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При изучении возможности использова
ния одного и того же антигенного эритро
цитарного диагностикума для постановки 
реакции гемагглютинации (РИГА) макро- 
и микрометодами при различных инфекци
ях были сопоставлены результаты РИГА, по
лученные классическим макрометодом и 
модифицированным микрометодом с ис
пользованием микротитратора системы 
Токачи [4, 5]. Были испытаны эритроцитар
ные диагностикумы дифтерийный, столб
нячный, клостридиозный, стафилококко
вый, чумной, туляремийный, вирусов 
осповакцины и кори. Результаты обоих ме
тодов совпали. Микрометод позволил сокра
тить расход всех ингредиентов реакции в 6— 
1.0 раз, оказался намного производительнее 
и, как правило, не уступал макрометоду по 
чувствительности.

В связи с ухудшением экономических 
условий в нашей стране актуален вопрос об 
экономии ингредиентов и возможности ис
пользования микрометода при постановке 
РИГА с сальмонеллезными и шигеллезными 
 эритроцитарными диагностикумами, 

предназначенными для макрометода.
Целью наших исследований было изу

чение возможности постановки РИГА мик
рометодом при серодиагностике сальмонел
лезов и шигеллезов с антигенными 
эритроцитарными диагностикумами, разра
ботанными для макрометода. Попутно надо 
было решить вопрос о необходимости и це
лесообразности предварительной обработки 
исследуемых сывороток больных перед по
становкой РИГА. Сыворотки больных могут 
содержать неспецифические гемагглютини- 
ны (вещества липоидной природы, нормаль
ные антитела к эритроцитам барана и др.), 
которые способны негативно повлиять на 
результаты анализа и давать ложноположи
тельные реакции.

Исследование проводилось в четыре эта
па. На первом — определяли активность и 
специфичность эритроцитарных диагнос- 
тикумов в присутствии референс-сывороток 
(диагностических сальмонеллезных и шигел
лезных, входящих в комплект эритроцитар

ных диагностикумов). Реакцию ставили мак
ро- и микрометодами с последующим со
поставлением результатов. Это давало нам 
возможность одновременно оценивать эф
фективность макро- и микрометода на заве
домо положительных сыворотках.

На втором этапе решали вопрос о необ
ходимости обработки сывороток больных с 
подозрением на сальмонеллез и шигеллез. 
Обработку производили путем прогревания 
и истощения сывороток несенсибилизиро
ванными эритроцитами для удаления неспе
цифических гемагглютининов. Результаты 
исследований обработанных и необработан
ных сывороток сопоставляли в РНГА, по
ставленной с помощью макро- и микроме
тодами.

На третьем этапе исследовали только 
обработанные сыворотки больных с сопос
тавлением результатов макро- и микроме
тодов. На четвертом этапе подобным обра
зом изучали только необработанные 
сыворотки.

РНГА при микрометоде ставили в по
листироловых пластинках с Ѵ-образными 
лунками, в которые вносили по 0,05 мл раство
рителя (0,85% раствора натрия хлорида, 
pH 7,2), начиная с первой лунки до шестой. 
В первую лунку добавляли 0,05 мл исследуе
мой сыворотки, разведенной 1:50; после 
тщательного перемешивания получали раз- 
ведение 1:100, и 0,05 мл этого разведения 
переносили во вторую лунку. Далее готови
ли последующие двукратные разведения 
сыворотки от 1:100 до 1:3200. Во все опыт
ные лунки вносили по 0,025 мл 1% взвеси 
эритроцитарного антигенного диагностику
ма. Реакцию контролировали путем испыта
ния эритроцитарного диагностикума на от
сутствие спонтанной агглютинации в двух 
лунках (по 0,05 мл растворителя и 0,025 мл 
эритроцитарного диагностикума), сывороток 
больных на отсутствие неспецифических 
гемагглютининов (в двух лунках готовили 
разведения сыворотки 1:100 и 1:200 в объе
ме 0,5 и вносили в них по 0,025 мл 1% взвесь 
несенсибилизированных эритроцитов), а 
также диагностической сыворотки, разведен
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ной с 1:100 до титра или удвоенного титра, 
указанного на этикетке ампулы, для конт
роля активности и специфичности эритро
цитарных диагностикумов.

