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Многие повсеместно распространенные неполиомиелитные энтеровирусы (НПЭВ) человека являются этиологиче-
скими агентами различных заболеваний. Традиционно лабораторную идентификацию НПЭВ до уровня серотипа 
проводят с помощью нейтрализующих типоспецифических сывороток. Производимые в ограниченных количествах 
лошадиные энтеровирусные референс-сыворотки недоступны для практических вирусологических лабораторий. 
В статье приведены результаты усовершенствования методов изготовления кроличьих энтеровирусных диагности-
ческих сывороток для реакции нейтрализации в объемах, актуальных для отечественного здравоохранения.
К л юч е в ы е  с л о в а :  энтеровирусы; энтеровирусные диагностические сыворотки; технология сывороточного производ-

ства.
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The human non-polio enteroviruses (NPEV) are ubiquitous viruses found worldwide. NPEV are etiological agents of various 
diseases. Traditional method of identifi cation NPEV is the detection of serotype with the use of neutralizing serotype-specifi c 
sera. Limiting amount of produced horse enteroviruses reference serum is not available for practical diagnostic laboratories. 
In the paper there are presented the results of the improvement of methods for delivery of diagnostic enteroviral rabbit sera for 
the reaction of neutralization in amounts suffi cient to national health care. 
K e y  w o r d s :  enteroviruses; enteroviral type-specifi c diagnostic sera; technology for production of sera.

В последнее время на фоне успешной борьбы с 
полиомиелитом объектами повышенного внимания 
и изучения стали неполиомиелитные энтеровирусы 
человека (НПЭВ), представленные вирусами Кокса-
ки, ЕСНО и «нумеральными» энтеровирусами [1]. 
Более 60 серотипов НПЭВ являются этиологиче-
скими агентами разнообразных заболеваний [2—4]. 
Разные серотипы НПЭВ способны вызывать заболе-
вания со сходными клиническими проявлениями, а 
индивидуальный возбудитель может быть причиной 
заболеваний с различной симптоматикой. Многооб-
разие и повсеместная распространенность НПЭВ, 
высокая контагиозность энтеровирусных инфекций 
(ЭВИ) и отсутствие специфической профилактики 
служат источниками стабильно сохраняющегося 
высокого уровня зараженности населения. Предпо-
лагается, что в мире ежегодное количество случаев 
инфицирования может превышать биллион [5]. При 
этом от 60 до 90% пострадавших являются детьми, 
а возраст половины пациентов не превышает 12 мес.

В последние десятилетия серьезной проблемой 
для здравоохранения многих стран стали масштаб-

ные вспышки острого геморрагического конъюн-
ктивита (энтеровирус 70) [6] и ящуроподобного за-
болевания с неврологической симптоматикой (энте-
ровирус 71) [7, 8]. Расширение спектра проявлений 
ЭВИ и обнаружение все новых серотипов служат 
показателями продолжающейся эволюции НПЭВ 
[9—11]. Мощным катализатором дальнейшей акти-
вации ЭВИ и трансформации ее возбудителей может 
стать высвобождение экологической ниши, занима-
емой полиовирусами, и ликвидация интерференци-
онного пресса вакцинных штаммов в связи с пред-
полагаемым завершением профилактики полиомие-
лита пероральной вакциной.

   Принимая во внимание глобальную нестабиль-
ную ситуацию по ЭВИ, значительный социально-
экономический ущерб, наносимый вспышками эн-
теровирусных заболеваний, и затраты на проведение 
противоэпидемических мероприятий, Всемирная 
Организация Здравоохранения (ВОЗ) в 2005 г. 
включила систему эпидемиологического надзора 
за НПЭВ в международную программу ликвидации 
полиомиелита [12]. Вследствие этиологического не-
постоянства ЭВИ, полиморфизма ее манифестных 
форм и широко распространенного бессимптомного 
носительства основными источниками диагности-
ческой информации являются лабораторные мето-
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Материалы и методы

Использовали прототипные штаммы вирусов 
Коксаки А (ВКА) 2, 4, 7, 9, 10, Коксаки В (ВКВ) 
1—6, ЕСНО (ВЕ) 2—9, 11—13, 16, 20, 21, 25, 27, 
29, 30, 33 и энтеровирусы (ЭВ) 68—71 из коллекции 
ФГУП «Предприятие по производству бактерийных 
и вирусных препаратов Института полиомиелита и 
вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова, РАМН». 
Типовая принадлежность НПЭВ была подтвержде-
на в реакции нейтрализации с применением монова-
лентных (H.E.W. Atlanta, США; Univ. Kansas, США; 
Baylor Univ., США) и поливалентных (RIVM) энте-
ровирусных референс-сывороток.

