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New data on stimulating effect of serotonin biogenic amine on the 
growth of plague microbe were obtained. A new method for Yersinia pestis 
isolation from material under consideration, contaminated with concomitant 
microflora, including environmental objects, by means of bacteriologic meth
od was worked out using serotonin. This method allows reducing the peri
ods of biological accumulation of plague etiological agent down to 24 hours, 
and increasing the number of colony-forming units (CFU) of plague microbe. 
Serotonin inhibitory effect to the synthesis of polypeptide with molecular 
mass of 22 kD was recognized in conditions of cultivating on Hottinger’s agar 
(pH 7.2) at 28 °C during 24 hours.
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phoretic profile of proteins.
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ВОЗМОЖНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ ПРОТИВОСИБИРЕЯЗВЕННОГО 
ИММУНОГЛОБУЛИНА ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ВНУТРИВЕННОГО ВВЕДЕНИЯ

Ф Г У  «Кировский НИИ гематологии и переливания крови Росмедтехнологий»;
2ФГУ 48 ЦНИИ Минобороны РФ; 3ЗАО «Иммуно-Гем», Киров

Впервые из плазмы крови доноров, иммунизированных комбинированной сибиреязвенной вакциной, полу
чен специфический иммуноглобулин, удовлетворяющий нормам качества, предъявляемым к внутривенным им
муноглобулинам, и содержащий антитела к протективному антигену Bacillus anthracis в титре 1:1600 -  1:3200. 
Лечебная и профилактическая эффективность экспериментально-производственных серий препарата показана в 
экспериментах на животных.

Ключевые слова: сибирская язва, профилактика, иммуноглобулин человека.

Сибирская язва -  особо опасное зоонозное ан- 
тропоургическое инфекционное заболевание, вызы
ваемое спорообразующей бактерией Bacillus anthra
cis. Она может возникнуть у человека после контак
та с зараженным животным, его трупом или с кон- 
таминированной спорами сибирской язвы почвой. 
Возможно заражение человека воздушно-пылевым 
путем [9]. По мнению ряда ученых, возбудитель си
бирской язвы является одним из наиболее вероятных 
агентов биологического оружия из-за способности

спор этого возбудителя проникать через дыхательные 
пути, высокой смертности при легочной форме си
бирской язвы и стабильности спор во внешней среде 
[3, 7]. Угроза применения сибиреязвенного микроба 
в споровой форме в качестве средства биотерроризма 
нашла практическое воплощение в 2001 г. на терри
тории США [15].

Эффективность комплексной терапии больных 
сибирской язвой, особенно легочной формой болезни, 
несмотря на применение современных лекарствен
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ных препаратов и высокотехнологичного медицин
ского оборудования, недостаточна [3, 13]. Введение 
высоких доз антибактериальных препаратов, основ
ного средства лечения сибирской язвы, связано с воз
никновением неблагоприятных побочных эффектов; 
разрушение клеток возбудителя может привести к 
развитию токсического шока и гибели больного [14]. 
Применяемый в нашей стране антитоксический пре
парат -  противосибиреязвенный лошадиный имму
ноглобулин -  предназначен для внутримышечного 
введения. Такой способ введения иммуноглобулина 
(ИГ) не позволяет добиться быстрого нарастания 
концентрации антител в крови реципиента до эффек
тивного уровня [10], в связи с чем разрабатывается 
инфузионная форма гетерологичного ИГ, расщеплен
ного до Fab-фрагментов [4]. Вместе с тем гетероген
ные препараты способны вызывать у людей тяжелые 
реакции анафилактоидного типа [10].

Мировой опыт разработки и применения целе
вых (или специфических) внутривенных иммуно
глобулинов человека (ВВИГ) свидетельствует об их 
высокой эффективности и безопасности при лечении 
тяжелых инфекционных болезней различной этиоло
гии [10, 11, 12], поэтому создание аллогенного анти
токсического противосибиреязвенного ИГ, пригод
ного для внутривенного введения, весьма актуально.

