовлечены в регуляцию многих 
процессов в клетке-мишени: они подавляют экс-
порт мРНК клетки-хозяина в цитоплазму, то есть 
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Таблица 3. Специфичность аминокислот матричного белка М2 в указанных положениях и их эффекты, ока-
зываемые на взаимодействия рецептора и гемагглютинина 
Table 3. Amino acid specificity of the M2 matrix protein at the indicated positions and their effects on the interactions 
of the receptor and hemagglutinin 
Аминокислота                   Эффекты, происходящие в результате изменений аминокислотного состава  
и её местоположение    в матричном белке М2 
в первичной  
структуре НА  
(стрелкой указаны  
аминокислотные  
замены)                                   
V/I27, А30, S31 и G34        Данные аминокислоты определяют устойчивость структуры внутренней поверхности  
                                                  М2-канала. Замены в этих позициях могут приводить к устойчивости к М2-блокаторам. 
L26 � I26                               Мутации, приводящие к резистентности к М2-блокаторам 
V/I27 � G/A/S/T27 
A30 � V/T/S/P30 
S31 � N31 
G34 � E34                              
H37 � G37                            Такие замены приводят к неспособности формировать протон-селективные каналы 
H37 � S37 
H37 � T37                              

Рис. 9. Генетическая и структурная модель белка M2 
с сайтами специфичности. 
Fig. 9. Genetic and structural model of the M2 protein 
with specificity sites. 



угнетают процесс транскрипции и формирова-
ния нормальных белков поражаемой клетки; они 
ингибируют полиаденилирование мРНК клетки-
хозяина, то есть нарушают созревание РНК по-
ражённой клетки; они ингибируют сплайсинг 
мРНК и опосредованный иммунный ответ. NS1 
снижает концентрацию как синтетических, так 
и лёгочных провоспалительных цитокинов [5]. 
Таким образом, функция данных белков — это 
нарушение всех нормальных процессов в зара-
жаемой клетке. 

В ядре инфицированных эукариотических 
клеток с альтернативной рамки считывания 8-го 
сегмента также синтезируется белок NS2 или NEP. 
NEP участвует в работе белково-полимеразного 
комплекса вируса во время репликации и вовле-
чён в транспорт РНК в цитоплазму [5].  

Жизненный цикл вируса 
гриппа А 
В настоящее время в человеческой популя-

ции циркулируют различные субтипы вирусов 
гриппа, чаще всего это H1N1 и H3N2. Инкубацион-
ный период составляет от 24 ч до 72 ч. Вирусы 
гриппа инфицируют и воспроизводятся в столб-
чатых эпителиальных клетках рес-
пираторного тракта человека, сви-
ней, кошек, собак, лошадей и 
других животных, а также желу-
дочно-кишечном тракте птиц, что 
обусловлено наличием специфи-
ческих рецепторов в клетках си-
стем органов. Это α-2,3-сиалозиды 
и α-2,6-сиалозиды (рис. 10) [6, 28]. 

1. Рецептор-опосредован-
ный вход вирусной частицы в 
клетку–мишень. Для защиты от 
проникновения чужеродных ча-
стиц в организмах животных и че-
ловека существуют барьеры, пре-
пятствующие проникновению 
вируса в клетки. Первым барьером 
на пути вирусных частиц является 
вязкая слизь, которая в норме вы-
рабатывается клетками эпителия 
дыхательных путей или желу-
дочно-кишечного тракта. 

Слизь — это высокомолекуляр-
ные гликопротеины, связанные с 
сиаловой (или N-ацетилнейрами-
новой) кислотой, которые являются 
своего рода ложными рецепторами 
для вируса, функциональное на-
значение этих гликопротеидов — 
служить препятствием для проник-
новения вируса в клетку. 

Находящаяся на поверхности вириона ней-
раминидаза NA позволяет ему пройти сквозь за-
щитный слой слизи путём отщепления нейрами-
новой кислоты от сиалозидов, «расчищая путь» 
для прикрепления гемегглютинина НА вирусной 
частицы непосредственно к рецепторам клеточ-
ной мембраны клетки-мишени [6].  

Пройдя через барьер слизи, вирусная ча-
стица продвигается к клетке-мишени, а затем в 
процессе взаимодействия белков вируса с клет-
кой запускается каскад событий, многократно 
увеличивающий количество вирусных частиц, 
повышая вирусную нагрузку. 

2. Начало процесса эндоцитоза. Эндоцитоз 
начинается с контакта гемагглютинина (HA) с сиа-
ловым рецептором клетки-мишени путём химиче-
ского взаимодействия лиганд рецептор-связываю-
щего сайта (RBS) на глобулярном домене HA, что 
активизирует адапторные белки, связанные с ре-
цепторами в цитозоле клетки для формирования 
впячивания мембраны. Это первый этап рецептор-
опосредованного эндоцитоза, который способ-
ствует продвижению вириона внутрь клетки. 

3. Клатрин-опосредованное формирова-
ние эндосомы. Далее адапторные белки соеди-
няются с белком клатрином и запускают на внут-
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Рис. 10. Жизненный цикл вируса гриппа А (от стадии прикрепления 
к клетке-мишени до отпочковывания нового вириона). 
Fig. 10. Life cycle of influenza A virus (from the stage of attachment to the 
target cell to the budding of a new virion). 



ренней поверхности плазматической мембраны 
процесс образования клатринового мультимера, 
формирующего характерную инвагинацию или 
ямку, окаймлённую клатрином. Отрезающий 
мембранный белок динамин отщипывает окайм-
лённую клатрином ямку, образуя таким образом 
покрытую клатрином везикулу [5, 6]. 

4. Продвижение вириона внутрь клетки. В 
таком виде окаймлённая клатрином внутри ве-
зикулы вирусная частица продвигается к ядру. 
Впоследствии везикула высвобождается от клат-
ринового каркаса с помощью белка ауксилина, 
формируется эндосома. 

5. Ацидификация протонными помпами. 
Протонные помпы — это H+/K+-ATФазы — энер-
гозависимые ферменты, осуществляющие пере-
нос ионов сквозь канал, который формируется 
трансмембранными петлями белка, активный 
центр которого гидролизует АТФ с активным пе-
реносом протонов против электрохимического 
градиента. 

Таким образом получается, что эндосома, 
внутри которой находится вирион гриппа пред-
ставляет собой вирусный геном покрытый двумя 
оболочками: собственной оболочкой вируса и 
оболочкой клетки — мишени. Собственная ви-
русная оболочка пронизана ионными кана-
лами  (М2) [49]. Эндосомальная оболочка, сфор-
мированная цитоплазматической мембраной 
клетки, несёт в себе протоновые насосы, которые 
закачивают протоны внутрь.  

6. Слияние оболочек эндосомы и вириона. 
Благодаря работе протонных насосов, встроенных 
во внешнюю оболочку эндосомы, внутренняя 
среда закисляется. Ацидификация эндосомы от 
рН 6,0 до рН 5,0-5,5 приводит к продвижению про-
тонов через ионный канал M2 внутрь вириона. 
Сдвиг рН в кислую сторону вызывает нарушение 
конформации белка оболочки вируса M1, и обо-
лочка вириона разрушается — формируется пора 
слияния между оболочкой самого вириона и эн-
досомы. Увеличение концентрации ионов Н+ 
также приводит к конформационным измене-
ниям гемагглютинина: его структура изменяется 
таким образом, что глобулярные части рас-
ходятся, а стеблёвые части заякореваются в мем-
бране эндосомы и растягивают её в разные сто-
роны, образуя пору (см. Гемагглютинин и рис. 5). 
Вследствие данного процесса происходит выход 
вирусного генома в эндосому, а конформацион-
ные изменения в гемагглютинине (см. выше) при-
водят к образованию поры в эндосоме, через ко-
торую генетический аппарат вируса выходит в 
цитоплазму хозяйской клетки.  

7. Перемещение вирусного генома в ядро. 
Далее нуклеопротеиновые комплексы, которые 
представляют собой сегментарный геном вируса 
гриппа А, состоящий из 8 сегментов, перетаски-

ваются белками клетки α- и β-кариоферинами в 
ядро, где происходит распаковка вирусного генома 
и последующие транскрипция и репликация [6]. 

8. Инициация транскрипции и реплика-
ции. Вирусная РНК (вРНК) гриппа имеет отрица-
тельную полярность. Поскольку такая вРНК — 
не может непосредственно служить матрицей для 
синтеза белка и воспроизводства новых вРНК, 
поэтому сначала с вирусной РНК считывается ин-
формация для формирования матричной РНК 
(мРНК) для последующей трансляции, образуе-
мая комплементарная РНК (кРНК) положитель-
ной полярности служит основой для дальней-
шего процесса воспроизведения вируса.  