Иммуногены представляли осветленные (цен-
трифугирование при 1500 g в течение 15 мин) и 
стерилизованные (каскад фильтров Millipore 1,2—
0,45 мкм) вируссодержащие суспензии (ВС). Для 
концентрации ВС использовали фильтрационный 
элемент Pellicon XL (Millipore) с номинальным пре-
делом отсечения 50 кД и площадью 50 см. Скорость 
поперечного потока 3 мл/мин. Хроматографиче-
скую очистку ВС проводили на матрице Sepharose 6 
Fast Flow с помощью хроматографической системы 
AKTA purifer (GE Healthcare); скорость элюции 3 мл/
мин; буфер для элюции: 100 мМ трис-HCl, рН 7,8, с 
добавлением 150 мл NaCl.

Системами накопления и индикации НПЭВ были 
аутентичные клетки RD (клетки рабдомиосаркомы 
человека), и НЕр-2-С (клетки эпителиальной карци-
номы человека), полученные из официальных кол-
лекций Национального института охраны здоровья 
и окружающей среды, Нидерланды (RIVM) и Наци-
онального института биологических стандартов и 
контроля, Англия (NIBSC) соответственно.

Объектами иммунизации служили здоровые кро-
лики породы советская шиншилла (ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России «Электрогорский») массой 2,5—
3,0 кг, разводимые, содержащиеся и эксплуатируе-
мые в открытых (конвенциональных) системах.

Биологическую активность вирусов определяли 
микрометодом титрования по цитоплазматическому 
действию (ЦПД) в клетках RD (ВКА, ВЕ, ЭВ) или 
в клетках НЕр-2-С (ВКВ). Специфическую актив-
ность сывороток определяли в стандартной реакции 
нейтрализации, проводимой микрометодом [19].

Для неспецифической активации иммунного 
ответа применяли адъювантые системы TiterMax 
(Vaxcel Inc., США), SAF-1 (Sintex Res., США), Ribi 
(Immunochem Res. Inc., США), полный адъювант 
Фрейнда (Calbiochem Corp., США), а также имму-
нокорректоры и иммуностимуляторы Иммунофан 
(«Бионокс», Москва) , Ронколейкин (ООО «БИОТЕХ» 
Санкт-Питербург), Сальмозан (ЗАО «Микро-плюс», 
Москва), Полиоксидоний (ООО «НПО Петровакс 
Фарм», Москва) Фоспренил (ЗАО «Микро-плюс», 
Москва) и вазелиново-ланолиновую эмульсию.

Очистку сывороток от токсичных примесей про-
водили с помощью тканей человеческих плацент, 

ды исследования. Золотым стандартом диагностики 
считается выделение возбудителей ЭВИ с их после-
дующим типированием. Регламентированным ВОЗ 
и общепринятым способом идентификации НПЭВ 
является реакция нейтрализации, заключающая-
ся в блокировании инфекционности исследуемого 
агента поликлональными сыворотками известной 
специ фичности.

Высокоактивные поликлональные сыворотки, 
идентифицирующие 42 типа энтеровирусов, были 
получены от обезьян и породистых лошадей [13—
16]. Большие запасы лошадиных типоспецифиче-
ских сывороток и их смесей, известных как препа-
раты LBM (Lim, Benyech—Melnick и Melnick) [17, 
18], истощились к 90-м годам ХХ века. Пришедшие 
им на смену 27 типоспецифических референс-сыво-
роток RIVM (Bilthoven, NL) изготавливали в огра-
ниченных количествах для специализированных 
лабораторий ВОЗ. Производство отечественных 
кроличьих поликлональных энтеровирусных сыво-
роток было приостановлено в начале 2000-х годов 
из-за неудовлетворительных эксплуатационных ха-
рактеристик.

