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Г
емофильная палочка (Haemophilus influenzae) пред-

ставляет собой неподвижные грамотрицательные плео-

морфные коккобациллы, покрытые оболочкой. Данная бак-

терия может выделяться как в капсульных, так и в бескап-

сульных формах. Бактерия способна продуцировать эндо-

токсин, который представляет собой липополисахарид кле-

точной стенки. Исходя из химического строения и антиген-

ных свойств полисахаридной капсулы, выделяют 6 сероти-

пов H. influenzae: A, B, C, D, E, F.

От 90 до 95% населения являются носителями данной 

бактерии [1], а у 5% из них высевается вирулентный штамм 

серогруппы B. Этот штамм способен вызывать различные 

формы инфекций (ХиБ-инфекции), которыми поражаются 

преимущественно дети до 4 лет. Инфекции бывают как ло-

кализованные (например, отит, остеомиелит, артрит и т.п.), 

так и генерализованные (например, септицемия, менингит, 

эпиглотит и т.д.). Также встречаются и относительно редкие 

формы гемофильной инфекции: перитонит, гепатит, уре-

трит. Несмотря на наличие высокоэффективных антибакте-

риальных препаратов, уровень смертности при инфекции 

гемофильной палочки может достигать 11% [2, 3]. 

Наблюдения показывают, что с 1996 г. количество случа-

ев ХиБ-инфекции увеличилось в три раза [4], однако из-за 

сравнительной редкости данного заболевания насторожен-

ность врачей по данному поводу низкая, что является одной 

из причин сложной диагностики [1]. Развитие болезни при 

ХиБ-инфекции протекает тяжело: у каждого третьего паци-

ента с эпиглоттитом развивалась пневмония и трахеоброн-

хит, а каждый четвертый больной, в связи с угрозой асфик-

сии, нуждался в продлении назотрахеальной интубации [4].

Особенно тяжелые формы ХиБ-инфекция приобретает в 

условиях гнойного бактериального менингита, который 

может встречаться в разных возрастных группах. 

Летальность этого заболевания чрезвычайно высока: даже 

при наличии своевременно начатого лечения показатель 

смертности может доходить до 26%.

Диагностика ХиБ-инфекции осуществляется микробио-

логическим лабораторным исследованием с применением 
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метода посева со слизистой на «шоколадный» агар и после-

дующим серологическим анализом [4]. Для данной процеду-

ры традиционно используют метод посева микроорганизмов 

из цереброспинальной жидкости пациентов. Данный подход 

является «золотым стандартом» диагностики данной инфек-

ции, однако он имеет ряд серьезных ограничений. Во-

первых, данный метод чрезвычайно чувствителен к наличию 

антибактериальной терапии на догоспитальном этапе: на-

личие такой терапии значительно снижает шансы получить 

пригодные для анализа бактериальные колонии. Во-вторых, 

для правильной работы метода необходимо точно соблю-

дать правила забора и транспортировки материала и усло-

вия культивирования проб (не менее 48 ч) [1].

Следует учитывать, что H. influenzae требовательна к ус-

ловиям культивирования. Невозможно получить стабильный 

рост культуры, если в ней отсутствуют такие факторы роста, 

как гемин (фактор X) и никотинамидадениндинуклеотид 

(НАД, или фактор V) [5].

Из-за низкой настороженности врачей относительно ин-

фекции гемофильной палочки и трудоемкой процедуры ла-

бораторной диагностики подобных заболеваний актуальной 

становится разработка «некультуральных» методов иденти-

фикации гнойного бактериального менингита, таких как ди-

агностика на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР), 

И-ПЦР-диагностика и метод латекс-агглютинации [6]. 

Различные варианты метода диагностики бактериальной 

инфекции на основе ПЦР являются чрезвычайно точными и 

информативными, однако данный подход невозможно осу-

ществить в полевых условиях непосредственно у постели 

больного, так как для этого требуется целый комплекс обо-

рудования и высококвалифицированный персонал. На этом 

фоне разработка и применение диагностических наборов 

на основе латексных частиц представляется наиболее 

оправданной стратегией, поскольку для проведения диа-

гностических мероприятий с применением этого метода 

медработник не должен обладать каким-либо специализи-

рованным оборудованием, а взятие образцов у пациента 

методом пункции входит в сферу его профессиональных 

знаний. 

Диагностические наборы на основе латексных частиц 

представляют собой суспензии сферических полистироль-

ных латексных частиц различного диаметра (0,81…1 мкм), 

покрытых специфическими антителами к гемофильной па-

лочке. Размер латексных сфер важен для производства диа-

гностических наборов, так как при использовании суспензий 

с частицами минимального размера усложняется процедура 

визуального учета реакции, а применение сфер максималь-

ного размера существенно увеличивает частоту неспецифи-

ческих реакций. 