9. Транскрипция. РНК-зависимая РНК-
полимераза — это праймер-зависимый фер-
мент, состоящий из трёх белков PA, PB1 и PB2, 
главной функцией которого — синтез новой по-
линуклеотидной цепи [5, 6]. В качестве прай-
мера для этого фермента служит клеточная 
пре-мРНК хозяйской клетки: PB1 связывает 
5'-конец вирусной РНК, активируя PB2 и за-
ставляя 3'-конец вирусной РНК образовывать 
двуцепочечную зону с 5'-концом клеточной 
мРНК. PB2 связывает N7-метилгуанозин на 
5'-конце клеточной мРНК с вирусной РНК. 
Субъединица PA отщепляет последователь-
ность 13 нуклеотидов от кэп-структуры клеточ-
ной мРНК посредством эндонуклеазной актив-
ности на N-конце, точное место расщепления 
зависит как от расстояния между PB2 и PA ри-
бонуклеопротеинового комплекса (около 
50  ангстрем или 10–13 нуклеотидов), так и от 
последовательности мРНК (см. рис. 3) [14, 29].  

10. Элонгация и прерывание транскрипции. 
Кэп-праймер перемещается через выходной тун-
нель продукта в домене PB1 и служит праймером 
для транскрипции. Субъединица PB1, осуществ-
ляя свою полимеразную активность и посте-
пенно добавляя нуклеотиды. Далее происходит 
элонгация цепи вирусной мРНК, которая в ре-
зультате описанных событий содержит на своём 
5′-конце 10–13-членный фрагмент, не имеющий 
аналога в составе вРНК (см. рис. 3) [5, 6].  

При этом полимеразный комплекс РВ2-РВ1-РА 
сохраняет постоянную связь с 5′-концом вРНК и, 
продвигаясь в процессе транскрипции от 3′- к 
5′-концу вРНК, постепенно сокращает размер 
«петли», включающей ещё нетранскрибирован-
ный участок вРНК [5, 6].  

Многие РНК-вирусы отрицательной поляр-
ности полиаденилируют свои мРНК путём пре-
рывания полимеразного механизма во время 
транскрипции. Стоп-сигнал, представленный в 
конце каждого гена, образован участком, состоя-
щим из Урацила, на котором вирусная полиме-
раза получает информацию о прерывании: после 
каждой Адениновой вставки, она возвращается 
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на один нуклеотид обратно вдоль цепи мРНК. Это 
возобновляет транскрипцию, добавляя новый 
Аденин, затем снова возвращается обратно. Таким 
образом Урацил в шаблоне генома копируется 
сотни раз в конце вирусной мРНК, таким образом 
синтезируя поли-А-хвост. 

В конечном счёте полимераза воспроизведёт 
полиаденилированную мРНК и остановит транс-
крипцию или сканирует, чтобы перезапустить 
следующий ген. 

Происходит следующее: последние 16 н. о. на 
5′-конце вРНК связаны с РВ1, и когда полимераз-
ный комплекс доходит до этого места, он не имеет 
возможности двигаться дальше. Однако полиме-
разный центр РВ1 продолжает синтезировать 
poly(A), несколько раз проходя по матрице пента-
мера poly(U), который примыкает к 5′-концевому 
16-членному участку вРНК, связанному с РВ1. Та-
ким образом, в то время, как полиаденилирование 
3′-конца клеточных мРНК осуществляется РНК-
полимеразой II, полиаденилирование 3′-конца ви-
русных мРНК осуществляет вирусная полимераза 
РВ1 путём многократного «сканирования» пента-
мера poly(U) в 16 н. о. от 5′-конца вРНК. 

Описанный механизм элонгации и полиаде-
нилирования цепи вирусной РНК объясняет, по-
чему на 5′-конце вирусной мРНК присутствует 
10–13-членный фрагмент, для которого отсут-
ствует комплементарный участок в вРНК, а на 
3′-конце — отсутствует 16-членный фрагмент. 

У вируса гриппа этот процесс происходит в 
ядре, для большинства других сегментированных 
РНК-вирусов это происходит в цитоплазме. 

11. Трансляция. Кэпированная лидерная 
кРНК положительной полярности служит мат-
рицей для трансляции вирусного генома.  

Трансляция вирусных белков на рибосомах 
хозяйской клетки — это процесс синтеза полипеп-
тидных цепей из аминокислот на матрице вирус-
ной РНК с использованием клеточной тРНК, ко-
торый идёт с использованием ресурсов хозяйской 
клетки и большими энергетическими затратами. 

12. Созревание вирусных белков. Сформи-
рованные белки продвигаются к аппарату 
Гольджи, где происходят все модификационные 
изменения, и белки окончательно созревают. 

Часть вновь сформированных вирусных бел-
ков, таких как PB2, PB1, PA, NS1, NS2, M1 и NP, не-
обходимых для репликации генома вируса, пере-
мещается в ядро.  

Матричные РНК 7-го и 8-го сегментов ви-
руса гриппа А подвергаются альтернативному 
сплайсингу, что приводит к трансляции двух 
различных белков: М1 или М2, а также NS1 или 
NS2, соответственно. 

13. Транспорт вирусных белков в ядро. Ви-
русные белки PB1, PB2, PA, NP, M1, NS1 и NS2 
транспортируются в ядро клетки-хозяина к месту 

сборки нуклеосомы и синтеза новых сегментов 
генома вирусных РНК. 

14. Репликация. Началом репликации генома 
вируса гриппа служит накопление определённых 
вновь синтезированных белков вируса, это белки 
NS1, M1, NP. Вновь синтези- рованные белки по-
лимеразного комплекса возвращаются в ядро и 
участвуют в синтезе новой цепочки вирусной РНК, 
являются стартовым сигналом для репликации. 
Концентрация белка NP служит своего рода пе-
реключателем процессов, происходящих в ядре с 
транскрипции на репликацию [5, 6].  

Полимеразный комплекс PB2-PB1-PA с 3’-5’-мат-
рицы вирусной РНК отрицательной полярности 
синтезирует цепочку 5’-3’ кРНК положительной 
полярности. Синтезированная кРНК связывается 
с димером белка NS1, который блокирует РНКаз-
ную активность клеточной Олигоаденилатсинте-
тазы/РНКазы L и останавливает процессинг кле-
точных белков хозяйской клетки, а также 
активацию различных транскрипционных фак-
торов в клетке, обеспечивающих иммунные ре-
акции этой клетки [6, 50]. 

5’-3’ кРНК служит матрицей для синтеза но-
вых вирусных РНК отрицательной полярности.  

Репликация идёт без процесса кэпирования 
и полиаденилирования.  

Созданные de novo вирусные РНК будут слу-
жить как сегменты генома нового вириона. 

15. Формирование нуклеосомы. Следующим 
этапом является упаковка вРНК путём формиро-
вания нуклеосомы, в которой вирусная РНК спи-
рализуется вокруг белка NP. Нуклеосома образо-
вана белками NP, M1 и NS2 (NEP). Когда в 
нуклеосоме концентрация вирусных белков М1 
и NS2 (NEP) достаточно возрастает, рибонуклео-
протеиновые комплексы (РНП) покидают ядро 
через ядерные поры и включаются в состав до-
черних вирионов [6]. 

Взаимодействия вирусного белка NS1 с кле-
точными белками весьма разнообразны. Некото-
рые из этих взаимодействий опосредованы обра-
зованием NS1 комплексов с двуцепочечными РНК 
(дцРНК), и структурные характеристики таких 
комплексов изучены достаточно подробно [50]. 
Однако NS1 способен напрямую комплексиро-
ваться с различными регуляторными белками 
клетки–хозяина — PKR (proteinkinase R — проте-
инкиназа R), eIF4GI (subunit gamma I of eukaryotic 
translation initiation factor 4 — субъединица γ1 фак-
тора инициации трансляции эукариот 4-го типа), 
PABI (poly(A)-binding protein type I — poly(A)-свя-
зывающий белок I-го типа) — и столь широкий 
спектр аффинности к неродственным белкам до 
сих пор не получил адекватного объяснения в на-
учной литературе [6]. 

16. Транспортировка новых вРНК к месту 
сборки вириона. Белок М1 как многофункцио-
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нальный белок играет ключевую роль в конт-
роле транспорта РНП комплекса вируса 
гриппа А в клетке и в сборке вирионов к месту 
выпочковывания. 

