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Описаны результаты изучения стабильности основных показателей качества медицинского изделия для диагностики 
in vitro «Сыворотка листериозная агглютинирующая сухая для реакции агглютинации (сыворотка листериозная)», раз-
работанного на базе ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего 
Востока» Роспотребнадзора, для обоснования срока годности и рекомендуемых условий хранения при использовании 
в условиях реального времени. При этом одним из основных критериев изучения стабильности является исследование 
показателей качества во время хранения образцов не только в первичной упаковке (ампуле), но и после первого 
вскрытия (период использования восстановленного препарата) и в условиях, имитирующих транспортирование. На 
основании данных, полученных в долгосрочных испытаниях, рекомендован срок годности в течение пяти лет. 
Экспериментально доказано, что в течение этого периода времени качественные показатели препарата остаются на 
уровне, соответствующем требованиям технической и эксплуатационной документации. В процессе применения вос-
становленный препарат характеризуется стабильностью своих биологических и физико-химических свойств в течение 
32 ч при температуре хранения 5 ± 3°С. В условиях, имитирующих транспортирование в диапазоне температур от -20 
до +20°С листериозная сыворотка соответствовала своим функциональным характеристикам в течение 7 суток.
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The results of studying the stability of the main quality indicators of a medical device for in vitro diagnostics «Dry listeria 
agglutinating serum for agglutination reaction (listeria serum)», developed on the basis of the Irkutsk Scientific Research Anti-
Plague Institute of Rospotrebnadzor, are described to substantiate the shelf life and recommended storage conditions when 
used in real time. At the same time, one of the main criteria for studying stability is the study of quality indicators during the 
storage of samples not only in the primary package (ampoule), but also after the first opening (the period of use of the recovered 
drug) and in conditions simulating transportation. Based on the data obtained in long-term trials, a shelf life of five years is 
recommended. 
It has been experimentally proven that during this period of time, the quality indicators of the drug remain at the level 
corresponding to the requirements of technical and operational documentation. During application, the reconstituted preparation 
is characterized by the stability of its biological and physico-chemical properties for 32 hours at a storage temperature of 5 ± 
3°C. Under conditions simulating transportation in the temperature range from -20 to +20°C, listeria serum corresponded to its 
functional characteristics for seven days.
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Л истериоз – одна из самых тяжелых болезней пищевого 
происхождения. Его возбудителем является бактерия 

Listeria monocytogenes. Это относительно редко встречаю-
щееся заболевание  – ежегодно происходит от 0,1 до 10 
случаев заболевания на 1 млн человек в зависимости от 
стран и регионов. В Российской Федерации заболеваемость 
листериозом в период с 2005 по 2017 г. колебалась от 0,2 до 
0,05 на 100 тыс. населения. И хотя случаев заболевания 
немного, эта инфекция представляет значительную пробле-
му в области общественного здравоохранения в связи с 
высокой смертностью [1]. По сравнению с другими неспоро-
образующими патогенными бактериями, размножающимися 
в продуктах питания (сальмонеллы, энтерогеморрагическая 
кишечная палочка), L. monocytogenes устойчива к различ-
ным условиям окружающей среды, таким как высокая кис-
лотность и концентрация соли. Листериозный микроб раз-
множается в условиях низкого содержания кислорода и 
низких температур, обладая способностью выживать в 
течение длительного периода в окружающей среде, в пище-
вых продуктах, на перерабатывающих предприятиях и в 
домашних холодильниках. Несмотря на частое присутствие 
L. monocytogenes в сырых пищевых продуктах как расти-
тельного, так и животного происхождения, спорадические 
случаи или вспышки листериоза обычно связаны с готовы-
ми к употреблению замороженными пищевыми продуктами 
и, зачастую, повторным заражением в последующем про-
цессе приготовления пищи. В число пищевых продуктов 
высокого риска входят мясные полуфабрикаты и готовые к 
употреблению мясные продукты: прошедшие тепловую 
обработку, консервированные и/или ферментированные 
мясные продукты и сосиски; мягкие сыры; рыбная продук-
ция холодного копчения [2].