Суть метода латексной агглютинации заключается в том, 

что частицы латекса, покрытые антителами, агглютинируют 

в присутствии бактериальных антигенов, содержащихся в 

цереброспинальной жидкости пациента. Агглютинат хорошо 

виден невооруженным глазом. При отрицательных результа-

тах реакции суспензия латекса остается гомогенно-мутной, 

без глыбок агглютината и участков просветления. 

Проведение данного анализа занимает приблизительно 10 

мин, а сам механизм реакции не требует наличия живых 

бактерий или их ДНК в образцах [7]. 

Важным этапом в производстве диагностических наборов 

на основе полистирольных латексов является получение 

специфических антител. Для сенсибилизации частиц латекса 

пригодны гипериммунные сыворотки, полученные при имму-

низации лабораторных животных. Повышению специфично-

сти реакции латексной агглютинации и уменьшению числа 

ложноположительных и перекрестных реакций способствует 

применение очищенных иммуноглобулиновых фракций.

Гипериммунные, или специфические, сыворотки представ-

ляют собой сыворотки крови животных, систематически им-

мунизированных бактериальными антигенами. Гипериммун-

ные сыворотки содержат антитела, которые обладают специ-

фическим сродством к бактериальным токсинам, бактериям 

или вирусам, против которых были иммунизированы животные.

Целью данной работы было получение гипериммунных 

кроличьих сывороток к H. influenzae серогруппы В с выра-

женной реакцией агглютинации к соответствующим сероти-

пам возбудителя.

Материалы и методы 

Работы по получению антигенов, бактериальных сорбен-

тов для удаления гетерологичных антител проводились с 

соблюдением требований асептики в боксах ламинарных 

шкафов [8]. Музейные культуры производственных штаммов 

H. influenzae хранились при -70…-80°С в криопробирках. 

В компании ЗАО «ЭКОлаб» для получения кроличьих ги-

периммунных сывороток к гемофильной палочке серотипов 

A, B, C, D, E, F использовали бактериальные штаммы, полу-

ченные из Уникальной научной установки «Коллекция 

Научно-исследовательского института вакцин и сывороток 

им. И.И.Мечникова». Культивирование штаммов производи-

лось на «шоколадном» агаре собственного производства с 

применением бараньей крови. Бактериальную массу для 

производства вакцины наращивали на чашках Петри. Смыв 

бактериальной культуры производили физиологическим 

раствором. Сыворотку обеззараживали формалином. 

Очистку бактериальной культуры от формалина проводили 

методом повторного центрифугирования и отмывки бакте-

риальной массы стерильным физиологическим раствором. 

Полученную бактериальную массу разбавляли, ориентиру-

ясь по стандарту мутности, и хранили в замороженном со-

стоянии. Контроль серологического профиля полученной 

вакцины осуществляли с помощью коммерческих диагно-

стических наборов H. influenzae компании SSI Diagnostica 

(www.ssidiagnostica.com/), Дания.

Для восстановления бактерий из замороженного состояния 

использовали теплую (37°С) питательную среду – бульон 

Хоттингера. Процедура восстановления была следующая: 

криопробирку снаружи обрабатывали дезинфицирующим 

средством (спирт 70%) и помещали в асептические условия 

ламинарного бокса. Через 5 мин пробирку вскрывали с со-

блюдением правил асептики. Прокаленным над пламенем 

спиртовки и охлажденным пинцетом извлекали 2–3 «бусины» 

и переносили их в 2 мл теплого бульона Хоттингера. В жидком 

бульоне бактерии культивировали в течение 12 ч. После этого 

жидкую бактериальную культуру наносили на шоколадный 

агар (по 200 мкл) и равномерно распределяли по поверхности 

среды с помощью шпателя Дригальского. На шоколадном 
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агаре культивирование бактерий продолжалось в течение 24 

ч, после чего полученные бактериальные колонии смывали 

физиологическим раствором и формалинизировали. 

Длительность процесса обеззараживания бактериального 

смыва формалином составляла 24 ч. Очистку от раствора 

формалина осуществляли центрифугированием. Центрифу-

гирование проводили в стерильных емкостях при 2000 об./мин 

в течение часа. Всю надосадочную жидкость удаляли, а остав-

шийся плотный осадок кремового цвета разбавляли физио-

логическим раствором до мутности, соответствующей 100 

млрд микробных тел в 1 мл. Для получения требуемой мут-

ности использовали соответствующие стандарты мутности. 

Животные (кролики) содержались в виварии компании 

ЗАО «ЭКОлаб» согласно действующим в РФ нормам содер-

жания лабораторных животных [9].

Животных вакцинировали 1 мл вакцины в холку по схеме 

«7 через 7», где между инъекциями допускается временной 

промежуток в 6–7 дней, а количество инъекций равно семи. 

