
20 

день, семь дней подряд. Наибольший терапевтический эффект 

даёт коммексное применение антибиотиков с сульфаниламид

ными препаратами. 

Для снижения угнетающего действия анrибиотиков и суль

фаниламидов на иммунитет животных их применение комбини

ровали с кортикостероидным препаратом - преднизолоном, 

кроме того, последний эффективно снимал воспалительные яв
ления. Назначали преднизолон внутримышечно в дозе 1 мл на 
инъекцию, один раз в сутки в течение семи дней. Из симптома

тических средств следует использовать отхаркивающие и про

тивокашлевые препараты. В течение пяти - семи дней подряд, 

два - три раза в сутки применяют с жидкими тёплыми кормами 

(из расчёта на 1 кг массы тела) следующие препараты: терпин
гидрат - 0,01-0,03 г, натрия гидj>окарбонат - О, 1-0,2, термопсис с 
тёмым молоком, настой ипекакуаны, пектусин и др. Значитель

ным действием обладают аэрозольные ингаляции тёплого водя

ного пара с натрия гидрокарбонатом, ментолом, настоем эвка
липта и другие по 5-1 О минут, три-четыре раза в сутки, в тече
ние пяти-семи дней. При сильном кашле следует вводить коде

ин или дионин в дозе 0,001 - 0,0075 г на приём однократно, ли
бексин по одной таблетке три раза в день. 

Вопросы прижизненной серологической диагностики и спе

цифической профилактики данного заболевания не разработаны. 

УДК 619.616.9 

ПЕРСПЕКТИВЫ НАУЧНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
ПО СОЗДАНИЮ СОВРЕМЕННЫХ СРЕДСТВ, 

МЕТОДОВ ДИАГНОСТИКИ И ПРОФИЛАКТИКИ 

ЛИСТЕРИОЗА 

ДА. ВАСИЛЬЕВ, УГСХА, в.г. Лунин, В.А. ЛУГОВЦЕВ, ВНИИСХБ 

На сегодняшний день листериоз представляет собой значи

тельную проблему не только как классическая нозоологическая 

единица заболевания с-х. животных, но и как пищевая инфек
ция. Листериозу подвержены 104 вида живоmых и рыб, в том 
числе сельскохозяйственные животные, а также человек. 

Вспышки листериоза среди сельскохозяйственных животных 

сопровождаются значительными экономическими потерями, 
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связанными с падежом, лечением больных живОПiых, ограниче
ниями в реализации продуктов животноводства, полученных от 

больных животных, противоэпизоотическими и противоэпиде

мическими мероприятиями, Копrаминация патогенными листе
риями продуктов питания (мясных, молочных, рыбных продук

тов, а также овощей) обусловливает возникновение вспышек 
пищевой янфекции, сопровождающихся тяжелыми последст

виями, зачастую с фатальным исходом у людей с первой группы 

риска. 

Стационарность и широк~ распространение возбудителя 

листериоза Listeria monocytogenes обусловлены двумя основны
ми факторами: 

1-сапронозной природой листерий, у которых естественным 

резервуаром в природе являются грызуны (в т.ч. синантропные) 

и почва; 

2- способность активно существовать и размножаться не 
только при температуре тела животного и человека, но и при 

пониженных температурах ( 4-20°С} в режимах хранения про
дуктов питания, в условиях холодильников. 

Основными средствами диагностики листериоза в России 

остаются микробиологические методы, требующие значитель
ных трудовых и временных затрат (выделение культуры возбу

дителя на селективных средах, биохимическая идентификация и 
т.п.), достаточно дороrостоящи, малопроизводительны. Поэтому 

остро встает задача создания современных экспрессных высоко

чувствительных и специфичных средств и методов диагностики 

листериоза. 

