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Актуальность темы. Острые кишечные инфекции (ОКИ) являются 

одной из наиболее распространенных групп инфекционных             

заболеваний [1, 2]. Поскольку основной путь передачи ОКИ связан с водой, 

то проблема загрязнения и циркуляции в водной среде возбудителями 

бактериального и вирусного происхождения является крайне актуальной для 

многих регионов Российской Федерации [3].  

По данным Роспотребнадзора РФ в последние годы в России 

установлена тенденция роста частоты выявляемости вирусных кишечных 

инфекций, среди которых лидирующими являются ротавирусная, 

энтеровирусная инфекции, вирусный гепатит А и др. [3]. Возбудители ОКИ 

характеризуются высокой устойчивостью к действию факторов внешней 

среды, поэтому могут проникать в питьевую воду, преодолевая барьеры 

водоочистных сооружений [2, 4, 5]. Поэтому обеспечение населения России 

безопасной в эпидемиологическом отношении питьевой водой является 

одной из приоритетных задач санитарных служб [6].  

Сложившаяся ситуация определяет необходимость внедрения новых 

технологий противовирусной очистки сточных вод. Для этого в настоящее 

время широкое применение находят фильтрационные технологии [7, 8].          

В основе водных фильтров помимо сорбентов необходимо присутствие 

безопасного биоцидного компонента с широким спектром антимикробной 

активности. Перспективной в использовании группой химических 

соединений являются биосовместимые полимеры. 

Цель и задачи исследования.  

Целью данного исследования явилось изучение противовирусной 

активности фильтрующих загрузок на основе комплекса ионообменной 

смолы и биосовместимого полимерного соединения. 

Для достижения указанной цели были определены следующие задачи: 

1. Изучить противовирусную активность в отношении энтеровирусов 
фильтрующих загрузок, содержащих различные концентрации полимерного 
соединения. 
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2. Проанализировать оценку действия фильтратов на культуру клеток 
Нер-2 с использованием метода световой и флуоресцентной микроскопии. 

3. Провести детекцию нуклеиновых кислот энтеровирусов в составе 
фильтратов, используя полимеразную цепную реакцию. 

Материал и методы исследования.  

Работа выполнена на базе микробиологической лаборатории 

вирусологического отделения в ФБУЗ «Центр Гигиены и Эпидемиологии». 

Для проведения исследования был сконструирован биоцидный фильтр 

на основе ионообменной смолы, в состав которого было введено полимерное 

соединение – полиазолидинаммоний, модифицированный гидрат-ионами 

йода (ПААГ-М) (НПО «Константа», г. Саратов). Ранее было установлено, что 

ПААГ-М характеризуется широким спектром антимикробной активности в 

отношении стандартных и клинических штаммов условно-патогенных 

микроорганизмов и относится к IV классу токсичности [68, 69, 70]. 

Фильтрующие загрузки содержали различные рабочие концентрации ПААГ-

М – 0,1%; 0,5 %; 1%. 

Входящий в состав фильтрующей загрузки Анионит АВ – 17 – 8 

представляет собой нерастворимое в воде высокомолекулярное полимерное 

соединение трехмерной гелевой и макропористой структуры, содержащий 

функциональные группы основного характера. 

В качестве экспериментальной модели использовали образцы сточных 

вод, содержащие вирус Коксаки и вирус ECHO, относящиеся к семейству 

Picornaviridae. Для их репродукции использовали линию клеток Hep-2. 

Культура клеток Нер-2 получена из эпидермальной карциномы 

человека. Клетки пассировали в условиях лаборатории примерно 240 раз, 

используя для этого среду ИГЛА (МЕМ) с добавлением 15 % сыворотки 

крови телят. На этом пассажном уровне они были представлены                             

в Американский банк культур клеток (АССС) Институтом медицинских 

исследований и включены в Национальную коллекцию клеток в 1961 г.  
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Для определения цитопатического действия вируса методом «цветной 

пробы» культуру клеток Hep-2 рассеивали в культуральные матрасы                

и выращивали в термостате при 36 ºС.  

Посевы культивировали на питательной среде ИГЛА (МЕМ), 

содержащей 90%-ый раствор Эрла в объеме 15 мл и 10%-ую сыворотку крови 

плода коровы в объеме 1,5 мл, при температуре 36 ºС [71]. 