технологические варианты получения отече
ственных ВВИГ предусматривают либо фермента
тивную обработку раствора иммуноглобулина [8], 
либо его инкубацию при кислом значении рН [1], что 
снижает так называемую «антикомплементарную 
активность», обеспечивая внутривенную переноси
мость ИГ, позволяет сохранить высокое содержание 
мономерного IgG, распределение подклассов, близ
кое к таковому в плазме крови человека, и обеспе
чить сохранность специфической активности анти
тел к ряду антигенов бактериальной и вирусной при
роды [6].

Целью настоящего исследования было изучение 
возможности получения противосибиреязвенного 
иммуноглобулина человека для внутривенного вве
дения, определение его иммунохимических параме
тров и защитных свойств.

Материалы и методы

Кадровых доноров ФГУ «Кировский НИИ ге
матологии и переливания крови Росмедтехнологий», 
давших письменное информированное согласие на 
участие в исследовании и прошедших медицинский 
осмотр (61 человек), иммунизировали однократно 
подкожно в объеме 0,5 мл вакциной сибиреязвен
ной комбинированной сухой и жидкой для подкож
ного применения серии 1/02 или 5/02 производства 
48 ЦНИИ Минобороны РФ. Содержание антител к 
протективному антигену (ПА) B. anthracis в крови 
доноров определяли каждые две недели в течение 
20 недель методом непрямого гетерогенного им
муноферментного анализа (ИФА) с применением

тест-системы иммуноферментной для определения 
титров антител к протективному антигену сибиреяз
венного микроба в сыворотке крови человека, разра
ботанной сотрудниками 48 ЦНИИ Минобороны РФ. 
За титр образца принимали наибольшее разведение, 
оптическая плотность которого в 2,1 раза превышала 
таковую отрицательного контрольного образца.

Иммунную плазму заготавливали методом плаз
мафереза и хранили при температуре не выше минус 
20 °С. После карантинизации и формирования пулов 
плазму фракционировали этиловым спиртом до ста
дии получения раствора иммуноглобулина. ВВИГ 
получали с использованием пепсина [8] или инкуба
цией при кислом значении р н  [1] и контролировали в 
соответствии с нормативными документами [5].

профилактическая эффективность эксперимен
тально-производственных серий препарата изуче
на на 18 беспородных морских свинках обоего пола 
массой от 250 до 300 г. Животным опытной группы 
вводили подкожно по 4 мл исследуемого ВВИГ, мор
ским свинкам группы сравнения -  по 2 мл проти
восибиреязвенного лошадиного ИГ, животных кон
трольной группы оставляли интактными. Через 24 ч 
животных всех трех групп заражали 50 LD50 культуры 
тест-штамма 71/12 В. anthracis в объеме 1 мл. Срок 
наблюдения составил 10 сут от момента заражения.

Лечебную эффективность экспериментально
производственных серий препарата оценивали на 38 
беспородных кроликах обоего пола массой от 2,0 до 
2,5 кг. Животных заражали подкожно 1 мл (10 LD50) 
культуры тест-штамма Ч-7 В. anthracis. При иссле
довании эффективности ВВИГ в качестве средства 
монотерапии животным через 24 ч вводили по 2,4 мл 
раствора ВВИГ внутривенно (опытная группа) или 
по 1,2 мл противосибиреязвенного лошадиного ИГ 
внутримышечно (группа сравнения). При исследо
вании эффективности ВВИГ в комплексной терапии 
заражающая доза составила 50 LD50. Через 24 ч жи
вотным вводили по 2,4 мл ВВИГ внутривенно и по 
560 мг ампициллина внутримышечно (опытная груп
па), или по 1,2 мл противосибиреязвенного лошади
ного ИГ и по 560 мг ампициллина внутримышечно 
(первая группа сравнения), или только 560 мг ампи
циллина (вторая группа сравнения). лечение продол
жали в течение 5 сут, учет результатов проводили на 
15-е сутки от момента заражения.