Одним из путей преодоления указанных недостатков явля
ется разработка и использование систем на основе методов вы

явления генома возбудителя с использованием полимеразной 

цепной реакции (ПЦР). Данный подход позволит проводить 

прижизненную экспресс-диагностику, а также идентифициро

вать присутствие возбудителя листериоза в продуктах питания. 

Для детекции специфических антител наиболее широкое рас

пространение приобрели методы на основе твердофазного им
муноферментноrо анализа (ТФ ИФА). Преимуществами данной 

технологии являются экспрессность, стаидартизованность ком

поненrов реакции, высокая производительность, 1fГО позволяет 
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использовать ее для широких скрининговых исследований. 

При создании вакцин против листериоза необходимо учи

тывать следующие особенности биолоmи данного микроорга

низма. Возбудитель листериоза отличается от других патоген

ных микроорганизмов - облигаmых внутриклеточных парази

тов тем, что обладает системой порообразования в мембране 
фагосомальной вакуоли макрофага (первичного очага внутри

клеточной локализации) и соответственно способностью выхо

дить в цитозоль клетки, где и происходит его дальнейшее раз

множение. Это в свою очередь предопределяет трудности пре

зентации бактериальных антигенов антиген-презеlfГирующими 

клетками и неэффективный иммунный ответ. 
В природных очагах листериоза (а он распространен прак

тически повсеместно) необходима постоянная иммунизация 

овец, крупного рогатого скота, свиней. Вакцинация может быть 

показана и для людей, входящих в группы риска. Необходимо 

отметить, что при данных объемах вакцинации разработка но

вых улучшенных вариантов вакцин является очень перспективной. 

Существующие на сегодняшний день живые вакцины, осно

ванные на использовании апенуированных штаммов( АУФ, 

УСХИ -19, УСХИ-52), обладают недостаточной протективной 
активностью, небольшой продолжительностью иммунитета и 

возможной реверсией, что нередко вызывает осложнения, осо

бенно у животных с пониженной резистеlfГностью организма 

(на фоне иммуносупрессии). Все это требует новых подходов в 

создании против листериоза эффективных вакцин нового поко
ления. Одним из таких направлений является создание реком

бинантной субъединичной вакцины, лишенной всех выше пере
численных недостатков. 

Задачами исследований в указанных областях НИР являют

ся следующие: 

1. Клонировать гены, кодирующие основные белки L. mono
cytogenes, являющиеся основныl\.(и мишенями эффекторных сис
тем иммунной системы организма при листериозе (LLO), а так
же гены, кодирующие основные белки L. monocytogenes, участ
вующие в формировании иммунного ответа против листериоза 

(ген hly, р60). 
2. Создать системы на основе Е. coli, обеспечивающие по-
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лучение рекомбинантных белков с заданными свойствами. 
3. Создать систему экспрессии химерных белков, вклю

чающих домены листериозных белков, имеющих антигенные 
детерминанты и домен связывания с целлюлозой. 

4. Изучиrь анrигенные и иммуногенные свойства химерных 
белков, а также в ассоциации с различными адьювантами и им

муномодулЯторами. 

5. Оrработать протокол постановки ТФ ИФА с использова
нием химерных белков для выявления антител к LLO. 

6. Провести сиквенс эталонных штаммов листерий разных 
видов и определить специфические участки генома, пригодные 
для генодиагностики. 

7. Подобрать специфические праймеры, позволяющие иден
тифицировать L.monocytogenes. 

8. Оrработать методику пробоподготовки в зависимости от 
вида образца (кровь, биоптат, продукты питания и т.п.). 

9. Оrработать условия проведения и формат ПЦР для иден
тификации специфических участков генома L.monocytogenes. 

1 О. Создать иммуногенную композицию на основе химер
ных белков и системы адьювант-иммуномодулятор (+носитель), 
пригодную для использования в качестве вакцинного препарата 

против листериоза. 

11. Изучить протективную активность иммуногенной ком
позиции на лабораторных (с-х) животных. 