Образцы сточных вод, содержащие исследуемые вирусы, пропускали 

через варианты фильтрующих загрузок в объеме 100 мл. Полученными 

фильтратами заражали культуры клеток Hep-2, находящиеся на матрасах,              

в объеме 0,4 мл. После этого матрасы помещали в термостат в специальном 

штативе под углом 5 º. В качестве контроля использовали не зараженную 

энтеровирусами культуру клеток Нер-2.  

Культуры клеток инкубировали в течение 10-14 дней. Оценка 

цитопатического действия (ЦПД) вируса проводилась ежедневно с 

использованием микроскопа Olympus IX73 (США). 

ЦПД для всех вирусов кишечной группы характеризуется 

прекращением митозов, клетка временно набухает, затем деформируется, 

сморщивается, становится более интенсивно окрашиваемой, и погибает 

округлением клеток с последующим их отделением от внутренней 

поверхности матраса. В контрольных культурах клеток не должно 

происходить никаких морфологических изменений. Результат выделения 

вируса считают отрицательным, если во время всего периода наблюдения в 

зараженных культурах клеток не выявляют цитопатических изменений. 

Контрольные и опытные линии клеток Hep-2 окрашивали красителем 

CalceinAM (Thermo fisher, USA). В 1 мл питательной среды ИГЛА (МЕМ) на 

растворе Эрла, содержащую культуру клеток Hep-2 добавляли 10 мкл 

раствора красителя и инкубировали в течении 30 минут. Окрашенные 

образцы культуры клеток Hep-2 микроскопировали с использованием 

световой и флуоресцентной микроскопии. Флуоресценцию наблюдали при 

длине возбуждения 488 нм, флуоресценции ghb 510 нм. 
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Для диагностики РНК вирусов в фильтратах был использован метод 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени, 

основанный на принципах молекулярной биологии. Основной принцип 

метода ПЦР – экспоненциальное увеличение количества копий фрагмента 

исходной ДНК. 

Для проведения исследования отбирали по 100 мкл проб фильтратов и 

контрольных образцов. Выявление РНК энтеровирусов человека (Human 

enterovirus) методом ПЦР с гибридизационно - флуоресцентной детекцией 

включает в себя три этапа: 1) экстракция РНК из исследуемых образцов, 2) 

объединенный этап обратной транскрипции РНК и амплификации участка 

кДНК данного микроорганизма и гибридизационно - флоуресцентная 

детекция В завершении проводят интерпретацию результатов. 

Экстракция РНК из биологического материала и концентратов воды 

проводилась в присутствии внутреннего контрольного образца, который 

позволяет контролировать выполнение процедуры исследования для каждого 

образца. В качестве отрицательного контроля экстракции использован 

реактив ОКО. Пробы РНК использовались для проведения реакции обратной 

транскрипции и амплификации участка кДНК при помощи специфичных к 

этому участку кДНК праймеров и фермента Taq - полимеразы. В составе 

реакционной смеси присутствуют флуоресцентно – меченые 

олигонуклеотидные зонды, которые гибридизуются с комплементарным 

участком амплифицируемой кДНК – мишени, в результате чего происходит 

нарастание интенсивности флуоресценции. Это позволяет регистрировать 

накопление специфического продукта амплификации путем измерения 

интенсивности флуоресцентного сигнала. Детекция флуоресцентного сигнала 

осуществляется непосредственно в ходе ПЦР с помощью амплификатора с 

системой детекции флуоресцентного сигнала в режиме «реального времени». 

При проведении обратной транскрипции и амплификации с детекцией 

в режиме «реального времени» общий объем реакционной смеси составлял 

25 мкл, включая объем пробы РНК – 10 мкл. Компоненты реакционных 
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смесей смешивались непосредственно перед проведением анализа, согласно 

расчетной таблице. Было отобрано 5 пробирок с учетом количества 

исследуемых и контрольных образцов. Для приготовления реакционных 

смесей в отдельной стерильной пробирке смешали ПЦР-смесь-FL Enterovirus 

/ STI, ПЦР-буфер-С, полимеразу (TaqF), а также RT-G-mix-2 и ТМ-Ревертазу. 

