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В деревне префектуры Гекеду на юге Гвинеи 
26 декабря 2013 г. заболел 18-месячный мальчик. 
Считается, что он, заразившись от крылана или 
какого-либо другого дикого животного, стал пер-
вой жертвой начинающейся эпидемии, охватив-
шей страны Западной Африки и ставшей крупней-
шей и наиболее сложной в истории этой болезни. 
Эпидемия болезни, вызванной вирусом Эбола, на-
чавшаяся в Гвинейской Республике в декабре 2013 г. 
в г. Мельянду (префектура Гекеду) [4], в 2014 г. стре-
мительно распространилась и охватила соседние с 
Гвинеей страны – Либерию и Сьерра-Леоне [6]. Тем 
не менее, происхождение вируса в каждой из стран и 
время его передачи не известны, и в настоящее время 
проведение эпидемиологического анализа основано 
лишь на предположениях [10].

Широкомасштабная и интенсивная передача 
этой болезни оказала опустошительное воздействие 
на семьи и местные сообщества, подорвала систему 

основных гражданских и медико-санитарных услуг 
и ослабила экономику 3 стран Западной Африки − 
Либерии, Гвинейской Республики и Сьерра-Леоне, 
где зарегистрировано в общей сложности более 27,5 
тыс. больных и более 11 тыс. летальных исходов [1].

Эпидемию 2013–2015 гг. вызвал наиболее па-
тогенный для человека эболавирус Заир [4]. Одной 
из главных задач, стоящих перед эпидемиологами, 
было получение ответа на вопрос, связано ли непре-
кращающееся распространение болезни по странам 
Западной Африки с изменением свойств эболавируса 
Заир.

В Гвинейскую Республику для оказания содей-
ствия в борьбе с БВВЭ направлен мобильный ком-
плекс специализированной противоэпидемической 
бригады (МК СПЭБ) Роспотребнадзора РФ, основ-
ной задачей которого стала организация дифферен-
циальной лабораторной диагностики лихорадки 
Эбола [2].
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Целью данных исследований является выделе-
ние и изучение биологических свойств штаммов эбо-
лавируса Заир 2014.

Материалы и методы

Материалом для исследования служили 6 образ-
цов крови, 6 – грудного молока, 2 – смывов и по одно-
му образцу семенной жидкости и мочи от больных с 
лабораторно подтвержденным диагнозом «лихорад-
ка Эбола в острой стадии» (табл. 1). Забор материала 
осуществлен в госпитале Донка в соответствии с до-
говором с Институтом Пастера Гвинеи. По данным 
ПЦР-исследования, во всех образцах содержался 
генетический материал эболавируса Заир. Для вы-
деления вируса использовали культуры клеток Vero 
и 4647, полученные из отдела клеточных культур 
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», мышей-сосунков линии 
BALB/c, полученных из питомника лабораторных 
животных ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Животных со-
держали согласно ветеринарному законодательству 
и в соответствии с требованиями по гуманному со-
держанию и использованию животных в экспери-
ментальных исследованиях [3]. Репликацию вируса 
в культуре клеток и органах и тканях животных под-
тверждали методом ПЦР.

Все эксперименты проведены в лаборатории 
с максимальным уровнем биологической защиты 
(BSL-4) с использованием изолирующих пневмоко-
стюмов на базе ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор».

Выделение тотальной РНК проводили с ис-
пользованием набора реагентов для выделения 
РНК/ДНК из клинического материала «Рибо-Преп» 
(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Москва) согласно инструкции производителя. 
Построение кДНК проводили с использовани-
ем комплекта реагентов для получения кДНК 
на матрице РНК «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва) соглас-
но инструкции производителя. Для диагностики 
лихорадки Эбола использовали зарегистрирован-
ные ПЦР-тест-системы отечественного производ-
ства «Вектор-ПЦРрв-Эбола-RG» (ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор») и «АмплиСенс EBOVZair1-FL» (ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва). 
Образцы с высоким содержанием вирусного мате-
риала (Ct<25) были использованы для определения 
нуклеотидной последовательности геномной РНК 
вируса Эбола. Для секвенирования использовали 
панель праймеров для получения перекрывающих-
ся фрагментов ДНК, составляющих полный геном 
вируса Эбола.