Белок М1 имеет сродство к холестерину би-
липидных мембранах хозяйской клетки [21, 49, 
51], куда он транспортируется после синтеза до-
статочного количества вирусных РНК. Важная 
роль при связывании белка М1 с липидами мем-
бранной оболочки принадлежит электростати-
ческим взаимодействиям между ними [51]. Таким 
образом М1 адсорбируется изнутри мембранной 
оболочки клетки и далее — путём конформа-
ционных изменений — формирует сферическую 
структуру, внутри которой оказывается геном ви-
руса гриппа [6]. 

17. Образование новых вирионов. Создание 
нового вириона начинается с синтеза вирусных 
белков. Молекулы НА и NA синтезируются рибо-
сомами шероховатого ретикулума и гликозили-
руются в его внутренней полости и доставляются 
к внешней клеточной мембране в транспортных 
везикулярных пузырьках.  

Молекулы М1 и М2 синтезируются свобод-
ными цитоплазматическими рибосомами, но за-
тем связываются с внутриклеточными мембра-
нами и транспортируются к поверхности клетки. 
На поздних стадиях инфекции, на поверхност-
ной мембране инфицированной клетки форми-
руются «островки» вирусных антигенов — транс-
мембранных НА₃, NA₄ и М2₄, а также М1, 
импрегнирующий, то есть выстилающий из-
нутри, внутреннюю поверхность «островка». 
Формирование «островков» вирусных антигенов 
и последующие точки почкования дочерних ви-
рионов происходит на апикальной (т. е. обра-
щённых в сторону полости тела) части поляри-
зованных клеток [5, 6, 19]. 

Белок М1 выполняет определяющую роль 
при сборке и почковании вируса за счёт своей 
выраженной склонности к самополимеризации 
и ассоциации с липидной мембраной клетки [19, 
21]. М1 также является ключевым белком транс-
порта вновь синтезированных вРНП путём со-
единения М1 с вРНП своими гидрофобными 
участками, которые расположены непосред-
ственно в последовательности М1 белка транс-
портируются в цитоплазму к мембране к месту 
сборки. Далее происходит перетаскивание ком-
плексом вРНП-М1 вновь созданных вирусных 
рибонуклеопротеидов всех восьми сегментов. 

18. Почкование дочерних вирионов. Выпоч-
ковывание новых вирионов происходит под 
управлением белков оболочки вируса. Этот про-
цесс сопровождается реакцией поверхностных 
белков гемагглютинина с рецепторами хозяй-
ской клетки, где ключевую роль в отсоединении 
нового вириона играет другой поверхностный 

белок — нейраминидаза [5, 6, 31, 43]. Своей фер-
ментативной активностью она отщепляет гли-
козидные остатки сиаловой кислоты, с кото-
рыми соединён гемагглютинин с рецепторами 
клетки, в которой шла репликация, и новый ви-
рион, способный заражать близлежащие 
клетки-мишени, высвобождается в межклеточ-
ное пространство [44]. 

Механизмы действия 
этиотропных препаратов 
Для лечения данного инфекционного забо-

левания Всемирная Организация Здравоохране-
ния рекомендует лекарственные препараты, на-
правленные на процесс воспроизводства вируса 
в клетках респираторного тракта [1, 2]. 

Препараты для лечения гриппозной инфек-
ции по фармакологическому действию принято 
разделять на ингибиторы гемагглютинина, инги-
биторы нейраминидазы, ингибиторы фазы слия-
ния эндосомы, ингибиторы репликации вируса, 
а также препараты, воздействующие на стадию 
трансляции отдельных вирусных белков. 

К ингибиторам фазы слияния (или М2-бло-
каторам) относятся препараты амантадин и ри-
мантадин, к ингибиторам гемагглютинина — 
препарат арбидол, к ингибиторам нейрамини-
дазы — препараты осельтамивир и занамивир, 
к ингибиторам репликации вируса — арепли-
вир, а в качестве примера препарата, воздей-
ствующего на воспроизводство отдельных ви-
русных белков в данной работе рассмотрен 
препарат ингавирин.  

Вирус гриппа А имеет особенность с течением 
времени изменяться. Появление мутаций рези-
стентности приводит к снижению или неэффек-
тивности противогриппозной терапии. Проблема 
резистентности вирусных инфекций к противо-
вирусным препаратам является одной из наибо-
лее актуальных [1–3, 5, 20, 27, 36, 43, 52, 53]. 

Выявление факторов вирулентности и их из-
менчивости позволяет на ранних этапах скоррек-
тировать курс лечения и использовать более дей-
ственные препараты, которые имеют наибольший 
эффект. Следует отметить, что мониторинг гене-
тической изменчивости различных белков вируса 
гриппа позволяет отследить резистентность к тем 
или иным препаратам у штаммов гриппа, вы-
являемых в разных точках планеты. 

Профилактика и лечение таких инфекцион-
ных заболеваний, как грипп является одной из 
приоритетных задач систем здравоохранения по 
всему миру, все данные по вновь появляющимся 
лекарственным устойчивостям штаммов гриппа 
отслеживаются ВОЗ, чтобы вовремя скорректи-
ровать подход к лечению данной инфекции со-
гласно принципам доказательной медицины. 
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Блокаторы М2-каналов 
Амантадин (МНН амантадин), римантадин 

(МНН римантадин) — лекарственные препараты, 
относящиеся к группе трициклических производ-
ных аминов. Римантадин представляет собой 
альфа-метил производное амантадина, который 
показал высокую активность in vitro и in vivo про-
тив вируса гриппа А [5]. Его действие обусловлено 
блокированием вирусного белка М2, который яв-
ляется ионным каналом оболочки вириона 
гриппа. Являясь слабыми основаниями, эти пре-
параты повышают рН эндосом, окружающих ви-
русные частицы после их проникновения в 
клетку. Согласно исследованиям амантадин ин-
гибирует часть белка M2, представляющего собой 
N-концевой эктодомен [54]. Предотвращение аци-
дификации в этих эндосомах блокирует слияние 
вирусной оболочки с мембраной эндосомы, оста-
навливая изменение конформации гемагглюти-
нина и образование поры в эндосоме с вирусной 
частицей, таким образом предотвращая передачу 
вирусного генетического материала в цитоплазму 
клетки [5, 6, 54].  

Ранее амантадин и римантадин были включены 
в рекомендации ВОЗ по лечению гриппа, но в по-
следние годы эти препараты были исключены из 
списка рекомендованных препаратов вследствие 
приобретения вирусом гриппа устойчивости к пре-
паратам амантадина и римантадина в его класси-
ческой форме [1, 2, 54, 55]. Первые доказательства 
резистентности были получены от устойчивых к 
амантадину эскейп-мутантных вирусов, у которых 
был картирован сайт мутации и обнаружено, что он 
находится в трансмембранном домене A/M2 (31). 

Примером мутационной изменчивости к пре-
паратам амантадина и римантадина могут слу-
жить замены S31 � N31 в белке M2. Ещё две му-
тации, приводящие к устойчивости к амантадину, 
происходят в остатках, которые выстилают пору. 
Обе эти мутации связаны с остатками, которые 
менее гидрофобны (A30 � T30 и G34 � E34), чем 
нативный остаток, что приводит к устойчивости 
к амантадину. 

Хотя эти лекарства все ещё производятся и 
доступны, Центры по контролю и профилак-
тике заболеваний и ВОЗ (CDC и WHO) больше 
не рекомендуют использовать адамантановые 
препараты для лечения или профилактики 
гриппа из-за появления широко распростра-
нённой резистентности [1–3]. 

Ингибиторы гемагглютинина 
Арбидол (МНН умифеновир) относится к ин-

дол-3-производным карбоновой кислоты, разра-
батывался прежде всего как препарат направлен-
ного действия для лечения и профилактики 
гриппа А и В. Его механизм действия направлен 

на ингибирование механизма слияния эндосомы 
с вирусной частицей внутри клетки-мишени по-
средством связывания с гемагглютинином (НА) 
вириона гриппа [35, 56]. 

Молекула арбидола стабилизирует молекулу 
гемагглютинина, встраиваясь в пространство 
между тремя частями белка таким образом, что 
предотвращает его конформационные измене-
ния, обеспечивающие слияния эндосомы, в ко-
торой находится вирион гриппа, и останавливает 
выход РНК вируса во внутреннее пространство 
клетки-мишени, подавляя воспроизводство ви-
руса. В результате к эндосоме, содержащей вирус-
ную частицу присоединяется клеточная лизо-
сома, и образуется эндолизосома. Затем вирусная 
частица разрушается с помощью эндолизосо-
мальных ферментов [5, 35, 56].  

