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Особенности иммунного ответа мышей, 
иммунизированных различными типами 
кандидатов в живые гриппозные вакцины, 
на инфекцию, вызванную вирулентным
штаммом вируса гриппа

 
Резюме

Мышей иммунизировали интраназально двумя типами кандидатов в живые гриппозные вакцины. Она вакцина содержит холодо-

адаптированные (ХА) реассортанты, унаследовавшие 6 «внутренних» генов от ХА штамма-донора А/Краснодар/101/35/59(Н2N2) 

и 2 гена, кодирующих поверхностные белки НА и NA вирулентного штамма А/WSN/33(H1N1), вторая – сайт-специфические 

мутанты на базе штамма А/WSN/33(H1N1), в геном которых были включены мутации из генов ХА штаммов вируса гриппа, 

кодирующих белки полимеразного комплекса. Иммунизированные мыши были затем инфицированы вирулентным штаммом 

вируса гриппа А/WSN/33. Показано, что оба вида вакцин обладали высокой защитной эффективностью. Однако животные, 

иммунизированные ХА реассортантной вакциной, резко теряли вес после заражения вирулентным штаммом вируса гриппа, 

в то время как заражение сходной дозой вирулентного штамма вируса гриппа животных, иммунизированных вакциной с сайт-

специфическими мутантами, вызвало незначительное снижение веса.

Ключевые слова: вирус гриппа, холодоадаптированные живые гриппозные вакцины, холодоадаптированные (ХА) 

реассортанты,×сайт-специфические мутанты, иммунизация, фенотипические признаки

Especial Features of Immune Answer of Mice, Immunized by Different Types of ĪLive Influenza Vaccines Candidate on 

Infection, Caused by Virulent Influenza Strain
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Abstract

Relevance. Live influenza vaccines are highly effective and currently used in the Russian Federation and the United States.

Goal. To investigate especial features of immune response of mice, immunized by different types of live influenza vaccines and 

infected later by virulent influenza strain.

Materials and methods. Mice were immunized by two types of live influenza vaccines candidate: cold-adapted (CA) reassortant, 

which inherited the 6 «internal» genes from the CA donor A/Krasnodar/101/35/59 (H2N2) and 2 genes encoding the surface 

proteins HA and NA from the virulent strain A/WSN/33 (H1N1) and site-specific mutants on the basis of A/WSN/33 strain, in the 

genome of which has been included mutations from genes of CA strains of influenza virus, encoding proteins of the polymerase 

complex. Immunized mice were then infected by a virulent A/WSN/33 strain of influenza virus.

Results. It was shown that CA reassortant RKr35 /WSN/33 and site-specific mutants Tr. № 5 and № 8 in contrast to the virulent 

A/WSN/33 strain were characterized by pronounced ts-phenotype and att-phenotype. Both types of live vaccines after two-time intranasal 

immunization induced in mice a relatively low level of humoral antibodies (log
2
 4,5 ± 1,2 – log

2 
6,0 ± 0,7). Despite the low level of induction 

of humoral response both types of live vaccines had similar marked protective efficiency. However, animals immunized with CA reassortant 

was characterized by a significant weight loss after infection with a virulent influenza strain (25%), while the infection of animals, immunized 

with site-specific mutants, by a similar dose of virulent flu strain has very little impact on their weight characteristics (8  – 13%).

Conclusion. The data obtained indicate that antibodies to surface proteins of the virion, induced in the process of immunization, 

slightly inhibited the initial replication of the virulent strain and suggest that these differences in the symptoms of the infection 

depend on the characteristics of activated T-cell immunity. This circumstance could have a significant impact on metabolic 

processes in organism of infected animals.