Одновременно с существующей и уже ставшей 
традиционной серологической идентификацией эн-
теровирусов были открыты и начали стремительно 
развиваться молекулярно-генетические методы ти-
пирования. Было установлено, что для молекуляр-
ного типирования наиболее подходит участок ге-
нома, кодирующий основной белок капсида, VP1. 
Это давало возможность проводить типирование, 
сравнивая последовательности VP1 исследуемых 
и прототипных штаммов. Разработанная на этой 
основе высокоспецифичная полимеразная цепная 
реакция позволяла идентифицировать штаммы, не 
поддающиеся типированию традиционными мето-
дами, и выявлять потенциально новые типы энте-
ровирусов из числа «нетипируемых» штаммов [12]. 
Несмотря на высокую специфичность и быстроту 
молекулярно-генетических методик, основным спо-
собом типирования энтеровирусов, выполняемого 
практическими вирусологическими лабораториями, 
продолжает оставаться реакция нейтрализации, лег-
ко воспроизводимая с использованием стандартного 
оборудования, материалов и реагентов.

В связи с этим целью нашей работы было усовер-
шенствование существующих и разработка новых 
методов и технологических приемов для экономи-
чески приемлемого производства актуальных для 
здравоохранения поликлональных энтеровирусных 
диагностических сывороток (ЭДС) для реакции ней-
трализации.

Подробное описание разработанных методов и 
тест-систем имеется в соответствующей техниче-
ской документации. Настоящая статья посвящена 
решению принципиальных вопросов сывороточно-
го производства, позволивших осуществить не име-
ющее аналогов серийное промышленное изготовле-
ние кроличьих ЭДС 30 типов.
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адъю вантной системы TiterMax на иммунный от-
вет кроликов к ВКА7, ВЕ 2, ВЕ 8 и ЭВ 70 оказа-
лось сопоставимым с действием полного адъюванта 
Фрейнда и в 2 раза превосходило эффект вазелино-
во-ланолиновой эмульсии, стандартно используе-
мой при изготовлении ЭДС. В отличие от полного 
адъюванта Фрейнда препарат TiterMax не вызывал 
побочные местные и общие реакции и осложнения. 
Сходная интенсивность антителообразования от-
мечалась при иммунизации кроликов теми же ан-
тигенами в сочетании с адъювантными системами 
Ribi, SAF-1 и с вазелиново-ланолиновой эмульсией. 
Адъю вантные потенции препаратов иммунофан, по-
лиоксидоний, ронколейкин, фоспренил и сальмозан, 
применяемых в комплексе с НПЭВ разных типов, 
проявлялись значительно слабее и непостоянно.
Разработка метода очистки сывороток от ток-

сичных субстанций. Существенным недостатком 
кроличьих сывороток является их высокая токсич-
ность для ксеногенных клеток [19—22]. Неспеци-
фические изменения клеток RD и НЕр-2-С, вызы-
ваемые рабочими разведениями некоторых ЭДС, 
нередко приводят к ложноотрицательной интерпре-
тации результатов реакции нейтрализации. Для сни-
жения уровня сывороточной цитотоксичности были 
использованы ткани человеческой плаценты (ТП), 
являющейся природным барьером для эндогенных 
токсинов. В предварительных экспериментах были 
установлены режимы получения суспензий ТП с 
максимальной обменной поверхностью и адсорб-
ционной емкостью. Результаты очистки экспери-
ментальных ЭДС, цитотоксичных в рабочих разве-
дениях (содержащих не менее 20 нейтрализующих 
единиц), представлены в табл. 1.

полученных от доноров с неотягощенным анамне-
зом и без патологии беременности.

Результаты и обсуждение
Стандартизация системы измерений специфи-

ческой активности. Накопительными и индикатор-
ными системами ранее производимых поликлональ-
ных энтеровирусных сывороток были первичные 
клетки почек зеленой мартышки (КПЗМ). В клетках 
почек индивидуальных доноров титры вирусов и 
сывороток колебались при повторных измерениях в 
пределах 3,0—4,0 log. С целью максимального су-
жения диапазона отклонений этих параметров от 
средних значений нами были использованы пере-
виваемые клетки RD и НЕр-2-С, отличающиеся 
стабильной восприимчивостью к НПЭВ. Предвари-
тельно все используемые вирусы был адаптированы 
к указанным культурам клеток. Показатели специ-
фической активности полученных адаптированных 
вариантов вирусов достигали средних титров одно-
именных вирусов в КПЗМ, а колебания титров не 
превышали 0,5 log.
Оптимизация протокола иммунизации кроликов. 