Смеси тщательно перемешивались на вортексе. В отобранные пробирки 

внесены 15 мкл реакционной смеси. Используя наконечники с фильтрами, в 

пробирки с реакционной смесью добавлены по 10 мкл РНК-проб, 

выделенных из исследуемых и контрольных проб этапа экстракции 

нуклеиновых кислот.  

ПЦР проводили с использованием набора реагентов для выявления 

РНК энтеровирусов человека (Human enterovirus) в объектах окружающей 

среды и биологическом материале методом ПЦР с гибридизационно – 

флоуресцентной детекцией «АмплиСенс Enterovirus – FL» на приборе              

Rotor - Gene 6000 (Corbett Research. Австралия), запрограммированом для 

выполнения соответствующей программы амплификации и детекции 

флоуресцентного сигнала.  

Структура и объем работы. Работа изложена на 59 страницах, 

включает в себя введение, 3 главы, заключение, выводы, список 

использованных источников. Работа проиллюстрирована 4 таблицами и 7 

рисунками. Список использованных источников включает в себя 72 

наименования. 

Основное содержание работы 

 В главе «Основная часть» представлены основные возбудители острых 

кишечных заболеваний, анализ литературных данных о методах 

обеззараживания воды. 

В главе «Результаты исследования» представлены экспериментально 

полученные данные о противовирусной активности биоцидного компонента 

исследуемой фильтрующей загрузки методом «цветной пробы, оценке 
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цитопатического действия энтеровирусов в отношении культуры клеток Нер-

2, детекция РНК энтеровирусов в фильтрах сточных вод методом ПЦР. 

На первом этапе работы была изучена эффективность обеззараживания 

образцов сточных вод, содержащих энтеровирусы, с использованием 

комбинации ионообменной смолы с различными концентрациями 

полимерного соединения ПААГ-М с применением метода «цветной пробы», 

который позволяет определить присутствие вируса в культуре клеток за счет 

блокирования им клеточного метаболизма. Помимо контроля размножения 

культуры клеток и репродукции вирусов, также использовали фильтрующую 

загрузку, содержащую только ионообменную смолу без добавления 

полимерного соединения. 

В ходе проведенных исследований было установлено, что при 

заражении культуры клеток Нер-2 фильтратами сточных вод, содержащими 

вирусы Коксаки, полученными через фильтрующие загрузки с содержанием 

ПААГ-М 0,1 % и 0,5 %, цвет питательной среды ИГЛА (МЕМ) не менялся, 

что свидетельствовало о блокировке клеточного генома и репродукции 

вирусов. Аналогичные результаты были получены при исследовании 

фильтратов сточных вод, содержащих вирусы ЕСНО.  

Цвет среды, в которой клетки были заражены фильтратом, полученным 

через фильтрующую загрузку, содержащую 1 %-ый раствор ПААГ-М, 

изменялся, что свидетельствовало об отсутствии ингибирования 

размножения культуры клеток Нер-2 вирусами и сохранения ими высокой 

метаболической активности. 

Согласно полученным результатам «цветной пробы» ионообменная 

смола не ингибировала репродукцию исследуемых энтеровирусов, а также не 

происходила их задержка, о чем свидетельствовало сохранение цвета среды 

Нер-2, а, следовательно, репродукция вирусов.  

Таким образом, было установлено, что ПААГ-М в концентрации 0,1 % 

и 0,5 % не оказывает ингибирующего действия в отношении вирусов Коксаки 

и ЕСНО. Повышение концентрации полимерного соединения в составе 
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фильтрующих загрузок до 1 % способствовало эффективному 

ингибированию репродукции исследуемых энтеровирусов. 

Поскольку исследованное полимерное соединение относится к IV 

классу токсичности, т.е. является малоопасным соединение, это 

подтверждает безопасность его использования при конструировании 

фильтрующих загрузок. Полученные результаты позволяют рассматривать 

фильтрующую загрузку с содержанием полимерного соединения ПААГ-М в 

концентрации 1 % в качестве перспективной для комплексного 

обеззараживания сточных вод и вод питьевого назначения. 

Для подтверждения действия фильтратов на культуру клеток Нер-2 

было проведено микроскопическое исследование их монослоя. В ходе 

окрашивания и последующего микроскопирования исходной культуры 

клеток Нер-2 было установлено, что их контрольные образцы имели плотный 

равномерный монослой из вытянутых клеток. 