Key words: influenza virus, cold-adapted live influenza vaccines, site-specific mutants, immunization, phenotypic markers

Введение
Живые гриппозные вакцины обладают высокой 

эффективностью при массовой вакцинации против 
гриппа, особенно детей. Используемые в настоящее 

время в Российской Федерации и США холодоадап-
тированные (ХА) гриппозные вакцины представляют 
собой реассортанты, геном которых содержит 6 «вну-
тренних» генов от ХА штамма-донора аттенуации 
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и 2 гена, кодирующие поверхностные белки 
гемагглютинин и нейраминидазу антигенно-ак-
туального эпидемического штамма гриппа. Они 
успешно используются в практике здравоохране-
ния на протяжении последних десятилетий. Одна-
ко возможен другой подход к получению живых 
гриппозных вакцин, предполагающий, в первую 
очередь, прямое включение заранее известных 
и изученных ts- мутаций, взятых из геномов ХА 
штаммов-доноров аттенуации, в геном вирулент-
ного штамма вируса гриппа [1 –  4]. Полученные 
таким образом сайт-специфические мутанты об-
ладают определенным потенциалом защитной эф-
фективности против гриппа [4 –  6]. Вместе с тем 
накопленные экспериментальные данные не дают 
полного представления о сравнительной защитной 
эффективности типов вакцин, полученных с помо-
щью того или иного метода, а также об особенно-
стях иммунного ответа при их использовании.

Цель данной работы – изучение особенностей 
иммунного ответа мышей, иммунизированных жи-
выми гриппозными вакцинами, полученными с по-
мощью двух различных подходов, на инфекцию, 
вызванную гомологичным вирулентным штаммом 
вируса гриппа.

Материалы и методы
Вирусы

Для проведения данной работы был получен ре-
ассортант R Kr

35
/WSN/33 путем скрещивания ХА 

штамма А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) [7, 8] и 
вирулентного штамма вируса гриппа А/WSN/33 
(H1N1). Реассортант унаследовал 6 «внутренних» 
генов от ХА штамма-донора и 2 гена, кодирующих 
поверхностные белки гемагглютинин и нейрамини-
дазу штамма А/WSN/33.

В работе были использованы сайт-
специфические мутанты (трансфектанты) на базе 
штамма А/WSN/33, в геном которого был включен 
ряд ts-мутаций. Трансфектант № 5 (Тр. № 5) содер-
жал в геноме ts-мутацию (Il1 47 Thr) из гена РВ1 

ХА штамма А/Краснодар/101/35/59 и ts-мутацию 
F658A из СООН-домена РА-гена штамма А/WSN/33. 
Трансфектант № 8 (Тр. № 8) имел в геноме ts-
мутации из гена РВ1 ХА штамма А/Энн Арбор/6/60 
(К391Е, E581G, E457D), ts-мутацию V290L из PB2-
гена XA штамма А/Краснодар/101/35/59 и ts- му-
тацию F658A из СООН-домена РА-гена штамма 
А/WSN/33. Фенотипические характеристики ис-
пользованных вирусов представлены в таблице 1.

Куриные эмбрионы
Использованные в работе вирусы и сайт-

специфические мутанты поддерживали путем пас-
сажей в 9 –  10 дневных куриных эмбрионах. Ак-
тивность репродукции вирусов гриппа при разной 
температуре инкубации оценивали по результатам 
титрования в куриных эмбрионах, инкубированных 
при 34 °С, 37 °С, 38 °С, 39 °С и выражали в RCT 
(reproductive capacity at different temperatures –  
репродуктивная способность при различных тем-
пературах). RCT

39
 = lg ЭИД

50
/0,2мл при 34 °С – 

lg ЭИД
50

/0,2 мл при 39 °С ). Вирусы считались 
температурочувствительными (ts-фенотип) если 
RCT

39 
была более 5,0 lg ЭИД

50
/0,2 мл.

Культуры клеток
В опытах по трансфекции использовали линии 

клеток 293Т и MDCK (получена из Института Пасте-
ра, Франция). Все клетки выращивались при 37 °С 
в СО

2
-инкубаторе. Клеточные культуры поддержи-

вались на среде МЕМ (фирма ПанЭко, Москва), со-
держащей 5% фетальной бычьей сыворотки и ген-
тамицин в количестве 1 мг на 450 мл среды.