Вместе с тем актуальность проблемы определяется труд-
ностями в постановке диагноза в связи с полиморфизмом 
клинических проявлений заболевания (висцеральная, нерв-
ная, железистая, гастроэнтеритическая и смешанная формы, 
а также бессимптомное носительство листерий), зависящих 
от преобладания поражений отдельных органов и систем. 
Основные клинические проявления листериоза у людей  – 
менингит, менингоэнцефалит, сепсис, выкидыши и мертво-
рождение у беременных женщин, поэтому применение диа-
гностических препаратов для быстрой индикации 
L.  monocytogenes необходимо для своевременного начала 
терапии [3, 4].

В отечественной практике диагностические агглютиниру-
ющие листериозные сыворотки в сухом виде не производят-
ся. В то же время отмечается высокая потребность клиниче-
ских лабораторий практического здравоохранения в доступ-
ных коммерческих препаратах (медицинских изделиях для 
диагностики in vitro  – МИ ИВД) для экспресс-диагностики 
листериоза [5].

К основным требованиям, предъявляемым к современ-
ным диагностическим препаратам для экспресс-анализа, 
относятся возможность выявления низких концентраций 
патогена в максимально короткие сроки и высокая специ-
фичность, а в рамках валидации и стандартизации для 
обеспечения надлежащего качества, аналитической эф-
фективности и безопасности на всех этапах жизненного 
цикла – способность сохранять свои свойства в пределах, 

установленных нормативной документацией, в течение 
срока годности при соблюдении условий хранения и транс-
портировки [6, 7].

В соответствии с методическим документом одним из 
методов качественной идентификации возбудителя листе-
риоза является реакция агглютинации (РА). Это быстрый и 
весьма специфичный метод [8]. Для выполнения таких ис-
следований специалистами ФКУЗ «Иркутский научно-ис-
следовательский противочумный институт» Роспотреб-
надзора разработано экспериментальное МИ ИВД «Сыворот- 
ка листериозная агглютинирующая сухая для реакции аг-
глютинации (сыворотка листериозная)». Сыворотка листе-
риозная предназначена для исследования потенциально 
инфицированного материала, а именно качественной иден-
тификации листериозного микроба в культуре, выделенной 
из клинического материала. Область применения: клиниче-
ская лабораторная диагностика, диагностика инфекционных 
заболеваний, эпидемиологический надзор.

Срок годности и условия хранения устанавливаются в 
ходе изучения стабильности препаратов для диагностики in 
vitro в масштабе реального времени в соответствии с норма-
тивными документами [9, 10]. При этом одним из основных 
критериев изучения стабильности является ее исследование 
во время хранения образцов в первичной упаковке промыш-
ленного выпуска, после первого открытия первичной упа-
ковки (стабильность в открытой ампуле) и в условиях, ими-
тирующих транспортирование.

Цель исследования  – изучение стабильности основных 
показателей качества сыворотки листериозной для обосно-
вания срока годности и рекомендуемых условий хранения 
при использовании.

Материалы и методы 

Исследуемые образцы  – экспериментальные серии 
«Сыворотки листериозной». Для определения срока годно-
сти при хранении (стабильность в реальном времени) ис-
пользовали три серии препарата, для имитации транспорти-
рования – одну серию, для оценки стабильности в процессе 
использования – также одну серию. При определении долго-
временной стабильности основных показателей качества 
«Сыворотки листериозной» испытуемые образцы хранили в 
холодильнике при температуре 5 ± 3°С в течение 6 лет 
(72 мес.). Для изучения стабильности в условиях долгосроч-
ных испытаний (хранение в реальном времени) контрольные 
исследования проводили каждые 3 мес. в течение первого 
года (при выпуске, 3, 6, 9 и 12 мес.), каждые 6 мес. в течение 
второго года хранения (18 и 24 мес.) и ежегодно – на про-
тяжении последующего периода испытаний (3, 4, 5 и 6-й год 
наблюдения). Количество контрольных временных точек со-
ставило 11. Общее количество наблюдений: постановки 
ориентировочной реакции агглютинации (ОРА) и разверну-
той реакции агглютинации (РРА) составило 44.

В тесте стабильности в процессе использования после 
вскрытия ампул – при температуре 5 ± 3°С в течение 32 ч 
(временные точки выемок: при выпуске, 12, 24 и 32 ч), при 
имитации условий транспортирования  – при температуре 
20°С, -20°С в течение 8 суток (временные точки выемок: при 
выпуске, далее ежедневно до 8 суток).
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Для экспериментального хранения исследуемых образ-
цов в течение всего периода испытаний использовали лабо-
раторный инкубатор Friocell термостат (ВМТ, Германия), 
биомедицинский морозильник MDF-136 (Sanyo Electric Co., 
Ltd, Япония), холодильник «Бирюса 134 KL» (ОАО 
«Красноярский завод холодильников Бирюса»). Для контро-
ля использовали по три образца из каждой серии. За один 
образец принимали содержимое одной ампулы.