До недавнего времени эритроцитарные 
диагностикумы считали специфически ак
тивными, если они агглютинировались со
ответствующими диагностическими сыво
ротками до 1/2 титра или до одного титра 
этих сывороток (то есть допускались колеба
ния титра в 2 раза). В настоящее время, на
пример, в “Инструкции по применению 
эритроцитарного антигенного дифтерийно
го диагностикума” [3], при определении 
специфической активности диагностикума 
допускается колебание от 1/4 до 1 титра ре
ференс-сыворотки, то есть колебание титра 
в 4 раза. В связи с этим диагностические сы
воротки мы титровали в 9 лунках с разведе
нием от 1:100 до 1:25600 при титре сыворотки 
1:12800. Диагностикумы считали активными 
и специфичными, если они агглютиниро
вались в диапазоне трех разведений: 1/4 — 
1/2 — 1 титр или 1/2 — 1—2 титра. Колеба
ния титра сывороток в 2 и 4 раза лежат в 
пределах допустимой ошибки.

Для перемешивания ингредиентов пла
стины постукивали по углам, и реакцию 
проводили при температурном и временном 
режимах, указанных в инструкциях. Учет ре
зультатов проводили по 4-плюсовой шкале. 
Титром сыворотки считали то последнее ее 
разведение, в котором еще наблюдалась ге
магглютинация не менее чем на три плюса.

Обработку сыворотки больных для ис
ключения неспецифической гемагглютина
ции проводили общепринятыми методами 
(прогреванием на водяной бане при 56°С 
30 минут и адсорбцией несенсибилизирован
ными эритроцитами при 4°С 18—20 часов).

На первом этапе исследования актив
ность и специфичность эритроцитарных ди
агностикумов были определены на 9 диаг
ностических сыворотках. Было поставлено 125 
опытов параллельно макро- и микромето
дами, из них 69 — с сальмонеллезными эрит
роцитарными диагностикумами и 56 — с 
шигеллезными. В целом было проведено 250 
исследований. Все эритроцитарные диагно
стикумы оказались активными и специфич
ными. Они агглютинировались соответству
ющими сыворотками до 1/2 титра, до одного 
титра или удвоенного титра. Только в 5 слу

чаях эритроцитарные диагностикумы агглю
тинировались до 1/4 титра (в основном саль
монеллезные) при постановке РНГА мик
рометодом. Эти диагностикумы агглютиниро
вались в РИГА макрометодом до 1/2 титра 
сыворотки (табл. 1).

Таким образом, при постановке РИГА 
с заведомо положительными диагностичес
кими сыворотками микрометодом отклоне
ния от титра в ту или другую сторону регис
трировались чаще (12,8±3,0%), чем при 
макрометоде (3,2±1,5%; Р=0,01). При мик
рометоде число положительных РИГА до 
удвоенного титра диагностических сыворо
ток было выше (8,8±2,5%), чем при макро
методе (3,2±1,5%; Р=0,05). Положительные 
реакции до 1/4 титра регистрировались 
только при микрометоде (4,0±1,8%).

Мы не смогли подтвердить выводы, сде
ланные в “Инструкции по применению 
псевдотуберкулезного эритроцитарного ан
тигенного диагностикума” [2] о том, что при 
постановке реакции микрометодом титры 
сывороток бывают обычно на одно разведе
ние ниже.

При более детальном сопоставлении ре
зультатов 125 параллельных опытов, постав
ленных макро- и микрометодами, полное 
совпадение титров было получено в 99 опы
тах (79,2±3,6%). В 16 (12,8±3,0%) опытах тит
ры сывороток были ниже на одно разведе
ние и в 10 (8,0±2,4%) — выше на одно 
разведение при микрометоде по сравнению 
с результатами, полученными макрометодом. 
Эти колебания в 2 раза лежат в пределах 
допустимой ошибки.