Рекомбинантная ДНК 
и обратно-генетические методы
Плазмиды и бактерии

В экспериментах использовали плазмиду 
pHW2000 [9], разработанную для получения ви-
руса гриппа методом обратной генетики. Плаз-
мида pHW2000, а также плазмиды со вставками 

Таблица 1.
Ts-фенотип и att-фенотип штамма А/WSN/33, ХА штамма А/Краснодар/101/35/59, 
ХА реассортанта R Kr35/WSN/33, и сайт-специфических мутантов Тр. № 5 и Тр. № 8 штамма А/WSN/33

Исследуемые
вирусные
варианты

Титр вируссодержащей жидкости в куриных 
эмбрионах (lg ЭИД

50
/0,2 мл) 34 0С; 38 0С; 39 0C

Титр вируса 
в легких мышей
 (lgЭИД

50
/0,2мл)

A/WSN/33٭ (H1N1) 6,5 ± 0,32; 6,5 ± 0,25; 6,25 ± 0,4 5,0 ± 0,4

А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2) 7,5 ± 0,4; 1,0 ± 0,5; < 1,0 < 1,0

Реассортант R Kr
35

/WSN/33* 7,5 ± 0,5; 2,0 ± 0,5; < 1,0 < 1,0

Тр. № 5. РВ1** А/Кр
35

٭٭٭***(Il 147 Thr)٭
РА А/WSN/33 (F658A) 6,0 ± 1,0; 3,0 ± 0,8 < 1,0 < 1,0

Тр. № 8. РВ1 А/АА٭ (К391Е, E581G, E457D)
PB2 A/Кр

35
٭
 
(V 290 L) РА A/WSN/33٭ (F658A) 5,5 ± 0,35; 3,5 ± 1,0; < 1,0 < 1,0

Примечание:٭ *Название штамма: А/WSN/33, A|AA – А/Энн Арбор/6/60, А/Кр35 – А/Краснодар/101/35/59.٭
 **Полимеразный ген. ***Локализация мутации.
 Различия между величинами титров размножения исследуемых вирусовв куриных эмбрионах и легких мышей 
                         статистически достоверны при р < 0,05.
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генов штамма вируса гриппа А/WSN/33 были лю-
безно предоставлены доктором Вебстером (Мем-
фис, США). Для накопления плазмид использовали 
штамм E. coli DH5alpha.

Накопление и концентрирование вирусов
Вирусы накапливали в куриных эмбрионах по 

стандартной методике. Для последующего выде-
ления РНК вирусы концентрировали центрифуги-
рованием. Аллантоисную жидкость, содержащую 
вирионы, осаждали в центрифуге Beckman J2-21 
(ротор JA-14) при 6000 об/мин в течение 30 мин 
для осаждения клеточного дебриса. Вирус осаж-
дали из надосадочной жидкости на центрифуге 
Beckman J2-21 (ротор JA-14) при 14 000 об/мин в 
течение 2,5 час. Осадок вирионов ресуспендиро-
вали в буфере STE (10 мМ Tris-HCL, 100 мM NaCl, 
1 мM EDTA, pH 7.4) в гомогенизаторе Даунса.

Выделение вирусной РНК
Для последующей постановки ПЦР выделяли ви-

русную РНК при помощи набора для выделения 
РНК из плазмы и сыворотки крови (ООО «Лаборато-
рия Изоген», Москва).

ОТ-PCR
Обратную транскрипцию осуществляли отдельно 

от ПЦР при помощи ревертазы М-MuLV («СибЭнзим», 
Новосибирск) в соответствии с рекомендациями 
производителя. ПЦР ставили с высокоточной поли-
меразой Tersus («Евроген», Москва) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Очистку полу-
ченных ПЦР-продуктов из легкоплавкой агарозы 
проводили при помощи набора фирмы Fermentas 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Клонирование в E.coli
Опыты по клонированию (работа с бактериями, 

рестрикция, лигирование и т.п.) проводили по стан-
дартным методикам или в соответствии с рекомен-
дациями производителя для соответствующих фер-
ментов (Т4-лигаза, рестриктазы Esp 31 и Eco 311).

Секвенирование
Секвенирование вставок в полученных плазми-

дах проводилось фирмой «Евроген» на автоматиче-
ском секвенаторе МеgaBACE-500.