В исследованиях на мышах при лечении 
гриппозной инфекции препаратом арбидол была 
выявлено, что индукция интерферонов происхо-
дит в течение 16 ч, а высокий их титр сохраняется 
в течение 48 ч после введения. 

Преимущества арбидола заключается в том, 
что все изоляты вируса гриппа показали высо-
кую чувствительность к арбидолу, и при свое-
временном введении он эффективно способ-
ствует выздоровлению и снижает возможные 
негативные последствия гриппозной инфекции. 
Исследования показали высокую специфич-
ность арбидола, в том числе на штаммах, рези-
стентных к римантадину и осельтамивиру. В кли-
нических испытаниях на протяжении более 
15 лет в сравнении с препаратами римантадина 
и осельтамивира выявлено, что арбидол мало-
токсичен и подходит для лечения детей от 3 лет, 
а также пациентам с сопутствующими хрониче-
скими заболеваниями [5]. 

В настоящий момент известные возможные 
мутации, которые способны вызывать рези-
стентность вируса гриппа к препарату «Арби-
дол», получены только в лабораторных условиях 
(см. Гемагглютинин, табл. 1) [6]. На данный мо-
мент в клинических испытаниях резистентность 
к данному препарату не выявлена, он проявил 
себя как безопасный и эффективный. 

Ингибиторы нейраминидазы 
Тамифлю (МНН осельтамивир). Осельтами-

вир является пролекарством, его активный мета-
болит (осельтамивира карбоксилат) — эффектив-
ный и селективный ингибитор нейраминидазы 
вирусов гриппа А и В. Молекула осельтамивира 
имеет непосредственное сходство с сиалозид-
ными рецепторами эпителиальных клеток верх-
них дыхательных путей [57].  

Действие препарата обусловлено блокирова-
нием нейраминидазной активности вириона 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 3–4 89

ОБЗОРЫ



гриппа путём связывания с молекулами метабо-
лита осельтамивира с активным центром нейра-
минидазы, останавливая отпочковывание вирио-
нов и распространение на другие клетки-мишени. 
Препарат показал высокую активность в отноше-
нии вирусов гриппа и был включён в список ре-
комендаций ВОЗ по лечению гриппа [1, 2].  

С начала эпидемии «свиного» гриппа в 2008 г. 
исследования показали его неэффективность в 
связи с развитием резистентности циркулирую-
щего тогда подтипа гриппа А H1N1. Изменчи-
вость активного сайта нейраминидазы привело 
к тому, что осельтамивир не был способен свя-
зываться с таргетными аминокислотами актив-
ного центра этого ферментного белка. Мутации 
R292K, H274Y и N294S в РНК нейраминидазы при-
вели к устойчивости вируса гриппа и его способ-
ности распространяться в эпителиальных клет-
ках дыхательных путей независимо от приёма 
данного препарата [58, 59].  

Препарат проявил себя как эффективный 
во многом за счёт его высокой биодоступности 
и его сродства с природными рецепторами ды-
хательных путей, до тех пор, пока не были вы-
явлены случаи устойчивости вируса гриппа к 
его действию [3, 27, 53]. 

Реленза (МНН занамивир) — это ингибитор 
нейраминидазы, блокирующий активность всех 
её типов. Формула занамивира имеет сходство со 
строением природного субстрата для нейрами-
нидазы — сиаловых кислот. Молекула препарата 
присоединяется непосредственно к активному 
сайту нейраминидазы и стабилизирует его кон-
формационные изменения [48]. Таким образом 
блокируется возможность нейраминидазы спо-
собствовать преодолению муцинового слоя ча-
стицами вируса гриппа и выполнять основную 
функцию по отпочковыванию новых вирионов 
от заражённой клетки. 

Занамивир имеет низкую биодоступность 
при пероральном приёме, поэтому его вводят пе-
рорально ингаляционно. 

Замена в строении нейраминидазы H275Y яв-
ляется наиболее распространённой заменой 
устойчивости нейраминидазы к лекарственным 
препаратам и связана со снижением чувствитель-
ности к перамивиру и осельтамивиру. Эта замена 
не оказывает влияния на занамивир; следова-
тельно вирусы с заменой H275Y сохраняют пол-
ную чувствительность к занамивиру [53, 60]. 

Ограничением в приёме занамивира может 
быть наличие у пациента таких заболеваний ды-
хательной системы, как астма или хронической 
обструктивной болезни лёгких в связи с его ин-
галяционной формой приёма [43]. 

Известные мутации устойчивости к зана-
мивиру были получены только в лабораторных 
условиях. На данный момент среди ингибито-

ров нейраминидазы он является наиболее эф-
фективным [48, 57, 59, 60]. 

Ингибиторы репликации 
вирусного генома 
Арепливир (МНН фавипиравир) — перораль-

ный препарат, относится к ингибиторам РНК-за-
висимой РНК-полимеразы вирусов, содержащих 
РНК в качестве генетического материала.  

Препарат разрабатывался для лечения ви-
руса гриппа А, имеет высокую эффективность 
против широкого спектра высокопатогенных 
штаммов вируса гриппа А, таких как H1N1pdm09, 
H5N1, H3N2 [5, 61]. Основным качеством данного 
препарата можно отметить то, что он интенсивно 
подавляет размножение вируса на стадии его ре-
пликации: непосредственно блокирует репли-
кационный процесс путём ингибирования фер-
мента РНК-полимеразы вируса. Формула 
препарата включается в синтез новой цепочки 
РНК, создавая мутации в РНК путём формиро-
вания в них стоп-сигналов [61].  

Высокоэффективен в том числе против ре-
зистентных к осельтамивиру и римантадину 
штаммов гриппа.  

На данный момент случаев резистентности 
не выявлено. 

Имеются данные, что арепливир способен 
останавливать репликацию и других РНК-содер-
жащих вирусов, таких как коронавирусы, буньяви-
русы, филовирусы (например, вирус Эбола) [62].  

В процессе клинических испытаний в Рос-
сии, Японии, Китае и Индии данный препарат 
показал высокую эффективность при лечении 
пандемических штаммов вируса COVID-19, эф-
фективно снижая вирусную нагрузку уже с пер-
вых часов применения. Сейчас арепливир ис-
пользуется по всему миру для лечения 
коронавирусной инфекции. 

Препарат зарекомендовал себя как высоко-
эффективный. Возможным вариантом снижения 
его побочных эффектов будет пересмотр схемы 
его дозирования при разной степени вирусной 
нагрузки. 

Ингибитор эндонуклеазы 
Ксофлюза (МНН балоксавир марбоксил) — 

пероральное лекарственное средство для одно-
кратного применения, представляет собой инги-
битор РНК-зависимой РНК-полимеразы, а 
именно эндонуклеазной активности данного 
фермента [24, 63, 64]. Используется для лечения 
пациентов с неосложненной гриппозной инфек-
цией, имеющих симптомы не более 48 ч или у па-
циентов, контактировавших с инфицированным 
пациентом и подверженных высокому риску раз-
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вития осложнений. PA-ингибирующая актив-
ность проявляется в выключении репликации 
вирусного генома. Предшественик балоксавира, 
поступая в желудочно-кишечный тракт, пол-
ностью гидролизуется эстеразами до его актив-
ной формы, которая избирательно блокирует 
фермент РА вируса гриппа, останавливая процесс 
кэпирования вирусной мРНК, что полностью по-
давляет воспроизводство вируса [64].  

Наиболее широко известная мутация резистент-
ности к балоксавиру I38 � T38 белка РА. В настоящее 
время мутация не представлена широко в популяции 
штаммов вирусов гриппа и требует дальнейших ис-
следований. В лечении немутантных по белку PA/I38T 
типов вируса гриппа А балоксавир зарекомендовал 
себя как эффективный препарат в тех случаях мута-
ций, которые связаны с устойчивостью к ингибито-
рам нейраминидазы [24–40, 42–59, 61, 63–65]. 