Критериями стабильности препарата служили его физико-
химические (внешний вид, растворимость, рН, прозрачность, 
цветность) и биологические показатели  – чувствительность 
(специфическая активность) и специфичность. Внешний вид, 
растворимость, прозрачность, цветность «Сыворотки листе-
риозной» определяли визуально при естественном освеще-
нии по ГОСТ Р 51352-2013 [11]. Показатели рН оценивали 
потенциометрическим методом. Контроль потери в массе при 
высушивании проводили весовым методом. Для контроля ис-
пользовали содержимое ампул в количестве 0,15–0,20 г [12].

Биологические показатели (чувствительность и специ-
фичность) препарата определяли в ОРА и РРА при исследо-
вании чистой культуры штаммов возбудителя листериоза 
L. monocytogenes 766; L. monocytogenes 3657; L. monocyto- 
genes 156; L. monocytogenes 1588 и штаммов гетерологич-
ных микроорганизмов: L. innocua 6а ; L. ivanovii 97 к-88; 
Escherichia coli АТСС 25922 (F-50); Yersinia enterocolitica 03 
628/1; Shigella flexnery 170; Salmonella  Typhimurium 21; 
Salmonella Enteritidis Gartneri; Staphylocoсcus aureus  АТСС 
6538, полученные из отдела «Коллекция патогенных бакте-
рий» ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противо-
чумный институт» Роспотребнадзора.

Учет результатов реакции агглютинации проводили по 
четырехкрестовой схеме в соответствии с ТУ 21.20.23-015-
01898090-2018. РА считается положительной на 3–4 креста. 
Реакция на 1–2 креста не учитывается.

Результаты и обсуждение

Результаты контроля испытуемых образцов «Сыворотки 
листериозной» показывают, что после 6 лет хранения при 
температуре от 2 до 8°С качественные показатели препара-
та оставались в пределах, установленных в нормативных 
документах интервалов, и сохраняли стабильность без из-
менения внешнего вида, растворимости, рН, прозрачности, 
цветности, чувствительности и специфичности. Следует от-
метить, что показатели чувствительности (табл. 1) и специ-
фичности составляли 100%. 

Далее были проведены исследования по определению 
стабильности сохранения свойств препарата после вскры-
тия ампулы и приготовления рабочего разведения. 
Содержимое ампул растворяли в 1,0 мл дистиллированной 
воды. После полного ресуспендирования готовили рабочее 
разведение препарата 1:50, используя фосфатно-солевой 
буфер. Испытуемые образцы препарата после вскрытия 
ампул в процессе использования хранили в холодильнике 
при температуре от 2 до 8°С в течение всего периода испы-
таний. Качество экспериментальной серии препарата оцени-
вали по внешнему виду и биологическим показателям через 
каждые 12 ч хранения в течение 32 ч.

Установлено, что все испытуемые образцы при темпера-
туре хранения от 2 до 8°С сохраняли стабильность без из-
менения внешнего вида, чувствительности (титр в ОРА  – 
1:100, в РРА – 1:400) и специфичности в течение 32 ч наблю-
дения.

По совокупности полученных результатов установлено, 
что рабочее разведение сыворотки листериозной допуска-
ется хранить при температуре +2–8°С не более одних суток.

Результаты изучения стабильности по имитации условий 
транспортирования МИ ИВД «Сыворотка листериозная» 
представлены в табл. 2.

Установлено, что внешний вид и чувствительность (спец-
ифическая активность) и специфичность испытуемой серии 
МИ ИВД «Сыворотка листериозная» соответствовали заяв-
ленным характеристикам и оставались без изменений при 
хранении при температурах +20°С, -20°С в течение 7 суток. 
Показано, что на восьмые сутки наблюдения происходит 
снижение титров антител при +20°С в 2 раза.

Заключение

МИ ИВД стабильно сохраняло все физико-химические по-
казатели независимо от температуры и временного интер-
вала во всех испытуемых сериях, препарат полностью рас-
творялся в течение 1 мин при встряхивании и представлял 
собой опалесцирующую жидкость розовато-желтого цвета, 
без осадка. Количественные показатели рН, потеря в массе 
при высушивании соответствовали пределам значений, от-
раженных в нормативной документации МИ ИВД «Сыворотка 
листериозная».