12. Провести комиссионные испытания наборов препаратов 
для выявления антител к L.monocytogenes с использованием 
ИФА и обнаружения генома L.monocytogenes с использованием 
IЩР. 

Решение указанных задам возможно при формирование 

этапов и планировании их целей. Примерная структура этапов 

показана в таблице. 
Как и обычно, при проведении научно-исследовательских 

работ необходимо планировать ожидаемые результаты. 

В результате выполнения задач и этапов указанной темы 

исследований ожидается создание современных диагностиче
ских тест-систем для идентификации специфических участков 

генома Listeria monocytogenes в пробах патологического мате
риала и продуктах питания и выявления специфических антител 
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в пробах крови вакцинированных или переболевших животных 

(человека). Создаваемые тест-системы будут обладать рядом 

преимуществ по сравнению с уже имеющимися. 

No 

1 
1 

1.1 

1.2 

1.3 

1.4 

Примерная структура этапов при планировании темы НИР 

по диагностике и профилактике листериоза 

Наименование Основное содержание Чем заканчивается 

этапов работ по этапv этап 

2 3 4 
Создание тесr- Клонирование и очистка Варианты ИФА для 

системы на основе белков. 'Проверка ос- ВЫJ1вления антител к 

ИФА ДЛ11 ВЫJIВЛС- новных свойств белков. L. monocytogenes 
ния антител к L. Создание моделей ИФА 

monocytogenes с использованием полу-

ченных белков 

Клонирование цел- Подбор векторной сие- Получение системы 

люлозосвязываю- темы, клонирование (вектора), экспресси-

щеrодомена целлюлозосuзывающе- рующей целлюлозос-

го домена. вязывающий домен 

Проверка активности 

продукта экспnессии. 

Клонирование гена Клонирование гена LLO Получение системы 

LLO (hly) (hly) L.monocytogenes, (вектора), экспресси-

L.monocytogenes прщ1ерка экспрессии и рующей белок LLO 
активности продукта L.monocytogenes 
при взаимодействии с 

антителами 

Создание экспрес- Клонирование в одном Получение системы 

сионной системы векторе последователь- (вектора), экспресси-

целлюлозосuзы- но генов целлюлозосвя- рующей химерный 

вающий домен- зывающего домена и белок со свойствами 

LLO LLO L.nionocytogenes с целлюлозосвязываю-

L.monocytogenes целью получения хн- щего домена и LLO 
мерного белка, обла- L.monocytogenes 
дающего свойствами 

обеих составляющих 

Проверка антиген- Проверка антигенной Отбор систем, экс-

НЫХ СВОЙСТВ ХН- активности домена LLO прессирующих хи-

мерного белка цел- L. monocytogenes мерный белок с за-

люлозосвязываю- данными свойствами 

щий домен-LLО 
L. monocvtoяenes 
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Lоодолжение та лицы п б 
1 2 3 4 
2 Создание тест- Получение специфиче- Оrработка протокола 

систем для вы11в- ских антител, отработка тест-ситстем. 

ленИJI антител к протоклов проведенИll 

L. monocytogenes реакции. Оценка чувст-

методом ИФА на вительности и специ-

основе рекомби- фичности. 

нантных белков. 

2.1 Получе- ИммунизаЦИ11 живот- Оrработка схемы 

ние.специфических ных. Подбор оmималь- иммунизации. 

антител на полу- ной схемы иммуниза- Получение специфи-
ченный ре- ции. Получение сыво- ческой сыворотки 

комбинантный ротки крови и очистка (антител). 