Ингибиторы воспроизводства 
отдельных вирусных белков 
Ингавирин (МНН имидазолилэтанамид пен-

тандиовой кислоты) — пероральный препарат, 
относится к низкомолекулярным пептидам. Ме-
ханизм действия заключается в стимуляции вы-
работки эффекторного белка Mx, который подав-
ляет стадию созревания и транспорт вирусного 
белка NP из цитоплазмы в ядро, что останавли-
вает процесс сборки вирусных рибонуклеопро-
теидов и созревание вириона [5]. В эксперимен-
тальных исследованиях показано, что 
«Ингавирин» повышает экспрессию рецептора 
интерферона первого типа на поверхности эпи-
телиальных и иммунокомпетентных клеток [66, 
67]. Увеличение плотности интерфероновых ре-
цепторов приводит к повышению чувствитель-
ноcти клеток к сигналам эндогенного интер-
ферона. В результате подавления синтеза 
вирусных белков и увеличения количества ин-
терфероновых рецепторов на поверхности зара-
жённой клетки активируется система индукции 
интерферонов и запускаются механизмы клеточ-
ного и гуморального иммунитета, что выражается 
в увеличении содержании клеток NK-T, блоки-
рующих заражённые клетки, и синтезу α- и γ-ин-
терферонов. Противовоспалительное действие 
обусловлено подавлением продукции ключевых 
провоспалительных цитокинов (фактор некроза 
опухоли TNF-α), интерлейкинов IL-1β и IL-β), сни-
жением активности миелопероксидазы. 

Приём препарата Ингавирин в дозе 90 мг 
оказывает иммуномодулирующее действие, вы-
зывает повышение содержания в крови интер-

феронов α и γ в пределах верхних границ физио-
логической нормы (8–16 ед./мл) через 24–48 ч, 
увеличивает и нормализует сниженную способ-
ность лейкоцитов крови продуцировать интер-
ферон-α, а также увеличивает у практически 
здоровых лиц способность лейкоцитов проду-
цировать интерферон-γ [5, 66, 67]. 

В настоящий момент неизвестно о возмож-
ных мутациях, которые вызывают резистентность 
вируса гриппа к препарату Ингавирин. 

Заключение 
Эпидемиологический надзор за распростра-

нением вируса гриппа А, а также выявление его 
детерминант резистентности к лекарственным 
препаратам является одной из приоритетных за-
дач контроля с целью повышения качества ока-
зания медицинской помощи населению. 

Современная медицинская помощь пред-
определяет раннюю диагностику заболевания и 
последующее назначение рационального и эф-
фективного лечения, приводящее к успешному 
результату — улучшению состояния, выздоров-
лению, улучшению качества жизни и трудоспо-
собности пациента.  

Оценка предыдущего опыта применения 
наиболее используемых лекарственных средств 
на практике является необходимым условием для 
создания новых противовирусных препаратов и 
предполагает наиболее полное представление 
процессов, происходящих на клеточном уровне. 

В данной работе рассмотрены точки приложе-
ния для совершенствования технологий проведе-
ния диагностики резистентности вируса гриппа А 
к широко известным и часто используемым пре-
паратам [68]. Работа проиллюстрирована резуль-
татами молекулярных исследований по изучению 
жизненного цикла вируса гриппа А и его основных 
детерминант для применения противовирусных 
препаратов. 
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Иммуногенность, эффективность и безопасность  
трёхвалентной инактивированной гриппозной  
сплит-вакцины у больных воспалительными 
заболеваниями суставов, получающих современную 
противоревматическую терапию 
*М. М. БАРАНОВА1, Н. В. МУРАВЬЕВА1, Б. С. БЕЛОВ1, 
М. Е. ДИАТРОПТОВ1, Д. В. БУХАНОВА2 
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии им. В. А. Насоновой», Москва, Россия 
2 АО Р-ФАРМ, Москва, Россия 

Резюме 
Имеющиеся в настоящее время данные крупных когортных исследований свидетельствуют о значимом нарас-
тании заболеваемости гриппом среди больных иммуновоспалительными ревматическими заболеваниями (ИВРЗ) 
по сравнению с популяцией, что обуславливает важность проведения профилактических мероприятий, в том 
числе вакцинации, у этих пациентов. Однако данные по иммуногенности, эффективности и безопасности грип-
позных вакцин у больных ревматоидным артритом (РА), анкилозирующим спондилитом (АС) и псориатическим 
артритом (ПсА), получающих современную противоревматическую терапию, ограничены. Цель исследования — 
изучить иммуногенность, эффективность и безопасность трёхвалентной инактивированной гриппозной сплит-
вакцины у больных воспалительными заболеваниями суставов (ВЗС): РА, АС и ПсА, наблюдавшихся в ФГБНУ НИИР 
им. В. А. Насоновой. Материал и методы. В открытое проспективное сравнительное исследование было включено 
74 пациента с РА, 62 — АС, 14 — ПсА (из них женщин — 86, мужчин — 64) и 97 человек контрольной группы (КГ) без 
ИВРЗ. Набор пациентов осуществляли на протяжении шести эпидемических сезонов: 2016–2017, 2017–2018, 2018–
2019, 2020–2021, 2021–2022, 2022–2023 гг. Большинство пациентов (78,7%) на момент включения в исследование по-
лучали иммуносупрессивную терапию. Трёхвалентную инактивированную гриппозную сплит-вакцину вводили 
в количестве 1 дозы (0,5 мл) внутримышечно на фоне проводимой противоревматической терапии независимо от 
активности основного ИВРЗ. Уровень антител (АТ) класса G к гемагглютинину (ГА) вирусов гриппа А (H1N1), 
A (H3N2) и B определяли в единицах оптической плотности (ед. ОП) с помощью иммуноферментных тест-систем 
(ООО «ППДП» г. Санкт-Петербург) исходно, через 1–3 мес. после вакцинации и через 6 мес. после вакцинации. Также 
оценивали клиническую эффективность и безопасность трёхвалентной инактивированной гриппозной сплит-
вакцины, в т. ч. влияние на течение РА, АС и ПсА по динамике индексов активности заболеваний. Результаты. 
После вакцинации отмечено значимое повышение уровня АТ у больных РА, АС и ПсА. К визиту III (6 мес. после вак-
цинации) отмечалось некоторое снижение иммунного ответа, однако уровень АТ оставался достоверно выше ис-
ходного для всех штаммов вируса гриппа, за исключением гриппа В в группе больных РА. За время наблюдения 
эпизоды гриппа или гриппоподобного заболевания (ГПЗ) отсутствовали у 98,6% пациентов, завершивших иссле-
дование. Негативного влияния вакцинации на активность основного ИВРЗ не отмечено. Частота поствакциналь-
ных реакций (ПВР) у больных и в КГ была сопоставима. Выводы. Полученные результаты исследования 
свидетельствуют о достаточной иммуногенности, клинической эффективности и безопасности трёхвалентной 
инактивированной гриппозной сплит-вакцины у больных РА, АС и ПсА. 
 
Ключевые слова: грипп; ревматоидный артрит; анкилозирующий спондилит; псориатический артрит; вак-
цинация; эффективность; иммуногенность, безопасность 
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Введение 
Хорошо известно, что пациенты с ИВРЗ под-

вержены развитию инфекций разнообразной при-
роды и локализации, а также ассоциированных с 
ними осложнений. Грипп не является исключе-
нием. В частности, в ретроспективном исследова-
нии W. А. Blumentals и соавт. [1] заболеваемость 
гриппом среди больных РА превышала таковую в 
популяции в 1,57 раз и составила 409,3 случая про-
тив 306,1 на 100 000 пациенто-лет. В другом иссле-
довании, частота ГПЗ в рамках одного эпидемиче-
ского сезона среди пациентов с ВЗС (n=159), 
получающих терапию генно-инженерными био-
логическими препаратами (ГИБП), составила 17% 
против 9,7% в широкой выборке итальянской по-
пуляции [2]. В более позднем исследовании с 
включением сходной когорты пациентов риск ле-
тального исхода при гриппе был в 2,63 раза выше 
аналогичного популяционного показателя [3]. Се-
зонная вакцинация является наиболее эффектив-
ным методом профилактики гриппа [4], в том числе 
у больных ИВРЗ [5, 6]. Однако постоянно обнов-
ляющиеся схемы лечения ИВРЗ, а также разра-
ботка и внедрение новых, в том числе высокодоз-
ных вакцин, требуют постоянной актуализации 
данных по иммуногенности, эффективности и без-

опасности гриппозных вакцин у больных ИВРЗ, в 
том числе ВЗС. Изучению вышеизложенных во-
просов было посвящено настоящее исследование. 

Цель исследования — изучить иммуногенность, 
эффективность, и безопасность трёхвалентной 
инактивированной гриппозной сплит-вакцины у 
больных ВЗС — РА, АС и ПсА, наблюдавшихся в 
ФГБНУ НИИР им. В. А. Насоновой. 

Материал и методы 
Набор пациентов осуществляли на протяжении шести 

эпидемических сезонов: 2016–2017, 2017–2018, 2018–2019, 
2020–2021, 2021–2022, 2022–2023 гг. В исследование было 
включено 150 пациентов (86 женщин, 64 мужчины, средний 
возраст 47,9±10,8 лет) с ВЗС, в т. ч. РА — 74, АС — 62, ПсА — 14, 
а также 97 человек без ИВРЗ (контрольная группа). 