Установлено, что фильтрующие загрузки, содержащие ПААГ-М в 

концентрации 0,1 % и 0,5 % не оказывали ингибирующего действия на 

вирусы Коксаки и ЕСНО, поскольку в монослое культуре клеток Нер-2 

наблюдались значительные дегенеративные изменения – клетки приобретали 

округлые очертания. В полях зрения отчетливо отмечались участки 

деструкции монослоя, что свидетельствовало о наличии вируса                   

в фильтрате. 

При исследовании монослоя культуры клеток Нер-2, который был 

заражен фильтратом, полученным через фильтрующую загрузку, 

содержащую 1%-ый раствор ПААГ-М, не было установлено дегенерации 

клеток, а монослой культуры клеток по основным ростовым показателям 

соответствовал контрольным образцам – клетки имели вытянутую форму, в 

них отчетливо просматривались крупные ядра. 

Анализ результатов ПЦР проводили с помощью программного 

обеспечения используемого для прибора Rotor-Gene 6000. Проанализированы 

кривые накопления флуоресцентного сигнала по двум каналам. По каналу 
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для флоурофора FAM регистрируется сигнал, свидетельствующий о 

накоплении продукта амплификации фрагмента кДНК ВКО. По каналу для 

флоурофора JOE регистрируется сигнал, свидетельствующий о накоплении 

продукта амплификации фрагмента кДНК Enterovirus. 

Результаты интерпретировались на основании наличия пересечения 

кривой флуоресценции с установленной на соответствующем уровне 

пороговой линией, что определяло наличие для данной пробы значения 

порогового цикла в соответствующей графе в таблице результатов. 

Граничное значение порогового цикла по каналу для флоурофора FAM равно 

38. Граничное значение порогового цикла по каналу для флоурофора JOE 

также равно 38. Результаты интерпретировались в соответствии с вкладышем 

к набору реагентов «АмплиСенс Enterovirus-FL». 

В результате использования метода ПЦР в режиме реального времени, 

было установлено, что положительная и отрицательная контрольные пробы 

соответствовали заданным значениям. 

Установлено, что пробы фильтрующих загрузок, содержащих ПААГ-М 

в концентрации 0,1 %, 0,5 % и 1 % не превысили порог граничного значения 

по каналу для флоурофора FAM и были меньше граничного значения по 

каналу для флоурофора JOE. Это свидетельствует о наличии в пробе РНК 

энтеровируса. 

Присутствие РНК энтеровирусов в пробах полученных фильтратов, 

вероятно, связано с тем, что не происходит межмолекулярных 

взаимодействий вирусных нуклеиновых кислот с компонентами 

фильтрующих загрузок, однако данное предположение требует 

дальнейшего исследования. 

Таким образом, полученные результаты показали, что при общем 

противовирусном эффекте фильтрующей загрузки, содержащей 1 %-ый 

раствор ПААГ-М, РНК энтеровирусов преодолевает барьер сорбционных 

материалов. 

На основании проведенных исследований можно заключить, что 
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биоцидный фильтр на основе ионообменной смолы и полимерного 

соединения ПААГ-М в концентрации 1% характеризуется эффективным 

противовирусным действием в отношении энтеровирусов Коксаки и ECHO, 

что позволяет рекомендовать данную фильтрующую загрузку для 

комплексного обеззараживания сточных вод, а также вод питьевого 

назначения. 

Выводы 

1. Фильтрующая загрузка на основе ионообменной смолы и 1 %-го 

раствора полимерного соединения – полиазолидинаммония, 

модифицированного гидрат - ионами йода, проявляет эффективную 

противовирусную активность в отношении представителей энтеровирусов 

Коксаки и ЕСНО. 

2. Фильтрат сточных вод, полученный через фильтрующую загрузку, 

содержащую 1 %-ый раствор ПААГ-М, не оказывает цитопатического 

действия в отношении монослоя культуры клеток Нер-2 с сохранением 

исходных морфологических характеристик клеток. 

3. Фильтраты сточных вод, полученные через фильтрующие загрузки            

с различными концентрациями ПААГ-М, содержат РНК исследуемых 

энтеровирусов. 
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