белокLLО антител. Проверка 

L.monocytogenes (в афинности антител. 
составе химерного 

белка) 

2.2 Оrработка прото- Оrработка условий про- Оrработанные прото-
кола проведения ведени11 ИФА. Опреде- колы ИФА ДЛJI BЫJIB-

ИФА ление аналитической лени11 антител к 

чувствительности и L.monocytogenes 
специdlИ"lности методов 

2.3 Проверка тест- Определение диагно- Определение диагно-

систем на полевых стической чувствитель- стической ценности 

(клинических) об- ности и специфичности (пригодности) разра-

оазцах методов. ботанных тест-систем 

3 Создание рекомби- Создание иммуноген- Субьединичнu вак-

нантной субъеди- ных композиций, при- цина против листе-

ничноli вакцины годных для использова- риоза 

против листериоза НИJ1 в качестве вакцин-

ных препаратов против 

листериоза 

3.1 Клонирование цел- Подбор векторной сие- Получение системы 

люлозосв11зываю- темы, клонирование (вектора), экспресси-

щегодомена целлюлозосв11зывающе- рующей целлюлозос-

го домена. в11зывающий домен 

Проверка активности 

пооllVКТа экспоессии. 

3.2 Клонирование гена Клонирование гена LLO Получение системы 

LLO (hly) (hly) L.monocytogenes, (вектора), экспресси-

L.monocytogenes проверка экспрессии и рующей белок LLO 
активности продукта L.monocytogenes 
при взаймодеliствии с 

антителами 
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п 6 tродолжение та лицы 

1 2 3 4 
3.3 Создание экспрес- Клонирование в одном Оrработка протокола 

сионной системы векторе последователь- тест-ситстем. 

ЦеЛЛIОЛОЗОСВЯЗЫ• но rенов ЦелЛIОЛОЗОСВЯ· 

вающий домен- зывающего домена и 

LLO LLO L.monocytogenes с 
L.monocytogenes целью получения хи-

мерного белка, обла-
дающего свойствами 

обеих СОСТВВllJIЮЩИХ 
3.4 Проверка анrиген- Проверка антигенной и Оrбор систем, экс-

ных и иммуноген- иммуногенной активно- прессирующих хи-

НЫХ СВОЙСТВ ХИ· сти домена LLO мерный белок с за-
мерного белка L.monocytogenes данными свойствами 

"целлюлозосвязыва 

ющий домен- LLO 
L.monocyto11;enes" 

3.5 Подбор оIПИМаль- Проверка разных ком- Получение вакцинной 
ного соотношения плексов антиген формы. Оrбор наибо-
антиген-адьванr- +адьюванr+носитель. лее ОIПИМ8ЛЬНОЙ ИМ· 

носитель и отра- Выбор оrnимальных муногенной компози-

ботка схемы имму- компонентов. Оrработка ции, пригодной для 

низации. Создание схемы иммунизации. использования в каче-

вакцинной сЬоомы. стве вакцины. 

3.6 Проверка протек- Проверка протективной Оценка протективно-
тивной активности активности препаратов. сти вакцинного пре-

вакцинной формы Иммунизация живот- пaplmi. 

ных. Контрольное зара-
жение. 

Оценка пnотективности. 

3.7 Проведение КОМИС· Комиссионная проверка Комиссионная оценка 

сионной проверки диагностических набо- диагностических на-

диагностических ров и вакцины боров и вакцины 
набооов и вакцины 

3.8 Подача документов Оформление докумен- Сдача документов в 
для регистрации тов для регистрации Фармсовет 

диагностических диагностических набо-
наборов вакцины ров и вакцины в Фарм-
(лицензирование) совете 

4 Оформление отче- Оформление статей и Подача статей в ре-

ТОВ И пуб.iiикациА отчетов дакции журналов. 

по рсзульТIП'ВМ Сдача отчетов по 

темы теме. 

4.1 Оформление НТД Оформление НТД. НТД надиагностичс-

регистра- ция (ли- Оформления заявки на скис наборы и вакци-

цензирование) патент. ну. 

Заявка на патент 
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Тест-системы на основе ПЦР будут оптимизированы с ис

пользованием уникальных праймеров, специфичных определен

ным участкам генов, ответствс:нных за вирулентность возбуди

теля, а также за счет применения высокотехнологичной системы 

проведения пробоподготовки и анализа. 