Результаты и их обсуждение

Мониторинг нарастания титров антител к ПА 
В. anthracis в сыворотке крови иммунизированных 
доноров показал, что гуморальный иммунный от
вет на введение сибиреязвенной вакцины имеет 
амплитудно-затухающий характер с периодом ко
лебаний, равным четырем неделям. Данная матема
тическая аналогия легла в основу разработанного 
графика-алгоритма обследования доноров с учетом 
реакции на вакцинацию. Алгоритм минимизирует 
количество исследований и позволяет дифференци
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ровать доноров в зависимости от их специфической 
иммунореактивности.

Учитывая отсутствие сведений о возможности 
концентрирования аллогенных антител к ПА B. anth- 
racis в процессе фракционирования белков плазмы 
крови, первые порции иммунной плазмы были под
вергнуты фракционированию в лабораторных усло
виях. Установлено, что целевые антитела являются 
достаточно стабильными, могут быть сконцентри
рованы в 4 раза, а минимальный расчетный титр ис
ходной плазмы должен составлять не менее 1:400.

Оценка содержания целевых антител в сыво
ротке крови иммунизированных доноров позволила 
выявить целевые антитела в титре не менее 1:400 
у 70 % обследованных, менее 1:400 -  у 17 %; 13 % 
иммунизированных лиц не ответили активной анти
телопродукцией. Первое существенное снижение со
держания целевых антител зарегистрировано через 
девять недель после иммунизации, продолжитель
ность выявления антител к ПА в титре более 1:400 
составила от 7 до 11 недель.

Из 172 л иммунной плазмы были сформированы 
три пула, из которых получены экспериментально
производственные серии ВВИГ: № 1 и 2 методом 
пепсинолиза, серия № 3 -  с использованием инку
бации в кислой среде. Физико-химические и имму
нобиологические свойства полученных серий ВВИГ 
оценивали в соответствии с требованиями, предъяв
ляемыми к внутривенным иммуноглобулинам. Все 
серии представляли собой прозрачные бесцветные 
стерильные апирогенные нетоксичные растворы, 
свободные от маркеров основных гемотрансмиссив
ных инфекций.

В таблице представлены «критические» свойства 
полученных серий ВВИГ, связанные с внутривенной 
толерантностью и специфической активностью пре
парата иммуноглобулина. Антитела к ПА B. anthra- 
cis выявлены в титре не менее 1:1600 в сериях № 1 
и 2 и 1:3200 в серии № 3, что свидетельствует об от
сутствии негативного влияния основных производ
ственных стадий получения внутривенного иммуно

глобулина на специфическую активность препарата. 
Значительное содержание фрагментов IgG в сериях 
№ 1 и 2 обусловлено особенностями снижения анти
комплементарной активности методом пепсинолиза, 
при котором происходит частичное расщепление бел
ковой молекулы [6]. Достоинством альтернативного 
метода получения ВВИГ является более высокое от
носительное содержание мономеров IgG в конечном 
препарате.

Профилактическая и лечебная эффективность 
полученных экспериментально-производственных 
серий ВВИГ изучена в экспериментах на животных. 
препаратом сравнения служил противосибиреязвен
ный лошадиный ИГ, концентрация общего белка в 
котором составляла 10 %. Учитывая, что исследуе
мые ВВИГ содержали около 5 % белка, их вводили 
в объеме, в 2 раза превышающем таковой препарата 
сравнения.

Согласно результатам оценки профилактиче
ских свойств препаратов, введение ВВИГ обеспечи
ло защиту 50 % морских свинок к концу срока на
блюдения при гибели всех животных контрольной 
группы к 4-м суткам после заражения. Полученные 
данные сопоставимы с результатами профилактиче
ского действия лошадиного ИГ : в группе сравнения 
выжило 67 % животных. Несколько более высокая 
выживаемость в группе сравнения может быть свя
зана с более высоким содержанием специфических 
антител в гетерогенном ИГ, полученном из крови ги- 
периммунизированных лошадей.