Результаты испытаний биологических показателей 
«Сыворотки листериозной» показали, что выявление штам-
мов возбудителя листериоза составило 100% независимо от 
условий и продолжительности хранения образцов, также 

Таблица 1. Показатели титров антител сыворотки листериозной при исследовании стабильности в реальном времени

Критерий стабильности № серии Вид
РА 

Периодичность контроля (годы)

при выпуске 1 2 3 4 5 6

Титры антител

Чувствительность 01 ОРА 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

РРА 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400

02 ОРА 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

РРА 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400

03 ОРА 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

РРА 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400
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была подтверждена высокая специфичность при отсутствии 
перекрестных реакций с штаммами гетерологичных микро-
организмов. 

Таким образом, на основании данных, полученных при 
испытаниях в реальном времени, после первого открытия 
ампулы и восстановления препарата, в условиях имитации 
транспортирования, можно рекомендовать срок годности 
медицинского изделия для диагностики in vitro «Сыворотка 
листериозная» в течение 5 лет. Экспериментально доказа-
но, что в течение этого периода качественные показатели 
препарата остаются на уровне, соответствующем требова-
ниям нормативных документов.
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Таблица 2. Оценка стабильности медицинского изделия «Сыворотка листериозная» по внешнему виду, аналитическим характе-
ристикам при транспортировании от +20 до -20°С

Наименование показателя Характеристика и нормы Температура, 
°С

Значения качественных показателей по временным 
контрольным точкам

при 
выпуске

2 дня 4 дня 7 дней 8 дней

Внешний вид 
лиофилизированной сыворотки

Аморфная масса белого цвета с розоватым или 
желтоватым оттенком

+20 + + + + +

-20 + + + + +

Растворимость В течение 10 мин в 1 мл стерильной 
дистиллированной воды

+20 1 мин 1 мин 1 мин 1 мин 1 мин

-20 1 мин 1 мин 1 мин 1 мин 1 мин

Прозрачность Растворенная сыворотка должна быть прозрачной 
или слегка опалесцирующей

+20 + + + + +

-20 + + + + +

Цветность Растворенная сыворотка должна быть от 
светловато-кремового до розовато-желтого цвета

+20 + + + + +

-20 + + + + +

рН От 7,5 до 8,5 +20 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66

-20 7,55 7,55 7,55 7,55 7,55

Чувствительность 
(специфическая активность)

Сыворотка должна агглютинировать штаммы 
L. monocytogenes в РРА не менее 

1: 400, в ОРА в разведении не менее 1:100

+20 1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:200/
1:100

-20 1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:400/
1:100

1:400/
1:100

Специфичность Сыворотка не должна агглютинировать штаммы 
гетерологичных микроорганизмов в разведении 

более 1/10 титра

+20 + + + + +

-20 + + + + +

«+» – критерий соответствует нормативной документации.
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Сточные воды являются более мощной средой для развития устойчивости 
к антибиотикам

Появление и распространение мобильных генов устойчивости к антибио-
тикам (ARG) у патогенов стало серьезной угрозой для глобального здраво-
охранения. До сих пор мало что известно о том, где ARG получают мобиль-
ность в первую очередь. Здесь мы стремились собрать доказательства, 
указывающие на то, где могли произойти такие начальные события мобили-
зации клинически значимых ARG. Мы обнаружили, что большинство ранее 
идентифицированных исходных видов не несли мобилизующих элементов, 
которые, вероятно, обеспечивали внутриклеточную мобильность ARG, что 
предполагает необходимое взаимодействие между различными бактерия-
ми. Анализ широкого круга метагеномов показал, что сточные воды и среда, 
подвергшаяся воздействию сточных вод, имеют, безусловно, самое высокое количество как исходных видов, так и соответ-
ствующих мобилизующих элементов. Большинство исходных видов лишь изредка обнаруживались в других средах. 
Совместное появление исходных видов и соответствующих мобилизующих элементов в микробиоте человека было редко-
стью. Наши результаты идентифицируют сточные воды и окружающую среду, затронутую сточными водами, как вероятные 
арены для первоначальной мобилизации генов устойчивости.
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Evidence for wastewaters as environments where mobile antibiotic resistance genes emerge. 
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