В опытах с диагностическими заведомо 
положительными сыворотками нам не уда
лось выявить существенной разницы в ко
лебаниях титров с шигеллезными и сальмо- 
неллезными диагностикумами. Так, при 
постановке РИГА с шигеллезными антиге
нами (56 опытов) несовпадения титров при 
макро- и микрометодах выявлены в 
17,9±5,1% случаев, с сальмонеллезными 
антигенами (69 опытов) — в 23,2±5,1%. Ста
тистически достоверной разницы не было 
(табл. 2).

Наиболее часто агглютинация до удво
енного титра диагностической сыворотки 
наблюдалась с сальмонеллезными эритроци
тарными диагностикумами как с помощью 
макро-, так и микрометода (соответственно

Таблица 1
Сравнительная оценка макро- и микрометодов при исследовании заведомо положительных 

диагностических сывороток в РИГА

Методы постановки РИГА
Всего 

опытов

Из них положительных РНГА до

до 1/2 титра до 1 титра
до удвоенного 

титра
до 1/4 титра

Макрометод 125 33 (26,0%) 88 (70,4%) 4 (3,2%) —

Микрометод 125 33 (26,4%) 76 (60,8%) 11 (8,8%) 5 (4,0%)



Результаты исследования в РИГА заведомо положительных (диагностических) сывороток 
с различными эритроцитарными диагностикумами макро- и микрометодами

Таблица 2

Диагностические 
сыворотки

Прове
дено 

опытов

Титры антител при макро- и 
микрометодах

Специфическая активность эритроцитарных диагностикумов в 
присутствии диагностических сывороток

полное 
совпаде- 

ние 
развед

титры при 
микрометоде

при макрометоде при микрометоде

до 2 
титров

до 1 
титра

до 1/2 
титра

до 2 
титров

до 1 
титра

до 1/2 
титра

до 1/4 
титра

ниже на 
одно раз- 
ведение

выше на 
одно раз- 
ведение

К шигеллам:
Зонне 18 13 4 1 _ 16 2 2 12 4 _
Флекснера 18 15 3 — — 15 3 — 13 4 1
Ньюкестла 20 18 1 1 — 19 1 — 19 1 —

К сальмонеллам
гр. А 13 9 2 2 4 9 — 5 7 1 —

гр. В 13 12 1 — — 2 11 — 2 10 1
гр. С1 12 8 2 2 — 3 9 — 4 7 1
гр. С2 5 3 2 — — — 5 — — 3 2
гр. Д 13 10 1 2 — 12 1 2 9 2 —

гр. Е 13 11 — 2 — 12 1 2 10 1 —
Итого 125 99 16 10 4 88 33 11 76 33 5

в 5,8±4,8% и 13,0±4,0%) по сравнению с 
шигеллезными (от 0 до 3,5±2,5%). Это мож
но объяснить, по-видимому, более низкой 
специфичностью сальмонеллезных диагностикумов 

 или же тем, что диагностические 
сальмонеллезные сыворотки выпускаются с 
титрами, превышающими указанные на эти
кетках ампул.

Итак, в результате исследования  
заведомо положительных диагностических  

сальмонеллезных и шигеллезных сывороток мож
но сделать вывод, что эритроцитарные 
антигенные сальмонеллезные и шигеллезные 
диагностикумы, предназначенные для мак
рометода, можно использовать и для микро
метода.