Тест-системы на основе ТФ ИФА будут основаны на ис

пользовании рекомбинантных антигенов, полученных генноин
женерными методами. Данная методология позволит нарабаты

вать специфический протеин (антиген) в необходимом количе
стве, проводить 100%-ную очистку интересующего протеина от 

сопутствующих белков и обеспечит высокую специфичность 
реакций и удешевление стоимости анализа. В состав антигена 

будут входить мультидоменный белок, включающий в себя в 

качестве обязательных компонентов целлюлозосвязывающий 
домен (обеспечивающий легкость очистки и иммобилизацию на 

носителе), один или несколько специфических белков (или их 

фрагментов), являющихся основными мишенями клеточного и 
гуморального иммунного ответа (LLO, р60), и соединяющий их 
линкер. Составные части мультидоменного белка можно будет 

модифицировать или заменять на другие в процессе подбора 
наиболее удачной композиции Диагностического препарата. 

Ожидается создание субъединичной рекомбинантной вак

цины против листериоза, которая будет обладать одновременно 

несколькими преимуществами по сравнению с существующими. 

Во-первых, субъединичная вакцина более безопасна, так как 

содержит лишь одну или несколько молекул белка (несущего 

антигенные детерминанты, участвующие в формировании им

мунного ответа) и не содержит собственно возбудигеля инфек
ции, как живые вакцины. Во-вторых, она одновременно являет

ся рекомбинантной вакциной, т.е. белковые компоненты будут 

получены на основе генно-инженерной технологии. 

Основой вакцины будеТ мультидоменный белок, включаю
щий в себя в качестве обязательных компонентов целлюлозос

вязывающий домен (обеспечивающий легкость очистки и иммо

билизацию на носителе), один или несколько белков (или их 
фрагментов), являющихся основными мишенями клеточного и 

гуморального иммунного ответа (LLO, iap, lrpa), и соединяю
щий их линкер. Составные часtи мультидоменного белка можно 
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будет модифицировать или заменять на другие в процессе под

бора наиболее удачной композиции вакцины. В-третьих, данная 

вакцина будет лишена балластных компонеlfГОв, поскольку схе

ма наработки и очистки рекомбинантного белка предусматрива

ет 100% очистку за счет присуrствия в составе рекомбинантного 
белка целлюлозосвязывающего домена. В-четвертых, достоин

ство заключается в применении новой адъюванпюй технологии 

и иммуномодуляции. Повышение иммуногенности достигается 

за счет укрупнения, полимеризации молекул антигена на цел

люлозном/хитин-содержащем сорбенте (различных формах 
природной и модифицированной целлюлозы и хиrозана), повы

шающем иммуноrенностъ белковых акmгенов в десsrгки и ССУП:IИ 
раз. . 

Одновременно с ожидаемыми результатами необходимо 

планировать ожидаемый формат продуктов. В данной области 

исследования ими являются следующие продукты. 

Набор препаратов для выявления генома Listeria monocy
togenes с помощью fЩР. 

Набор препаратов для выявления антител специфичных 

Listeria monocytogenes с помощью ТФ ИФА. 
Экспериментальные серии субъединичной рекомбинантной 

вакцины против листериоза. 

Форма защиты полученной интеллектуальной собственно
сти включает следующие положения. 

Оформляются заявки на патентъ1: 

- по методу разработки и созданию современных диагно
стических систем для идентификации возбудителя листериоза 

(Listeria monocytogenes) и выявления специфических антител в 
крови животных и человека; 

- по технологии создания ·субъединичной рекомбинантной 

вакцины против листериоза. 

При получении положительных планируемых результатов 

будут проведены следующие производственные испытания и 

внедрение. 

Разработанные диагностические и вакцинные препараты 

будут испытаны на лабораторных и с-х. животных. 

В случае положительных результатов будет подготовлена 

НТД на их опытно-промышленное изготовление. 
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