После вакцинирования животные находились под наблю-

дением. В случае выявления каких-либо отклонений (сниже-

ние подвижности, кожные поражения, различные выделения 

и т.д.) животных выбраковывали. Животные содержались 

индивидуально. Каждая клетка была снабжена биркой, на 

которой указывалась информация о партии кроликов, анти-

гене, календаре иммунизаций. Тотальный забор крови у 

животных проводился по утвержденной процедуре [10].

Собранную кровь животных фракционировали. 

Прозрачную часть сыворотки сливали в стерильные флако-

ны, а мутную – центрифугировали. Фракцию над осадком 

объединяли с прозрачной частью сыворотки. Консервацию 

сыворотки проводили хлороформом. 

Одноименные сыворотки, полученные от различных жи-

вотных, объединяли в серию. Объединенной серии, прошед-

шей контроль, присваивали номер серии.

Серийная сыворотка проходила процедуру фильтрующей 

стерилизации. Перед фильтрацией сыворотки повторно цен-

трифугировали для осаждения механических частиц и взве-

си осадка денатурированного белка. Фильтрацию осущест-

вляли в ламинарном шкафу в асептических условиях. При 

завершении процедуры фильтрации осуществляется кон-

троль pH сыворотки, который должен быть в диапазоне от 

7,0 до 7,5. В случае отклонения от заданного диапазона сы-

воротка бракуется. Если в результате проверки выявляли 

бактериальную зараженность полученного раствора, то до-

пускали его повторную фильтрацию.

Результаты и обсуждение

В настоящее время были получены гипериммунные 

кроличьи сыворотки к H. influenzae серогруппы В, демонстри-

рующие выраженную реакцию агглютинации к соответствую-

щим серотипам. Выраженная реакция агглютинации 

сохранялась при разведении нативной сыворотки 1:512. 

В нашей работе мы отмечали сложность при создании 

гипериммунных кроличьих сывороток к H. influenzae, 

выражавшуюся в слабой реакции агглютинации и 

зависимости интенсивности формирования хлопьев от 

серогруппы бактерий. Так, например, в нашей работе было 

показано, что наиболее выраженная реакция агглютинации 

происходит с бактерией серогруппы В, а с серогруппами А и 

Е, несмотря на то, что вакцинация проводилась в одинаковых 

контролируемых условиях, реакция агглютинации была 

слабо выражена и не могла в полной мере применяться для 

диагностики. Создание латексных диагностических систем 

может быть решением данной проблемы. 

В настоящее время из полученных гипериммунных сыво-

роток были экстрагированы и очищены иммуноглобулино-

вые фракции. Проводятся работы по получению диагности-

ческих наборов на основе полистирольных латексов.
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Н о в о с т и  н а у к и

Бактерии становятся устойчивыми к антибиотикам намного быстрее, чем мы думаем
 

Устойчивость к противомикробным препаратам представ-

ляет большую опасность для человечества, отчасти из-за 

широко распространенного горизонтального переноса генов 

плазмид посредством конъюгации. Для раскрытия основ 

переноса резистентности и для разработки прогнозных мер 

по ограничению распространения резистентности необходи-

мо моделирование переноса плазмиды. Однако главным 

ограничением в современном понимании плазмид является 

неполная характеристика механизмов переноса конъюга-

тивной ДНК, которая скрывает реальный потенциал пере-

носа плазмид в природе. Предполагается, что субстраты 

плазмидного происхождения кодируют определенные струк-

турные свойства ДНК, которые могут облегчить обнаруже-

ние этих областей в больших наборах данных, и разработать 

процедуру выравнивания на основе структуры ДНК для типирования субстратов переноса, которая превосходит подходы, 

основанные на последовательностях. Выявлены тысячи предполагаемых субстратов для переноса ДНК, что показывает, что 

подвижность плазмид может быть в два раза выше и охватывать почти в два раза больше видов хозяев, чем это известно 

в настоящее время. Более половины всех предполагаемых мобильных плазмид содержат средства для мобилизации с по-

мощью систем конъюгации, принадлежащих к разным мобильным группам, которые могут гипотетически связывать ранее 

ограниченные диапазоны хозяев в экологических средах обитания в надежную сеть переноса плазмид. Обнаружено, что эта 

гипотетическая сеть способствует передаче устойчивости к противомикробным препаратам от генетических резервуаров 

окружающей среды к патогенам человека, что может быть важным фактором наблюдаемого быстрого развития устойчиво-

сти у людей и, таким образом, важным направлением будущих профилактических мер.

Zrimec J. Multiple plasmid origin-of-transfer regions might aid the spread of antimicrobial resistance to human pathogens. 

Microbiologyopen. 2020 Dec;9(12):e1129. DOI: 10.1002/mbo3.1129