На втором этапе исследования решался 
вопрос о необходимости предварительной 
обработки сывороток больных прогревани
ем и истощением несенсибилизированны
ми эритроцитами перед постановкой РИГА. 
В последующем обработанную и необрабо
танную сыворотки исследовали макро- и 
микрометодами. Было поставлено 249 опы
тов, из них 97 — с сальмонеллезным эрит
роцитарным диагностикумом и 152 — с  
шигеллезным. Макрометодом параллельно 
исследовали обработанные и необработанные 

 сыворотки, полученные у 54 больных с 
подозрением на сальмонеллез и шигеллез. 
В необработанных пробах положительными 
оказались 53 сыворотки (98,1±1,8%), а в об
работанных — 36 (66,6±6,9%). Следователь
но, обработка сывороток снижала процент 
положительных находок на 31,5% (Р<0,01).

Наибольшее снижение наблюдалось в 
опытах с сальмонеллезными диагностику
мами, которые, по нашему мнению, менее 
специфичны, поэтому истощение сыворо

ток несенсибилизированными эритроцита
ми, по-видимому, приводило к удалению из 
сывороток не только неспецифических, но 
и специфических гемагглютининов. Так, в 
34 необработанных пробах антитела к саль
монеллам были обнаружены в 100% случа
ев, а в обработанных— только в 61,7±3,3%, 
то есть наблюдалось снижение титра на 38,3% 
(Р<0,001). Из 20 опытов с шигеллезными 
диагностикумами в необработанных пробах 
антитела обнаружены в 19 (95,0±5,0%), а в 
обработанных — в 15 (75,0±9,9%), то есть 
снижение выявлено на 20% (Р >0,5). Мик
рометодом параллельно исследовали обра
ботанные и необработанные сыворотки от 
247 больных, из них в необработанных про
бах антитела к сальмонеллам и шигеллам 
обнаружились в 156 случаях (63,1±9,4%), а в 
обработанных — в 112 (45,3±10,0%). Обра
ботка сыворотки снижала показатели поло
жительных находок на 17,8% (Р>0,1). С саль
монеллезными диагностикумами было 
поставлено 97 опытов. В необработанных сы
воротках положительными оказались 48 
(49,4±5,0%) результатов, а в обработанных — 
38 (39,1±4,9%). Таким образом, обработка 
снижала показатель положительных находок 
на 10,3% (Р>0,1).

С шигеллезными диагностикумами было 
поставлено 150 опытов, из них в необрабо
танных сыворотках антитела обнаружились 
в 108 пробах (72,0±3,6%), а в обработанных — 
в 74 (49,0±4,1%). Снижение положительных 
находок — на 22,7% (Р<0,001). Обработка 
сывороток приводила к более резкому сни
жению положительных находок при поста
новке реакции макрометодом (31,5±6,3%) 
по сравнению с результатами, полученны
ми микрометодом (17,8±2,4%; Р=0,5). Такое



явление можно объяснить известной зако
номерностью: чем больше объем сывороток 
(и антигенов), используемый в исследова
нии, тем более точными получаются резуль
таты. В этом смысле микрометод, конечно, 
уступает макрометоду.

Снижение титров антител в обработан
ных сыворотках обычно объясняют удалени
ем неспецифических гемагглютининов. Од
нако таковые в наших анализах были 
обнаружены только в 4 пробах. Следователь
но, обработка сывороток приводит к удале
нию специфических гемагглютининов, что, 
конечно, недопустимо.

Исходя из изложенного выше, мы при
шли к выводу, что при постановке РИГА 
при серодиагностике сальмонеллезов и ши
геллезов исследуемые сыворотки не долж
ны прогреваться и истощаться. Такой обра
ботке нужно подвергать только сыворотки, 
которые в контроле на неспецифические 
гемагглютинины дают положительную реак
цию. Это заключение согласуется с вывода
ми Ю.Л. Горчакова [1], который определял 
неспецифические гемагглютинины (гете
рофильные антитела) в сыворотках боль
ных ОКЗ.