Трансфекция
Трансфекцию проводили при помощи реаген-

та Lipofectamine LTX (Invitrogen) либо в кокультуре 
клеток 293Т и MDCK, либо в однодневном моно-
слое клеток 293Т (плотность клеточного монослоя 
около 70%) в соответствии с методикой, прила-
гаемой к реагенту Lipofectamine LTX. В качестве 
отрицательного контроля использовали монослой 
клеток с липофектамином и без плазмид. В каче-
стве положительного контроля к культуре клеток 
добавляли восемь плазмид, содержащих все гены 
исходного штамма А/WSN/33. В ряде экспериментов  

через 48 часов после трансфекции материал 
вводили в куриные эмбрионы. Клетки снимали 
трипсином, после чего добавляли по 0,5 мл нераз-
веденной суспензии в куриные эмбрионы. Через 
48 часов определяли титр гемагглютинина вируса 
в куриных эмбрионах.

Изучение репродукции вирусов в легких мышей
Изучение att-фенотипа проводили по следую-

щей методике: группы самок беспородных мышей 
(по 5 – 10 особей в группе) инфицировали интра-
назально под легким эфирным наркозом анализи-
руемыми вирусами (в дозе 50 мкл на мышь). Через 
72 часа мышей усыпляли и извлекали легочную 
ткань. Из легочной ткани готовили 10%-ю суспен-
зию в ступках с тертым стеклом. Инфекционный 
титр вируса в 10%-й суспензии легких определяли в 
куриных эмбрионах и выражали в lg ЭИД

50
/0,2 мл. 

Все реассортанты были исследованы в трех не-
зависимых опытах в группах по 5 – 10 мышей на 
каждый анализируемый вирус.

Получение ХА реассортанта между ХА штаммом 
донором А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2) 
и вирулентным штаммом А/WSN/33 (H1N1)

Реассортант R Kr
35

/WSN/33 был получен ме-
тодом рекомбинации (кросс-реактивации), описан-
ным Ф.И. Полежаевым с сотр. [10] и модифициро-
ванным в нашей лаборатории. Вируссодержащую 
аллантоисную жидкость разводили средой МЕМ 
1:10 и вносили в чашки Петри. Инактивацию ви-
руса осуществляли с помощью УФ-установки, снаб-
женной УФ-лампой G8W T5, Germicidal 288 mm. 
Инфицированные штаммом R  Kr

35
/WSN/33

 
и об-

лученным штаммом  А/WSN/33 куриные эмбрионы 
инкубировали в течение 18 часов при 32 °С. За-
тем аллантоисную жидкость отсасывали и пассиро-
вали дважды в куриных эмбрионах в присутствии 
анти-сыворотки к сероподтипу Н2N2 при 26 °С. 
Полученные реассортанты клонировали в кури-
ных эмбрионах методом предельных разведений. 
Анализ генома реассортанта проводили методом 
секвенирования с использованием специфических 
праймеров к последовательностям генов вируса 
гриппа серотипов H1N1 и H2N2 [8]. Результаты 
секвенирования генома реассортанта показали, 
что он унаследовал 6 генов от ХА штамма А/Крас-
нодар/101/35/59 (Н2N2) и 2 гена, кодирующих 
белки НА и NA вирулентного штамма А/WSN/33.

Мукозальная иммунизация животных
При мукозальной иммунизации мышам под 

легким эфирным наркозом вводили интрана-
зально 50 мкл вирусного материала двукратно 
с интервалом в 21 день. Через 10 дней после 
второй иммунизации у мышей брали кровь и за-
тем препарировали, извлекая легочную ткань. 
Анализ специфических ингибирующих гемаг-
глютинацию антител проводили согласно МУ 
3.3.2.1758-03. За титр сыворотки принимали 
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предельное разведение, вызывающее полную 
задержку гемагглютинации.

Определение защитной эффективности двух типов 
кандидатов в живые гриппозные вакцины

Для определения защитной эффективности ана-
лизируемых вакцин мышей одной группы имму-
низировали интраназально под легким эфирным 
наркозом ХА реассортантом R Kr

35
/WSN/33 и  мы-

шей другой группы сайт-специфическими мутанта-
ми в инфекционном титре 105,0 ЭИД

50
 (по 50 мкл 

на мышь). Затем через 21 день мышей иммунизи-
ровали повторно. По прошествии 10 дней мышей 
инфицировали интраназально вирулентным штам-
мом А/WSN/33 и через 3 дня из мышей извлекали 
легочную ткань и определяли репродукцию вируса 
в легких.