Определение нуклеотидной последовательно-
сти выделенных ПЦР-фрагментов проводили на ге-
нетическом анализаторе ABI 3130xl DNA Analysis 
System («Hitachi») с использованием набора «BigDye 
Terminator v3.1 Cycle cequencing Kit» (ABI, США). 
Филогенетический анализ осуществляли с исполь-
зованием прикладных программ MEGA 5 (PSU) и 
DNASTAR Lasergene 9. Для анализа нуклеотидных 
последовательностей вируса Эбола нами использо-
вана электронная база данных GenBank.

Результаты и обсуждение

Заражение клиническими образцами монослой-
ных культур клеток показало, что эффективность 
репликации эболавируса Заир 2014 в клетках Vero и 
4647 невысока: только 6 образцов из 16 показали на-
личие генетического материала – РНК эболавируса 
Заир в лизате культур клеток. Внутримозговое за-
ражение мышей-сосунков подтвердило способность 
эболавируса Заир к размножению в этих животных: 7 
из 16 проб показали положительный результат в ПЦР 
при анализе крови и мозговой ткани зараженных 
мышей. (табл. 1). Исходный образец крови GVR15, 
образцы лизата культур клеток (GVR02, GVR05, 
GVR08, GVR09) и гомогената мозга мыши GVR07 
взяты для определения последовательности генома 
эболавируса Заир 2014. 

Полный геном из исходного образца получен 
только с использованием пробы GVR15. Проведенный 
анализ полной нуклеотидной последовательности 
геномной РНК позволил установить, что этот ва-
риант эболавируса Заир наиболее близок к изоляту 
H.sapiens-wt/SLE/2014/ManoRiver-G3818. Сравнение 
гена, кодирующего наиболее важный, с точки зрения 
изменения биологических свойств, GP белок, с геном 
гликопротеина вируса Эбола Заир 1976 показал, что 

Таблица 1
Клинические образцы, собранные в госпитале Донка,  

Гвинейская Республика, март–апрель 2015 г.

№  
образца

Тип  
образца

Значение Ct  
в ПЦР  

(исходный образец)

Биопроба
КК

Мыши
Vero 4647

GVR02 Кровь 19,1 +1 отр. +
GVR03 Молоко 24,6 отр. отр. +
GVR04 Молоко 32,3 отр. отр. отр.
GVR05 Смыв 24,2 +1 отр. +
GVR06 Смыв 27,8 отр. отр. отр.
GVR07 Кровь 25,2 отр. отр. +1

GVR08 Молоко 20,8 + +1 +
GVR09 Кровь 26,2 +1 отр. +
GVR10 Моча 23,0 отр. отр. отр.
GVR11 Молоко 22,0 отр. отр. отр.
GVR12 Молоко 25,1 отр. отр. отр.
GVR13 Семя 33,2 отр. отр. отр.
GVR14 Кровь 38,4 отр. отр. отр.
GVR15 Кровь2 18,1 + отр. +
GVR19 Молоко 23,7 отр. отр. отр.
GVR20 Кровь 31,2 отр. отр. отр.

Примечания : Ct – параметр используется как показатель вирус-
ной нагрузки в образце; КК – культура клеток; + – образец положитель-
ный в ПЦР, отр. – образец негативный в ПЦР.

1Секвенирование генома вируса Эбола осуществлено из вируса, 
прошедшего один пассаж на культуре клеток.

2Секвенирование генома вируса Эбола осуществлено из клиниче-
ского материала.
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в этом гене произошли мутации в 79 местах, 20 му-
таций приводят к замене аминокислотного остатка в 
последовательности белка GP (табл. 2).