Стабилизация результатов титрования в пределах 
максимальных возможностей метода микротитрова-
ния НПЭВ по ЦПД позволила осуществить после-
довательное совершенствование ключевых этапов 
изготовления ЭДС. Анализ различных вариантов 
иммунизации кроликов показал, что наиболее эф-
фективной была схема, включающая грундиммуни-
зацию (антиген внутривенно, антиген совместно с 
адъювантом внутримышечно) с различным числом 
последующих внутривенных инъекций антигена. 
Из-за выраженной индивидуальной вариабель-
ности иммунного ответа кроликов оптимальную 
кратность внутривенных инъекций определили по 
специфической активности смесей 15—20 индиви-
дуальных однотипных сывороток, входящих в состав 
серии ЭДС. На основании полученных результатов 
технологичной схемой иммунизации (обеспечиваю-
щей приемлемую нейтрализующую активность всех 
типов сывороток при стандартном числе инъекций) 
была признана комбинированная грундиммунизация 
с шестью последующими внутривенными инъекция-
ми антигена (см. рисунок). Продолжительность пол-
ного цикла иммунизации составляла 15 нед.

С целью интенсификации процесса антитело-
образования при одновременном снижении числа 
инъекций и укорочении продолжительности пол-
ного цикла иммунизаций были использованы кон-
центрированные антигены и различные адъювантно 
активные препараты, не применявшиеся ранее при 
изготовлении энтеровирусных сывороток. Включе-
ние в стандартную схему иммунизации 100-крат-
ных концентратов иммунологически малоактивных 
ЭВ 70 и ВКВ 4 не привело к подъему нейтрализую-
щей активности полученных сывороток.
Подбор неспецифических стимуляторов анти-

телообразования. Активирующее воздействие 

Динамика антителообразования на различных этапах имму-
низации.
По оси абсцисс — порядковые иммунизации; по оси орди-
нат — обратные величины нейтрализующей активности.
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поликлональных энтеровирусных сывороток были 
кролики. Этот вид зоологических объектов привлек 
возможностью организации масштабного изготов-
ления эффективных сывороток при одновременном 
использовании большого числа экономически до-
ступных продуцентов. В то же время сведения о воз-
можности использования кроликов для получения 
активных энтеровирусных сывороток диаметрально 
различались [23, 24]. Хотя данные о слабой нейтра-
лизующей активности кроличьих энтеровирусных 
сывороток подтвердились при промышленном из-
готовлении ЭДС, чрезвычайно высокие титры одно-
именных лабораторно-экспериментальных сыворо-
ток не исключали возможности достижения некоего 
компромиссного варианта иммунного ответа, кото-
рый в данных условиях мог считаться приемлемым.

С целью реализации этого предположения на-
ми были проведены многоплановые эксперименты 
по подбору строго адекватных (корректных) тест-
систем и высокоинформативных и высоковоспро-
изводимых методик, обеспечивших получение це-
левых продуктов с заданными свойствами качества. 
Применение перевиваемых клеток RD и НЕр-2-С 
обеспечило полноценность и объективность инфор-
мации об измеряемых параметрах и их допустимых 
лимитах, позволяющих строго контролировать про-
цессы изготовления ЭДС. Уточнение схемы имму-
низации и стандартизация дозировок иммуногенов 
способствовало стабилизации показателей нейтра-
лизующей активности ЭДС. В результате обработки 
энтеровирусных сывороток тканями плаценты были 
получены препараты практически свободные от ци-
тотоксичных иммунологически инертных субстан-
ций. Данный способ очистки не оказывал денатури-
рующего воздействия на сывороточные белки и не 
сопровождался количественными потерями.

Высокие эксплуатационные характеристики 
промышленно изготовленных ЭДС 30 типов под-
твердили эффективность разработанной системы 
малозатратного серийного изготовления этих пре-
паратов (регистрационное удостоверение № ФС 
01012006/4998-06). Энтеровирусные сыворотки для 
реакции нейтрализации расширили диагностиче-
ские возможности практических вирусологических 
лабораторий по выявлению этиологической струк-
туры субклинических, атипичных и полиморфных 
форм энтеровирусных заболеваний, по определению 
спектра циркулирующих энтеровирусов и домини-
рующих штаммов, позволяющие своевременно оце-
нивать и прогнозировать эпидемиологическую си-
туацию по НПЭВ на конкретных территориях.