Среди пациентов с РА преобладали женщины (93%), 
средний возраст — 57,2±11,5 лет, средняя продолжительность 
заболевания — 5,3±5,1 лет, среднее значение индекса актив-
ности DAS28 (Disease Activity Score 28, индекс активности РА) 
на момент включения в исследование составляло 3,7±1,5. 
36 пациентов с РА в качестве базисного противовоспалитель-
ного препарата (БПВП) получали метотрексат (МТ), 11 — леф-
луномид (ЛЕФ), 1 — сульфасалазин (CУЛЬФ). Два пациента 
получали комбинированную терапию низкими дозами глю-
кокортикоидов (ГК) и МТ/СУЛЬФ, один — комбинированную 
терапию МТ и гидроксихлорохином, один — монотерапию 
низкими дозами ГК, один больной находился в безмедика-

1 V. A. Nasonova Research Institute of Rheumatology, Moscow, Russia 
2 JSC R-PHARM, Moscow, Russia 

Abstract 
According to the currently available data from large cohort studies, patients with immuno-inflammatory rheumatic 
diseases (IIRDs) are at increased risk of infectious complications, including influenza, compared to the general pop-
ulation. Vaccinations are a critical component of their care. However, data on the immunogenicity, efficacy, and safety 
of influenza vaccines in patients with rheumatoid arthritis (RA), ankylosing spondylitis (AS), and psoriatic arthritis 
(PsA) receiving modern anti-rheumatic drugs are limited. The aim of the study was to investigate the immunogenicity, 
efficacy, and safety of the trivalent inactivated influenza split vaccine in patients with RA, AS and PsA, observed at the 
V. A. Nasonova Research Institute. Materials and methods. The open prospective comparative study included 247 pa-
tients: 74 patients with RA, 62 patients with AS, 14 patients with PsA, as well as 97 people without IIRDs who comprised 
the control group (СG). The patients were selected over six epidemic seasons: 2016–2017, 2017–2018, 2018–2019, 
2020–2021, 2021–2022, and 2022–2023. The majority of patients (78,7%) received immunosuppressive therapy at the 
time of inclusion in the study. The trivalent inactivated influenza split vaccine was administered in an amount of 1 
dose (0,5 ml) intramuscularly against the background of anti-rheumatic therapy, regardless of the activity of the main 
IIRD. The level of class G antibodies to hemagglutinin (HA) of influenza A (H1N1), A (H3N2), and B viruses was deter-
mined in optical density units (OD units) using an enzyme-linked immunosorbent assay (PPDP LLC, St. Petersburg) 
before vaccination, 1–3 and 6 months after vaccination. The clinical efficacy and safety of the trivalent inactivated in-
fluenza split vaccine were also evaluated, including the effect on the course of RA, AS, and PsA according to the dy-
namics of disease activity indices. Results. After vaccination, a significant increase in the level of antibodies was 
observed in patients with RA, AS, and PsA. At the second visit after vaccination the level of antibodies, determined in 
units of optical density, to HA of influenza A (H1N1), A (H3N2) and B was significantly higher compared to baseline 
values. By the third visit (6 months after vaccination), there was a slight decrease in the immune response, but the 
level of antibodies remained significantly higher than the initial level for all strains of influenza virus, with the excep-
tion of influenza B in the group of patients with RA. During follow-up, influenza or influenza-like illness was absent 
in 98,6% of patients who completed the study. No negative effect of vaccination on the activity of the underlying IIRD 
was noted. The frequency of post-vaccination reactions in patients with IIRDs and in the СG was comparable. Con-
clusions. The results obtained in the study indicate sufficient immunogenicity, clinical efficacy, and safety of the tri-
valent inactivated influenza split vaccine in patients with RA, AS, and PsA. 
 
Keywords: influenza; rheumatoid arthritis; ankylosing spondylitis; psoriatic arthritis; vaccination; efficacy; immunogenicity; 
safety 
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ментозной ремиссии. Среди ГИБП наиболее часто применя-
лись препараты из группы ингибиторов фактора некроза опу-
холи α (иФНО-α) в комбинации с МТ. Так, адалимумаб полу-
чали 6 пациентов, этанерцепт — 2 и голимумаб — 2. Абатацепт 
получали 5 пациентов, двое из них — в комбинации с МТ, 
один — в комбинации с ЛЕФ. Шесть пациентов получали ри-
туксимаб за 2,5–14 мес. до вакцинации. 

В группе больных спондилоартритами (СпА), включавшей 
пациентов с АС и ПсА, преобладали мужчины (67,1%). Больные 
СпА были моложе по сравнению с пациентами с РА, средний 
возраст составил 38,6±10,0 лет (р=0,003). Средняя продолжи-
тельность заболевания у больных АС и ПсА составила 13,4±9,7 
лет. Для оценки активности ИВРЗ у больных АС использовали 
индекс BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index, 
Батский индекс активности АС), среднее значение которого на 
момент вакцинации от гриппа было 3,6±2,1. У больных ПсА 
рассчитывали индекс DAPSA (Disease Activity Index for Psoriatic 
Arthritis, индекс активности ПсА), среднее значение которого 
исходно составило 13,7±8,6. У пациентов с ПсА дополнительно 
оценивали площадь поражения кожи псориазом — BSA (Body 
Surface Area, площадь поверхности тела, %), при распростра-
нённом псориазе (BSA⩾3%) рассчитывался индекс PASI (Psoriasis 
Area and Severity Index, индекс распространённости и тяжести 
псориаза). Распространённый псориаз на момент включения 
в исследование имелся у трёх больных ПсА, значения индекса 
PASI составили 3,3, 11,0 и 26,6. Терапия у больных АС и ПсА, про-
водимая на момент вакцинации от гриппа, отражена в таблице. 

Как видно из таблицы, большинство пациентов с АС и 
ПсА  (60,5%) на момент включения в исследование получали 
иммуносупрессивную терапию — ГИБП, МТ/ЛЕФ, а также ком-
бинированную терапию ГИБП±МТ/ЛЕФ. Среди ГИБП наиболее 
часто применялись иФНО-α(71,1%), среди БПВП — МТ (61,1%). 

Исследование было одобрено локальным этическим ко-
митетом ФГБНУ НИИР им. В. А. Насоновой. У всех участников 
исследования было получено информированное согласие. 

В исследование не включали больных с непереноси-
мостью компонентов вакцины в анамнезе, симптоматикой 
выраженной печёночной и/или почечной недостаточности, 
вакцинированных от гриппа в текущем эпидемическом се-
зоне, с наличием текущего инфекционного заболевания, а 
также беременных и кормящих грудью женщин. 

Вакцинацию проводили на фоне продолжающейся про-
тиворевматической терапии вне зависимости от активности 
основного заболевания. Трёхвалентную инактивированную 
гриппозную сплит-вакцину вводили в количестве 1 дозы 
(0,5 мл) в дельтовидную мышцу. Период наблюдения пациен-
тов составлял 6 мес. ежегодно от момента вакцинации и вклю-
чал 3 визита: исходный, через 1–3 мес. после вакцинации, че-
рез 6 мес. после вакцинации. Каждый визит включал сбор 
анамнеза, физикальное обследование, оценку активности 
ИВРЗ с использованием общепринятых индексов, а также ла-
бораторные методы исследования (клинический анализ 
крови+скорость оседания эритроцитов, определение высо-
кочувствительного С-реактивного белка, антинуклеарного 
фактора на клетках НЕр-2, а также уровня АТ класса G к ГА 
вирусов гриппа А (H1N1), A (H3N2) и B с помощью иммуно-
ферментных тест-систем, производства ООО «ППДП» г. Санкт-
Петербург. Статистический анализ проводили с использова-
нием пакета программ Statistica 12.0 (StatSoft Inc., США). 
Различия считали значимыми при р<0,05. 

Результаты 
Иммуногенность и клиническая эффектив-

ность. После вакцинации отмечено значимое по-
вышение уровня АТ (ед. ОП) к ГА вирусов 
гриппа А (H1N1), А (H3N2) и В (рис. 1–6) как у боль-
ных РА, так и СпА. Пиковый иммунный ответ по 
всем трём штаммам, входящим в состав исполь-
зуемых гриппозных вакцин, среди больных РА, 
АС и ПсА зафиксирован на визите II. К визиту III 
(6 мес. после вакцинации) отмечалось некоторое 
снижение иммунного ответа, однако уровень АТ 
оставался достоверно выше исходного для всех 
штаммов вируса гриппа, за исключением 
гриппа В в группе больных РА. 