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с использованием среднего квадратичного 
отклонения.

Результаты и обсуждение
1. Изучение фенотипических характеристик 

ХА реассортанта R Kr35/WSN33 и сайт-
специфических мутантов
Ts (temperature sensitive – чувствительность 

к температуре) служит одним из важнейших марке-
ров аттенуации для штаммов –кандидатов в живые 
гриппозные вакцины. В этой связи этот маркер 
был изучен у всех исследованных нами вирусов. 
Как видно из таблицы 1, вирулентный штамм А/
WSN/33(H1N1) практически одинаково размно-
жался при 34 °С и 38 °С. При температуре 39 °С 
наблюдалось только незначительное снижение ин-
фицирующего титра данного вируса. ХА штамм А/
Краснодар/101/35/59 почти полностью утратил 
способность к размножению в куриных эмбрионах 
при температуре 38 °С (lg 1,0 ± 0,5 ЭИД

50
/0,2мл) 

и полностью при 39 °С. Таким образом этот штамм 

обладал выраженным ts-фенотипом. Реассортант R 
Kr

35
/WSN/33, полученный при скрещивании ХА 

штамма и штамма А/WSN/33, имел выраженную 
способность к размножению при 34 ĪС, очень плохо 
размножался при 38 ĪС и полностью терял эту спо-
собность при 39 ĪС и (lg 2,0±0,5 ЭИД

50
/0,2 мл).

Полученные нами сайт-специфические мутанты 
хуже, чем реосортанты размножались в куриных 
эмбрионах. Сайт-специфический мутант Тр. № 5, 
получивший в геноме замену IL1 47 Thr из РВ1-
гена ХА штамма А/Краснодар/101/35/59 и заме-
ну F 658 A в РА-гене, полностью утерял способность 
к размножению в куриных эмбрионах при 39 °С 
и значительно снизил способность к размножению 
при 38 ĪС. Второй сайт-специфический мутант Тр. 
№ 8, имеющий ts- мутации во всех 3 генах, ко-
дирующих белки полимеразного комплекса, также 
утерял способность к размножению в куриных эм-
брионах при 39 ĪС и плохо размножался при 38 °С.

Изучение att-фенотипа вирулентного штамма  
А/WSN/33 (см. табл. 1) показало, что данный 
штамм активно размножался в легких мышей 
(lg 5,0 ± 0.4) при интраназальном заражении в от-
личие от ХА штамма А/Краснодар/101/35/59, 
который полностью утерял вирулентность для мы-
шей. Реассортант R Kr

35
/WSN/33 в этом отношении 

имел полное сходство с ХА штаммом. Оба сайт-
специфических мутанта характеризовались пол-
ным отсутствием размножения в легких мышей. 
Как видно из наших данных, полученные нами ХА 
реассортант R Kr

35
/WSN/33 и сайт-специфические 

мутанты Тр. 5 и Тр. 8 обладали примерно сходными 
фенотипическими признаками.

2. Изучение иммуногенности ХА реассортанта R 
Kr35/WSN/33 и сайт-специфических мутантов
На следующем этапе нашей работы мы попы-

тались выяснить, могут ли полученные нами ат-
тенуированные вирусные варианты со сниженной 

Таблица 2.
Изучение иммуногенности ХА реассортанта R Kr35/WSN/33, ХА штамма А/Краснодар/101/35/59 
и сайт специфических мутантов штамма А/WSN/33 

Иммунная сыворотка

Обратные титры вирусспецифических антител (log
2
±CCO) в сыворотках 

крови мышей на 28-й день после инфекции в РТГА

Антигены

ХА штамм А/Крас-
нодар/101/35/59 

(Н2N2)

ХА реассор-
тант RKr

35
/

WSN/33

Трансфек-тант 
№ 5

Трансфек-тант 
№ 8

ХА штамм А/Краснодар/101/35/59٭ (Н2N2) 4,5 ± 1,2

ХА реассортант R Kr
35

/WSN/33 5,1 ± 0,5

Тр. № 5. РВ1 А/Кр
35

(Il 147 Thr)٭
РА А/WSN/33 (F658A)