В остальных генах варианта эболавируса Заир 
2014 образец GVR15 найдено следующее количество 
нуклеотидных замен при сравнении с генами вируса 
Эбола Заир 1976:

- в NP гене Эбола GVR15 найдено 99 нуклеотид-
ных замен;

- в VP-24 гене − 58 нуклеотидных замен;
- в VP-30 гене − 37 нуклеотидных замен;
- в VP-35 гене − 25 нуклеотидных замен;
- в VP-40 гене − 40 нуклеотидных замен;
- в L гене вируса Эбола GVR15 – 175 нуклеотид-

ных замен.
Важно отметить, что при сравнении эболави-

руса Заир 2014 образец GVR15 с вирусом Эбола, 
вызвавшим вспышку болезни в Конго в 2012 г. 
(KC545396) [9] обнаружено, что образец GVR15 
содержит в GP белке 17 сайтов гликозилирования 
(табл. 3.) в то время как штамм вируса Эбола, ко-
торый был выделен в Конго в 2012 г. содержит 13 
сайтов гликозилирования. 

Прямое сравнение нуклеотидных последова-
тельностей геномной РНК Заир эболавируса 1976 
(AF086833.2) и варианта вируса Эбола GVR15 выя-
вило гомологию нуклеотидных последовательностей 
на уровне 97 %, что составляет в среднем 500 нукле-
отидных замен на геном. 

В варианте эболавируса Заир 2014 (образец 
GVR15) не найдено укорочения 5'-концевой геном-

ной РНК, которое могло повлиять на механизм ре-
пликации вируса [7]. 

Анализ остальных 5 изолятов эболавируса Заир 
2014, которые прошли пассажи на культурах клеток 
или мышах, показал в ряде случаев наличие уни-
кальных мутаций. В геноме изолята, выделенного из 
образца GVR09, обнаружены мутации А2575→Т (ген 
NP) и G6668→T (ген GP). Общее количество замен, 
отличающих этот вариант эболавируса Заир 2014 от 
консенсусной последовательности ближайших вари-
антов, оказалось равным 8 (уровень отличия 0,04 %). 
В геноме изолята, выделенного из образца GVR08, 
обнаружены мутации A2577→С (ген NP) и Т6677→С 
(ген GP) и G6668→T (ген GP). В целом уровень отличия 
от консенсусной последовательности от ближайших 
вариантов, оказался равным 0,03 % (7 замен). В гено-
ме изолята, выделенного из образца GVR05, обнару-
жены мутации Т18813→С и Т18883→G (некодирующая 
часть геномной РНК). По филогенетическому дереву 
изолят Эбола GVR05 относится к клайду известных 
последовательностей, выделеных в Сьера-Леоне в 
2014 г. (рисунок).

С мая 2014 г. опубликовано более 230 полнораз-
мерных последовательностей эболавируса Заир, вы-
звавшего эпидемию, охватившую страны Западной 
Африки. Сравнение их нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей свидетельствует об от-
сутствии появления критических мутаций в геноме 
вируса, способных потенциально привести к уве-
личению его вирулентности в процессе эпидемии 
[9]. Предположение о том, что вирус уже в процес-
се эпидемии 2013–2015 гг. приобрел повышенную 
вирулентность, а потому эпидемическая вспышка 

Таблица 2
Сравнительная таблица аминокислотных замен в гликопротеине 

эболавируса Заир 2014 и вируса Эбола Заир 1976

Позиция а.о.  
в белке GP

Аминокислота в геноме 
эболавируса Заир 2014 

(GVR15)

Аминокислота в геноме 
вируса Эбола Заир 1976 

(AF086833.2)
82 V A
262 A T
310 A V
315 P A
331 E G
336 N T
359 K E
377 P S
378 P L
382 T P
405 G E
411 A T
422 P S
430 L P
441 A T
443 S F
446 L P
455 Y H
503 V A
544 T I