При анализе влияния клинико-демографиче-
ских характеристик (возраст, активность ВЗС на 
исходном визите), а также проводимой иммуносу-
прессивной терапии на иммуногенность трёх-
валентной инактивированной гриппозной сплит-

Терапия, проводимая на визите I у больных АС и ПсА, 
привитых трёхвалентной инактивированной грип-
позной сплит-вакциной 
Therapy carried out during the first visit in patients with 
AS and PsA vaccinated with trivalent inactivated influenza 
split vaccine 
Терапия на момент                            АС и ПсА (в общем), 
вакцинации                                                              n=76 
ГИБП, n (%)                                                         38 (50,3) 
иФНО-α, n (%)                                                    22 (29,0) 
иИЛ17, n (%)                                                          5 (6,6) 
иФНО-α+МТ, n (%)                                             3 (4,0) 
иФНО-α+СУЛЬФ, n (%)                                    2 (2,6) 
иИЛ17+МТ, n (%)                                                 4 (5,3) 
иИЛ17+ЛЕФ, n (%)                                             1 (1,3) 
иИЛ17+СУЛЬФ, n (%)                                       1 (1,3) 
Тофацитиниб, n (%)                                           1 (1,3) 
МТ, n (%)                                                                  4 (5,3) 
ЛЕФ, n (%)                                                              3 (4,0) 
СУЛЬФ, n (%)                                                       8 (10,5) 
Монотерапия НПВП, n (%)                          22 (29,0) 
Примечание. иИЛ-17 — ингибиторы интерлейкина 17; 
НПВП —– нестероидные противовоспалительные пре-
параты. 
Note. иИЛ-17 — interleukin 17 inhibitors; НПВП — non-
steroidal anti-inflammatory drugs.

Рис. 1. Динамика уровня АТ к ГА гриппа А (H1N1) у боль-
ных РА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП 
Примечание. pI–II, I–III=0,0001. 
Рис. 1. Dynamics of the level of antibodies to influenza A 
(H1N1) hemagglutinin in patients with RA during the ob-
servation period, optical density units. 
Note. PI–II, I–III=0.0001.



вакцины выявлено следующее. В группе пациен-
тов, получавших комбинированную терапию 
иФНО-α+МТ (n=8) значимого нарастания уровня 
АТ после вакцинации не отмечено ни по одному из 
штаммов, входящих в состав использованных вак-
цин. Через 6 мес. после вакцинации наблюдалось 
снижение уровня АТ с достижением значений, со-
поставимых с исходными, у пациентов, получавших 
монотерапию иФНО-α (для штамма H3N2), МТ или 
ЛЕФ (для штамма В). Аналогичное снижение им-
мунного ответа отмечалось у пациентов 60 лет и 
старше (для штаммов H1N1 и В), а также у больных, 

имевших высокую/умеренную активность ВЗС на 
момент вакцинации от гриппа (для штамма В). 

За время наблюдения (6 мес. ежегодно от мо-
мента вакцинации) не зарегистрировано ни од-
ного случая гриппа или ГПЗ у больных РА и ПсА. 
У двух пациентов с АС в эпидемическом сезоне 
2021–2022 гг. зарегистрировано два случая, отве-
чающих критериям ГПЗ, согласно рекоменда-
циям Всемирной организации здравоохране-
ния  (ВОЗ) [7]. При этом наблюдалось развитие 
лихорадки до 38,5°С, сопровождающейся общими 
симптомами (слабость, недомогание, головная 
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Рис. 2. Динамика уровня АТ к ГА гриппа А (H3N2) у боль-
ных РА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП. 
Примечание. pI–II, I–III=0,00002. 
Рис. 2. Dynamics of the level of antibodies to influenza A 
(H3N2) hemagglutinin in patients with RA during the ob-
servation period, optical density units. 
Note. PI–II, I–III=0.00002.

Рис. 3. Динамика уровня АТ к ГА вируса гриппа B у боль-
ных РА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП. 
Примечание. pI–II=0,0000009; pI–III=0,8. 
Рис. 3. Dynamics of the level of antibodies to influenza B 
hemagglutinin in patients with RA during the observation 
period, optical density units. 
Note. PI–II=0.0000009; PI–III=0.8.

Рис. 4. Динамика уровня АТ к ГА гриппа А (H1N1) у больных 
АС и ПсА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП. 
Примечание. pI–II, I–III=0,000002. 
Рис. 4. Dynamics of the level of antibodies to influenza A 
(H1N1) hemagglutinin in patients with AS and PsA during 
the observation period, optical density units. 
Note. PI–II, I–III=0.000002.

Рис. 5. Динамика уровня АТ к ГА гриппа А (H3N2) у больных 
АС и ПсА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП. 
Примечание. pI–II, I–III=0,000002. 
Рис. 5. Dynamics of the level of antibodies to influenza A 
(H3N2) hemagglutinin in patients with AS and PsA during 
the observation period, optical density units. 
Note. PI–II, I–III=0.000002.
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боль, миалгии, артралгии) и кашлем, у одного 
больного отмечались аносмия и дисгевзия. В пер-
вом случае экспресс-тест на SARS-CoV-2 был отри-
цательным, во втором — указанное исследование 
не выполнялось, ПЦР-исследования на SARS-CoV-2, 
равно как на вирусы гриппа А и В не проводились 
ни в одном случае. Вышеуказанные симптомы у 
обоих пациентов полностью купировались на фоне 
симптоматической терапии в течение 7–10 дней. В 
конце периода наблюдения каждый пациент, уча-
ствующий в исследовании, был опрошен на пред-
мет сравнения прошедшего эпидемического се-
зона с предыдущим, т. е. до вакцинации. Ни один 
пациент не отметил нарастания частоты эпизодов 
инфекций верхних дыхательных путей. 

Безопасность. Частота местных поствакци-
нальных реакций (ПВР) у пациентов с РА соста-
вила 18,3% (13 человек), системных ПВР — 5,6% 
(4 человека), у пациентов с АС и ПсА местные ПВР 
наблюдались у 11 человек (14,5%), системные 
ПВР — у 1 (1,3%), в КГ частота местных и систем-
ных ПВР составила 15,6% (15 человек) и 3,1% 
(3  человека), соответственно. Из местных ПВР 
чаще всего регистрировались боль и покрасне-
ние в месте инъекции, из системных — субфеб-
рилитет, головная боль, першение в горле. У 
2 пациентов зарегистрировано обострение ато-
пического дерматита, в КГ — 1 случай системной 
аллергической реакции по типу крапивницы. 
Вместе с тем, коррекция противоревматической 
терапии не потребовалась ни в одном случае. 
Динамика индексов активности ИВРЗ была сле-
дующей: среднее значение DAS28 на визите II 
составило 3,01±1,1, спустя 6 мес. после вакцина-
ции — 2,6±1,1 (рI–II,I–III⩽0,02), для индекса BASDAI 
значения на тех же визитах составили 3,1±1,7 и 
2,9±1,9 (рI–II,I–III⩽0,02), для индекса DAPSA 10,4±8,7 
и 6,8±6,2 (рI–II,I–III⩾0,05), соответственно. Таким об-
разом, нами не было отмечено какого-либо 
значимого негативного влияния вакцинации на 
активность основного ИВРЗ. Увеличение пло-
щади поражения кожи псориазом, а также тя-
жести псориаза не зарегистрировано ни у од-
ного больного. Развития каких-либо новых 
аутоиммунных феноменов также не наблюдали. 

Oбсуждение 
Несмотря на новые подходы к диагностике и 

лечению, согласно данным ВОЗ, ежегодные эпиде-
мии гриппа приводят примерно к 3–5 млн случаев 
тяжёлых форм заболевания и к 250–500 тыс. слу-
чаев смерти [7]. Пациенты с ИВРЗ входят в группу 
риска тяжёлого течения гриппа, что обуславливает 
актуальность проведения профилактических ме-
роприятий, в том числе вакцинации среди данных 
больных. Однако имеющиеся опасения по поводу 
безопасности у пациентов с аутоиммунной пато-

логией, а также потенциального снижения их эф-
фективности на фоне приёма иммуносупрессив-
ной терапии являются препятствиями к широкому 
применению гриппозных вакцин у больных ИВРЗ. 