6,0 ± 0,7

Тр. № 8. РВ1 А/АА ( К391Е, E581G, E457D), 
РВ2 А/Кр

35 
( V 290 L), PA A/WSN/33 (F 658 A)

4,9 ±1,2

Примечание: Различия между величинами обратных титров  гемагглютинин-ингибирующих антител, индуцированных исследуемыми вируса-
ми гриппа статистически достоверны при  р < 0,05.
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способностью к размножению в легких мышей ин-
дуцировать достаточно высокий гуморальный им-
мунитет при их интраназальном введении мышам. 
Наличие защитного титра гуморальных антител 
позволило бы рассматривать их в качестве воз-
можных кандидатов для живых гриппозных вакцин. 
Мыши были иммунизированы интраназально дву-
кратно в дозе 105,0 ЭИД

50 
анализируемыми виру-

сами. Через 10 дней после второй иммунизации 
у мышей брали кровь и определяли титр гемагглю-
титинин-ингибирующих антител. Как видно из та-
блицы 2, все исследованные вирусы при интра-
назальной двукратной иммунизации индуцировали 
у мышей сравнительно невысокий уровень гумо-
ральных антител (log

2 
4,5 ± 1,2 – log

2 
6,0 ± 0,7).

3. Изучение эффективности защитных свойств 
ХА реассортанта R Kr35/WSN/33 и сайт-
специфических мутантов
Для сравнения защитной эффективности ХА ре-

ассортанта R Kr35/WSN/33 и сайт-специфических 
мутантов мышам дважды вводили интраназально ис-
следуемые вирусы в дозе 105,0 ЭИД

50
 с последующим 

инфицированием вирулентным штаммом А/WSN/33 
в дозе 103,0 ЭИД

50 
. Через 72 часа мышей забивали, из-

влекали легочную ткань и готовили из нее 10% суспен-

зию. Суспензию титровали в куриных эмбрионах. Титр 
вирулентного штамма в легких при заражении невак-
цинированных мышей составлял 104,0 ЭИД

50
/0,2 мл. В 

легких мышей, иммунизированных ХА реассортантом 
R Kr

35
/WSN/33, вирусного размножения не было от-

мечено. Аналогичная картина наблюдалась и в легких 
мышей, которым вводили  сайт-специфические мутан-
ты Тр. № 5 и Тр. №8. Представленные в таблице 3 
данные свидетельствуют о том, что полученные нами 
вирусные варианты, несмотря на невысокий уровень 
индукции гуморальных антител, обладают приемлемой 
защитной эффективностью и не различаются по этому 
признаку.

4. Изучение весовых характеристик 
иммунизированных мышей, инфицированных 
вирулентным штаммом А/WSN/33
Мыши, инфицированные интраназально виру-

лентным штаммом А/WSN/33, быстро и значитель-
но теряли вес. На 6 –7 сутки после инфицирова-
ния падение веса инфицированных мышей может 
достигать 30 – 35% от первоначального веса. 
При этом на 8 – 9 сутки после инфицирования 
наблюдается гибель части животных. В задачу на-
шего исследования входило изучение весовых ха-
рактеристик мышей, иммунизированных получен-

Таблица 3.
Защитная эффективность ХА реассортанта R Kr35/WSN/33 и сайт-специфических мутантов 
(трансфектантов № 5 и № 8) штамма А/WSN/33

Варианты вируса гриппа , используемые для иммунизации Титр вирулентного штамма А/WSN/33 в легких 
иммунизированных мышей ( lg ЭИД

50
/0,2мл )

ХА реассортант R Kr
35

/WSN/33٭ < 1,0

Тр. № 5 РВ1٭٭ А/Кр
35

 (IL 147 Thr )٭٭٭ 
РА A/WSN/33 ( F 658 A)  < 1,0

Тр. № 8 РВ1 A/AA ( K391E, E581G, E457D)
РВ2 А/Кр

35
 ( V290L) 

РА А/WSN/33 ( F658A)

< 1,0

Риунок 1.
Изучение весовых характеристик мышей, иммунизированных вакцинными штаммами вируса гриппа 
и затем инфицированных вирулентным штаммом A/WSN/33

60

80

100

Вес неиммунизированных мышей Вес мышей, иммунизированных ХА реассортантом RKr35/WSN/33

Вес мышей, иммунизированных 
трансфектантом №5

Вес мышей, иммунизированных трансфектантом №8

0             1              2           3              4             5              6              7            8              9            10           11            12

%
 о

т 
и

зн
ач

ал
ьн

о
го

 в
е

са
 м

ы
ш

е
й

epid5(90).indd   83 26.10.16   14:31



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

 №
 5

 (9
0

)/
2

0
1

6

84

Вакцинопрофилактика

ными вакцинными вариантами штамма А/WSN/33 
и затем инфицированными вирулентным штаммом  
А/WSN/33.