сходные результаты были получены в ходе экс
периментальной оценки эффективности применения 
ВВИГ в качестве средства монотерапии. В опытной 
группе выживаемость составила 33 %, в группе срав
нения -  50 %. Все животные контрольной группы по
гибли.

Комбинация специфических иммуноглобули
новых препаратов с антибиотиком, несмотря на бо
лее высокую заражающую дозу, обеспечила защиту 
от гибели 60 % кроликов, тогда как при использо
вании только ампициллина выжило 20 % живот-

Иммунохимическая характеристика противосибиреязвенного внутривенного иммуноглобулина человека

Метод получения иммуноглобулина
Параметр Серия № 1 Серия № 2 Серия № 3

(пепсинолиз) (пепсинолиз) (инкубация в кислой среде)

Титр антител к протективному антигену B. anthracis 1:1600 1:1600 1:3200

Концентрация белка, % 5,3 5,4 4,5

Антикомплементарная активность 0 CH50 на 1 мг белка 0 CH50 на 1 мг белка 0 CH50 на 1 мг белка

Электрофоретическая чистота, % 100 100 100

Фракционный состав по результатам 
иммуноэлектрофореза

Относительное содержание

Интенсивная расщепленная дуга преципитации IgG Интенсивная дуга 
преципитации IgG и одна 

дополнительная дуга

полимеров IgG, %; 0 0 0

димеров IgG, %; 5,8 3,3 4,9

мономеров IgG, %; 79,7 84,9 94,7

фрагментов IgG, % 14,5 11,8 0,4
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ных. Все животные контрольной группы погибли. 
Эффективность противосибиреязвенного ВВИГ в 
данном эксперименте равна эффективности лоша
диного ИГ. Возможно, отсутствие различий в приме
нении В В иг и лошадиного иг, обусловлено хорошо 
известным и используемым для терапии тяжелых ин
фекционных болезней синергизмом действия ВВИГ 
и антибактериальных препаратов [2].

Результаты оценки профилактических и лечеб
ных свойств противосибиреязвенного ВВИГ, содер
жащего антитела к ПА в титре не менее 1:1600, сви
детельствуют о достаточно высокой антитоксической 
активности препарата. Его эффективность сопоста
вима, а в комбинации с антибиотиком равна эффек
тивности лошадиного ИГ, вводимого по эквивалент
ным схемам. Необходимо отметить, что применение 
ВВИГ людям допускается в максимальной разовой 
дозе -  2 г на 1 кг массы тела (более 2500 мл 5 % бел
кового раствора), в то время как допустимый объем 
введения лошадиного ИГ, лимитированый способом 
введения (внутримышечная инъекция) и, главным 
образом, гетерогенной природой препарата, может 
составлять не более 100 мл 10 % белкового раство
ра. Дальнейшая работа по получению противосиби
реязвенного ВВИГ, исследованию его протективных 
свойств и лечебной эффективности представляется 
перспективной.

Таким образом, получены экспериментальные 
образцы противосибиреязвенного внутривенного 
иммуноглобулина человека с содержанием анти
тел к протективному антигену В. anthracis в титре 
1:1600 -  1:3200, основные параметры которого со
ответствуют требованиям, предъявляемым к ВВИГ. 
Лечебная и профилактическая эффективность 
экспериментально-производственных серий препа
рата подтверждена в экспериментах на животных.
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Possibility to Obtain Anti-Athrax Human Immunoglobulin 
for Intravenous Injection
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For the first time specific Ig was obtained from blood plasma of donors 
immunized by combined anthrax vaccine. This Ig conforms to quality stan
dards for intravenous immunoglobulins and includes antibodies to Bacillus 
anthracis protective antigen in titer 1:1600 -  1:3200. Therapeutic and prophy
lactic efficacy of experimental-production series of preparation was demon
strated in experiments with animals.
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