В нашем исследовании продемонстрирован 
достаточный уровень иммуногенности трёх-
валентной инактивированной гриппозной сплит-
вакцины у пациентов с РА, АС и ПсА, в первую оче-
редь для наиболее вирулентного штамма 
гриппа — H1N1. Сохранение достоверного нарас-
тания уровня поствакцинальных АТ ко всем трём 
штаммам вируса гриппа по прошествии 6 мес. 
после вакцинации наблюдалось у большинства 
пациентов. Вместе с тем, имевшее место сниже-
ние поствакцинального ответа к штамму гриппа В 
у больных РА (после окончания эпидемического 
сезона) подчёркивает необходимость ежегодной 
иммунизации даже при условии совпадения не-
которых штаммов вируса гриппа в вакцинах раз-
ных сезонов. 

Согласно данным литературы, применение МТ 
(в большей степени), а также иФНО-α может сни-
жать иммуногенность гриппозных вакцин [8], что, 
по мнению ряда авторов, делает целесообразным 
временное прекращение терапии МТ в течение 
2 нед. после вакцинации [9]. В нашей работе ука-
занное негативное влияние на динамику поствак-
цинального ответа ко всем трём штаммам, входя-
щим в состав использованных вакцин, наблюдалось 
в группе пациентов, получавших комбинированную 
терапию иФНО-α и МТ. Однако небольшое количе-
ство больных в данной группе терапии требует под-
тверждения указанной взаимосвязи на большей 
когорте пациентов с ВЗС. 

Рис. 6. Динамика уровня АТ к ГА гриппа В у больных 
АС и ПсА на протяжении периода наблюдения, ед. ОП. 
Примечание. pI–II, I–III=0,000012. 
Рис. 6. Dynamics of the level of antibodies to influenza B 
hemagglutinin in patients with AS and PsA during the ob-
servation period, optical density units.  
Note. PI–II, I–III=0.000012.



Значительная часть имеющихся исследова-
ний посвящена иммуногенности гриппозных 
вакцин и влиянию различных факторов на по-
казатели поствакцинального ответа, в то время 
как клиническая эффективность, которая по 
сути является целью вакцинации, не оценива-
ется. Особенностью нашей работы было наблю-
дение пациентов с РА, АС и ПсА на протяжении 
всего эпидемического сезона, в ходе которого 
была продемонстрирована высокая клиниче-
ская эффективность инактивированной трёх-
валентной гриппозной сплит-вакцины. Трак-
товка двух случаев, отвечающих критериям ГПЗ, 
зафиксированных в эпидемическом сезоне 
2021–2022 гг., принимая во внимание циркуля-
цию SARS-CoV-2, а также сходность клинической 
симптоматики обоих заболеваний, с нашей точки 
зрения, представляется неоднозначной и не сви-
детельствует об абсолютной неэффективности 
вакцинации против гриппа у данных больных. 

Одним из важных аспектов применения лю-
бых вакцин у больных ИВРЗ является их без-
опасность. В нашей работе частота ПВР, наблю-
давшихся у больных ВЗС и в КГ, была 
сопоставимой. Тяжёлых ПВР не наблюдалось ни 
в одной из групп. В течение периода наблюдения 
активность ВЗС оставалась стабильной, включая 
как клинические, так и лабораторные (уровни 
СОЭ и СРБ) параметры. Случаев обострения кож-
ного псориаза выявлено не было, что согласу-
ется с данными других исследователей, подтвер-

дивших безопасность вакцин против гриппа у 
больных ВЗС [10, 11]. 

Заключение 
Таким образом, полученные нами результаты 

свидетельствуют о высокой эффективности, до-
статочной иммуногенности (в том числе на фоне 
продолжающейся иммуносупрессивной терапии) 
и безопасности трёхвалентной инактивирован-
ной гриппозной сплит-вакцины у больных РА, АС 
и ПсА. Данная вакцина может быть рекомендо-
вана для широкого внедрения в практику веде-
ния указанных пациентов. 

Статья подготовлена в рамках научно-иссле-
довательской работы ФГБНУ «Научно-исследова-
тельский институт ревматологии им. В. А. Насоно-
вой», № государственного задания 1021051503137-7. 
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10 марта 2024 г. ушёл из жизни Леонид Алексан-
дрович Блатун.  

Леонид Александрович родился 29 марта 1941 г. в 
местечке Круглое Могилевской области Белорусской 
ССР. После окончания в 1966 г. I Московского меди-
цинского института им. И. М. Сеченова по специально-
сти «лечебное дело» по распределению был зачислен в 
клиническую ординатуру Института хирургии им. А. В. Виш-
невского АМН СССР, где и проработал 57 лет. 

В сферу научных и практических интересов 
Л.  А.  Блатуна входило изучение проблем лечения и 
профилактики хирургической инфекции и индивиду-
альный подбор курса оптимальной рациональной ан-
тибактериальной терапии. 

В 1974 г. защитил кандидатскую диссертацию «От-
далённые результаты хирургического лечения откры-
того артериального протока». 

С 1971 г. по 1974 г. работал врачом в лаборатории 
экспериментальной хирургии. 

В 1974 г. по конкурсу был избран на должность млад-
шего научного сотрудника отделения ран и раневой ин-
фекции, а в 1975 г. — на должность старшего научного 
сотрудника в том же отделении. 

В 1979–1980 гг. работал хирургом и руководил меж-
дународной бригадой врачей в Эфиопии. 

С 1981 г. работал старшим научным сотрудником 
лаборатории профилактики и лечения бактериальных 
инфекций Института хирургии им. А. В. Вишневского, а 
далее старшим научным сотрудником отдела ран и ра-
невых инфекций ФГБУ «НМИЦ хирургии им. А. В. Виш-
невского» Минздрава России. 

В 2017 г. прошёл повышение квалификации в Рос-
сийском национальном исследовательском медицин-
ском университете им. Н. И. Пирогова по специальности 
«клиническая фармакология»; в 2019 г. — повышение 
квалификации в Рязанском государственном меди-
цинском университете им. акад. И. П. Павлова по спе-
циальности «хирургия»; в 2022 г. — повышение квали-
фикации в Российской медицинской академии непре-
рывного профессионального образования (РМАНПО) 
по специальности «клиническая фармакология». 

Л. А. Блатун принимал участие в клинических ис-
пытаниях более 140 новых отечественных и зарубежных 
лекарственных препаратов (антибиотики, антисептики, 
мази, аэрозоли, раневые покрытия и др.) для лечения 

раневой инфекции, многие из которых были рекомен-
дованы для медицинского применения. 

Под руководством Л. А. Блатуна в 1994 г. была вы-
полнена и защищена кандидатская диссертация А. В. Ад-
жидуку на тему «Хирургическое лечение гнойных ран 
с использованием гентацикола». 

Леонид Александрович — автор 12 патентов на 
новые препараты для лечения ран. 

За участие в разработке отечественных мазей на 
полиэтиленгликолевой основе от Института выдвигался 
на награждение Государственной премией. За активную 
научную, лечебную и общественную деятельность на-
гражден знаком «Отличник здравоохранения». 

За участие в ликвидации последствий техногенной 
катастрофы в Арзамасе (1988 г.) награждён медалью 
«За трудовую доблесть», имеет множество почетных 
грамот Минздрава России. 

Л. А. Блатун был членом Европейского общества 
по клинической микробиологии и инфекционным за-
болеваниям (ESCMID), членом Европейской ассоциации 
по лечению ран (EWMA), членом Ассоциации хирургов 
им. Н. И. Пирогова, членом Общества хирургов Москвы 
и Московской области, одним из руководителей Регио-
нальной общественной организации «Хирургическое 
общество — Раны и раневые инфекции». Был постоянным 
консультантом санавиации СССР и Российской Федера-
ции; членом редколлегии журнала «Раны и раневые ин-
фекции. Журнал имени проф. Б. М. Костючёнка». 

Является автором более 350 научных работ, боль-
шинство из которых посвящено вопросам антибакте-
риальной химиотерапии хирургической инфекции, 
местного медикаментозного лечения ран, соавтором 
руководств, монографий и методических рекомендаций 
по проблеме лечения раневых инфекций. 

Леонид Александрович был врачом от Бога, другом 
и человеком с огромным сердцем! 

 
Редколлегия, редакционный совет и редакция жур-

нала «Антибиотики и химиотерапия» выражают глу-
бокое соболезнование родным и близким Леонида Алек-
сандровича Блатуна и вместе с ними скорбят о его 
безвременной кончине.  

Светлая память Леониду Александровичу! 

Памяти  
Леонида Александровича Блатуна 
(29.03.1941 — 10.03.2024) 
In Memory of L. A. Blatun 
(29.03.1941 — 10.03.2024) 