Как видно на рисунке 1, у неиммунизированных 
мышей, инфицированных интраназально штам-
мом А/WSN/33 в дозе 105,0 ЭИД

50
 наблюдалась 

быстрая потеря веса (на 6 – 7 сутки достигала 
35% от первоначального веса). У иммунизирован-
ных вакцинными вариантами штамма А/WSN/33 
мышей после инфицирования вирулентным штам-
мом А/WSN/33 падение веса было различным. 
У мышей, инфицированных сайт-специфическими 
мутантами Тр. № 5 и Тр. № 8 вес падал незначи-
тельно. У мышей, иммунизированные трансфек-
тантом № 5 снижение веса на 6 –8 сутки после 
инфицирования не превышало 10 –13%, анало-
гичная картина была и у мышей, иммунизирован-
ных трансфектантом № 8 (8 – 12%).

Однако у мышей, иммунизированных ХА ре-
ассортантом R Kr

35
/WSN/33 происходило более 

значительное падение веса после инфицирования 
вирулентным штаммом А/WSN/33. На 6 –7 сутки 
после инфекции снижение веса мышей достигало 
25% (р > 0,05). На протяжении дальнейшего срока 
наблюдения отмечалось постепенное восстанов-
ление веса животных.

Изучение особенностей иммунного ответа, вы-
зываемого двумя типами исследуемых нами вак-
цинных вариантов вируса гриппа имеет важное 
значение с точки зрения выбора оптимальной 
стратегии применения живых вакцин для профи-
лактики гриппа. Как показали наши исследова-
ния, фенотипические характеристики ХА реассор-
танта, полученные путем скрещивания ХА штамма 
А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2) с вирулентным 
штаммом А/WSN/33 (H1N1) и сайт-специфических 
мутантов, полученных путем прямого включе-
ния аттенуирующих мутаций в геном штамма А/
WSN/33 незначительно отличались между собой. 
Титры индуцированных гуморальных антител в 
крови иммунизированных животных и защитная 
эффективность вакцинных вариантов, полученных 
разными методами, также были сходны. Однако у 
мышей, иммунизированных различными типами 
живых гриппозных вакцин, наблюдалась неоди-
наковая интенсивность падения веса после их ин-
фицирования вирулентным штаммом А/WSN/33. 
Потеря веса после инфицирования вирулентным 
штаммом А/WSN/33 у мышей, иммунизирован-
ных сайт-специфическими мутантами, была почти 
в два раза меньше, чем у мышей, иммунизиро-
ванных ХА реассортантом. Аналогичный феномен 
наблюдался группой китайских исследователей 
[4], когда было обнаружено, что мыши, имму-

низированные сайт-специфическим мутантом 
NY1682-TS2 имели незначительную потерю веса 
(максимально 16% на 5-й день инфекции ) и все они 
выжили после инфекции вирулентным вирусом. В 
противоположность этому, мыши, иммунизирован-
ные ХА реассортантом, на базе ХА штамма А/Энн 
Арбор/6/60, и имеющим только 2 гена, кодирую-
щих поверхностные белки от пандемического штам-
ма NY1682 (H1N1), вес снижался значительно. При 
этом отмечены сходные титры размножения виру-
сов в легких. Этот факт свидетельствует о том, что 
антитела к ХА- и NA-белкам, индуцированные в про-
цессе иммунизации, незначительно ингибировали 
начальную репликацию антигенно-неродственного 
вирулентного штамма и дают основание полагать, 
что эти различия в симптомах инфекции у мышей 
зависят от особенностей активации Т-клеточного 
иммунитета. Последнее обстоятельство, как мы ви-
дим, может значительно повлиять на степень на-
рушения метаболических процессов в организме 
инфицированных животных, и  в конечном счете 
отразиться на падении их веса. Полученные данные 
свидетельствуют о возможной взаимосвязи иммун-
ного ответа с метаболическими процессами в орга-
низме инфицированных животных. При этом имму-
низация сайт-специфическими мутантами приводит 
к менее выраженным нарушениям метаболических 
процессов в процессе последующей гриппозной 
инфекции.