Таблица 3
Сайты гликозилирования варианта эболавируса Заир 2014, образец 

GVR15
Позиция сайта  

гликозилирования  
на гене GP

Нуклеотидная  
последовательность

Аминокислотная по-
следовательность

6035 ATGGGT… M G V
6153 …TACAGGTTA… L Q V
6644 …ATGCAACGG… N A T
6717 …ATGAGACAG… N Е T
6747 …ATTTGACCT… N L T
6804 …ATGAGACAA… N E T
6867 …ACCCCGAAA… N P E
6920 …ACCTCACTA… N L T
6983 …ACATCAGTG… N I S
7031 …ACACAACAA… N T T
7070 …ATTCCTCTGC… N S S
7190 …ACAGCACCCA… N S T
7271 …ACGACAGCA… N D S
7350 …ACACGAGTA… N T S
7394 …ACTACAGCG… N Y S
7418 …ACAACACTC… N N T
7721 …ACGAAACGA… N E T
7886 …ACATAACAG… N I T
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БВВЭ оказалась столь масштабной, не подтвержда-
ется. Полное определение первичной последователь-
ности геномной РНК эболавируса Заир, выделенной 
весной 2014 г. и осенью 2015 г. в Гвинее, Сьерра-
Леоне и Либерии, подтверждает высокую генети-
ческую стабильность вируса, вызвавшего вспышку 
болезни в Западной Африке [5]. Ранее определенные 
замены нуклеотидной и аминокислотной последо-
вательности у выделенных изолятов эболавируса, в 
дальнейшем, у других выделенных позже изолятов 
эболавируса, больше не регистрируютя, отсутствуют 
сцепленные мутации. По данным Европейской мо-
бильной лаборатории, эболавирус из Гвинеи попал в 
Сьерра-Леоне в апреле или в начале мая 2014 г. [8]. 

Нами установлено, что треть вариантов вируса, 
выявленных в ходе текущей вспышки, делятся меж-

ду собой на 2 подгруппы, отличающиеся наличием 4 
сцепленных мутаций в позициях 800 (ген NP), 8928 
(ген VP30), 15963 и 17142 (ген L). Учитывая высо-
кую генетическую стабильность вируса в течение 
всего периода наблюдения можно предположить, 
что в человеческую популяцию одновременно по-
пали два близкородственных варианта эболавируса 
из различных источников. Эти данные подтверж-
даются анализом вирусных последовательностей 
определенных в августе–октябре 2014 г. [11]. Есть 
свидетельство о том, что существуют два вариан-
та эболавируса (вариант Гвинея и вариант Сьерра-
Леоне), которые передавались независимо друг от 
друга в пределах Гвинеи [11]. Установлены под-
твержденные случаи передачи вируса от человек к 
человеку и при этом, после первоначального введе-

Филогенетическое дерево, построенное на основе полноразмерных нуклеотидных последовательностей эболавируса. Анализ про-
веден методом «объединения ближайших соседей» с использованием 2 параметрической модели Кимуры.  Приведены оригинальные 
названия штаммов эболавирусов, депонированных в базе данных GenBank 
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ния карантинных мероприятий, не обнаружено ни-
каких доказательств импорта или экспорта эболави-
руса через национальные границы. При секвениро-
вании вирусных последовательностей наблюдали 
как host-host передачу эболавируса, так и периоди-
ческие появления intrahost генетических вариантов 
эболавируса [11]. 

Таким образом, все нуклеотидные замены, иден-
тифицированные нами, единичны, располагаются 
стохастически и являются либо синонимичными, 
либо приходятся на некодирующие участки генома 
эболавируса, не приводя к возникновению замен 
аминокислотных. Уровень вариабельности нуклео-
тидных последовательностей составил 0,005–0,01 %, 
что подтверждает чрезвычайно высокую генетиче-
скую стабильность эболавируса Заир, вызвавшего 
вспышку. Наши данные подтверждают факт подавле-
ния накопления в вариантах эболавируса несинони-
мичных мутаций с течением времени. Обнаружены 
изменения в сайтах гликозилирования и муцин-
подобном домене гликопротеина эболавируса, кото-
рые заслуживают дальнейшего изучения.

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинансовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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