Следует отметить, что существующие методы 
диагностики ЭВИ и идентификации ее возбудите-
лей при всех своих неоспоримых достоинствах не 
избавлены от определенных недостатков. Традици-
онные методики (культуры клеток, реакция нейтра-
лизации, иммуноферментный анализ, иммунофлюо-
ресцентный метод) продолжительны, предъявляют 
повышенные требования к условиям забора и транс-

Можно видеть, что последствиями однократной 
очистки сывороток было снижение токсичности в 
10—20 раз с сохранением начальных уровней спе-
цифической активности. Остаточная токсичность 
некоторых сывороток, регистрируемая в разведе-
ниях 1:5—1:10, не снижала эксплуатационные ха-
рактеристики препаратов. Полученные данные не 
совпадали с традиционным представлением о им-
мунозависимости цитотоксичности кроличьих сы-
вороток.

Обязательным условием эффективного эпиде-
миологического надзора за ЭВИ и ее источниками 
является сравнение и анализ результатов исследо-
ваний, проводимых стандартными методами и реа-
гентами. Препятствиями для получения высокоак-
тивных энтеровирусных сывороток, пригодных для 
повсеместного и долговременного применения, бы-
ли видовые и индивидуальные особенности гумо-
ральной компоненты системы иммунологических 
реакций продуцентов, а также неравноценная анти-
генно-иммуногенная компетентность НПЭВ. Впер-
вые стандартные энтеровирусные сыворотки были 
получены в середине ХХ века в ходе расширенных 
лабораторных экспериментов, организованных по 
инициативе ВОЗ [13—17]. Ресурсное обеспечение 
этих работ позволило использовать в качестве про-
дуцентов cывороток LBM породистых лошадей, от-
личающихся повышенной реактивностью к НПЭВ 
[18]. В дальнейшем объектами иммунизации стали 
генетически однородные лошади, обеспечившие 
стабильный уровень специфической активности 
эспериментальных поликлональных референс-сы-
вороток RIVM. Чрезмерный рост затрат на разве-
дение, содержание и эксплуатацию продуцентов 
инбредной категории резко снизил масштабы про-
изводства сывороток, сделав их недоступными для 
практических вирусологических лабораторий. Ис-
точниками ранее изготавливаемых отечественных 

Т а б л и ц а  1
Показатели токсичности и специфической активности ЭДС 
до и после однократной обработки тканями человеческой 
плаценты

ЭДС
Токсичность1 Специфическая 

активность1

до 
очистки

после 
очистки

до 
очистки

после 
очистки

КА 7 1:80 1:5 1:1200 1:1200

КА 9 1:90 1:5 1:1600 1:1600

КВ 3 1:70 < 1:5 1:1200 1:800

КВ 6 1:70 1:10 1:1200 1:1200

Е 7 1:90 1:5 1:2400 1:1600

Е 20 1:80 1:5 1:1600 1:1600

Е 25 1:90 1:10 1:2400 1:2400

Е 33 1:90 1:5 1:2400 1:1600

Э 69 1:80 < 1:5 1:1600 1:1200

Э 70 1:40 1:5 1:600 1:400

П р и м е ч а н и е .  1 — разведения ЭДС.
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портировки исследуемых материалов, выявляют не 
весь спектр инфекционных агентов, зависят от ка-
чества используемых диагностических наборов, 
недостаточно специфичны в случаях субъективной 
оценки результатов. Современные молекулярно-ге-
нетические методы (полимеразная цепная реакция, 
различные амплификационные технологии, секве-
нирование) требуют специального дорогостоящего 
оборудования и материалов, нуждаются в строгом 
разделении этапов исследования для предотвраще-
ния случайной контаминации и неэффективны в 
случаях полиморфной ЭВИ.

Так как ни одно из указанных самостоятельных 
диагностических направлений не может считаться 
идеальным, перспективным представляется инте-
грация традиционных и современных методов ла-
бораторных исследований. Уже в настоящее время 
идентификация НПЭВ по антигенному признаку с 
помощью поликлональных ЭДС в комплексе с мо-
лекулярно-генетическими методиками успешно 
формирует единое диагностическое пространство, 
способное эффективно осуществлять эпидемиоло-
гический надзор за НПЭВ и профилактику ЭВИ на 
территории РФ.
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