Выводы
1. ХА реассортант R Kr

35
/WSN/33 и сайт-

специфические мутанты штаммаА/WSN/33 
(Трансфектанты № 5 и № 8) обладали сходными 
фенотипическими характеристиками (ts- и att-
фенотип). Оба типа вакцинных препаратов ин-
дуцировали относительно низкий уровень гу-
моральных антител, но характеризовались при-
емлемой эффективностью защиты.

2. Мыши, иммунизированные сайт-специфи-
ческими мутантами, демонстрировали невысо-
кую потерю веса после инфекции вирулентным 
штаммом вируса гриппа. Однако у животных, 
иммунизированных ХА реассортантом, в про-
цессе последующего инфицирования вирулент-
ным штаммом вируса гриппа наблюдалось зна-
чительное падение веса.

3. Полученные данные свидетельствуют о возмож-
ной взаимосвязи иммунного ответа с метабо-
лическими процессами в организме инфициро-
ванных животных. При этом иммунизация сайт-
специфическими мутантами приводит к менее 
выраженным нарушениям метаболизма в про-
цессе последующей гриппозной инфекции.
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Лабораторная диагностика внебольничной пневмонии  пневмококковой этиологии
Методические рекомендации МР 4.2.0114-16 (Выдержки)

< ... >
Внебольничной пневмонией (ВП) считают за-

болевание, возникшее во внебольничных услови-
ях (вне стационара или  позднее 4 недель после 
выписки из него) или диагностируемое в первые  
8 часов с момента госпитализации, а также раз-
вивающееся у пациента, не находившегося в до-
мах сестринского ухода длительного медицинско-
го наблюдения более 14 суток. 

По данным федерального статистического на-
блюдения (форма №2 «Сведения об инфекцион-
ных и паразитарных заболеваниях») за 2011 
– 2015 годы заболеваемость ВП  в России на-
ходилась на уровне 310-380 на 100 тыс. населе-
ния (600 – 750 на 100 тыс. детей в возрасте до  
14 лет). 

У отдельных категорий граждан, в частности 
у военнослужащих срочной службы, медицинских 
работников заболеваемость пневмококковыми 
пневмониями превышает уровень заболеваемо-
сти среди населения в целом. 

Показатель смертности при ВП в 2011 –  
2014 годах составлял 2,9 – 3,9 на 100 тыс. насе-
ления (у детей в возрасте до 14 лет – 0,3 – 0,4 на 
100 тыс. контингента). В структуре младенческой 
смертности заболевания органов дыхания стоят 

на третьем месте (около 7%), из них около 74% 
приходится на пневмонии.

Этиологическая структура ВП может различать-
ся в зависимости от возраста пациентов, тяжести 
заболевания и наличия сопутствующей патологии. 
По зарубежным данным пневмококковые пнев-
монии диагностируют у 5% взрослых  амбулатор-
ных пациентов, 17,3% госпитализированных в те-
рапевтические отделения и 21% – в отделения 
интенсивной терапии. В Российской Федерации 
по расчетным данным некоторых авторов частота 
пневмококковых пневмоний у детей в возрасте 
от 1 мес. до 15 лет составляет 490 на 100 тыс. 
детского населения соответствующего возраста, в 
возрасте от 1 мес. до 4 лет – 1060. 

Дети первых лет жизни являются основными 
источниками пневмококковой инфекции, заражая 
окружающих взрослых. Так, при средней частоте 
носительства у взрослых в 5 – 7%, среди взрос-
лых, проживающих с детьми, она может достигать 
30%.

По данным отчетной формы государственного 
статистического наблюдения в России (ф-2), пнев-
мококковая этиология ВП подтверждается лишь в 
1,3 % случаев.

Источник:www.rospotrebnadzor.ru
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