На третьем этапе исследования оцени
вали результаты РИГА, полученные макро- 
и микрометодами только в обработанных 
сыворотках больных. Всего было исследова
но 377 сывороток параллельно макро- и 
микрометодами. Из них при макрометоде 
антитела были выявлены в 58 сыворотках 
(15,3±1,8%), а при микрометоде — в 68 
(18,0±1,9%). Разницы в показателях не об
наружено (Р> 0,1). Полное совпадение поло
жительных результатов в величине титров 
при постановке РИГА макро- и микромето
дами наблюдалось прежде всего с шигеллезными 

 эритроцитарными диагностикумами 
(из 47 положительных сывороток полное 
совпадение титров наблюдалось в 44 случа
ях, то есть в 93,6±3,6%), а также с сальмо- 
неллезными групповыми диагностикумами 
(из 20 положительных сывороток полное со
впадение титров имело место в 19 случаях, 
то есть в 95,0±5,0%).

Несколько иные результаты были полу
чены при постановке РИГА с сальмонеллез
ным комплексным эритроцитарным диагно
стикумом. Число положительных находок при 
микрометоде было в 3 раза выше, чем при 
макрометоде, но все эти несовпадения были 
обусловлены первым разведением сыворот
ки (1:100), которое диагностического зна
чения не имеет. Считаем, что решающая роль 
в серодиагностике сальмонеллезных заболе
ваний принадлежит групповым диагностикумам, 

 которые дали в наших исследовани

ях высокий процент совпадения результатов 
(95,0±5,0%).

На четвертом этапе определяли резуль
таты РНГА, полученные макро- и микро
методами только в необработанных сыворот
ках больных. Всего было исследовано 127 
сывороток обоими методами: положитель
ные результаты были получены в 61 опыте 
(48,0±4,4%), при этом макрометодом — в 
54 (42,5±4,5%), а микрометодом — в 57 
(44,8±4,4%). Статистически достоверной раз
ницы не было. Полное совпадение титров при 
макро и микрометодах наблюдалось в 28 слу
чаях (45,9±6,4%). Несовпадения были заре
гистрированы в 33 опытах (54,1 ±6,4%), из 
них на одно разведение — в 26 (42,6±6,3%), 
на два — в 7 (11,5±4,1%). При микрометоде 
одинаково часто наблюдалось и повышение 
(45,%±8,7%), и понижение (54,5+8,7%) 
титра по сравнению с результатами макро
метода как при сальмонеллезе, так и при ши
геллезе. Зарегистрированные несовпадения в 
титрах на 1—2 разведения лежат в пределах 
допустимой ошибки.

Несколько лучшие показатели были по
лучены при исследовании сывороток боль
ных на сальмонеллез. Из 23 положительных 
РНГА полное совпадение титров обнаруже
но в 14 (60,9±10,4%) случаях, несовпаде
ния — в 9 (39,1±10,4%), в том числе на одно 
разведение — в 8 (34,8±10,2%), на два — в 
одном (4,3±4,3%).

При шигеллезах из 38 положительных 
РИГА совпадение титров наблюдалось в 14 
случаях (63,2±7,8%), при этом на одно раз- 
ведение — в 18 случаях (47,4±8,1%), на 2 — 
в 6 (15,8±5,9%). Статистически достоверной 
разницы в результатах постановки РНГА 
макро- и микрометодом при сальмонеллезе 
и шигеллезе не наблюдалось (Р>0,5). Все слу
чаи несовпадения макро- и микрометодов 
были схожи с таковыми при исследовании 
заведомо положительных диагностических 
сывороток, то есть были в пределах допус
тимых колебаний.

ВЫВОДЫ

1. Сальмонеллезные и шигеллезные ан
тигенные эритроцитарные диагностикумы, 
предназначенные для постановки РИГА мак
рометодом, можно использовать и для мик
рометода.

2. Перед постановкой РНГА сыворотки 
больных с подозрением на сальмонеллез и 
шигеллез обрабатывать нецелесообразно, так 
как при этом резко снижаются титры не 
только неспецифических, но и специфичес
ких гемагглютининов. Обработке следует 
подвергать только такие сыворотки, в конт



роле которых обнаруживаются неспецифи
ческие гемагглютинины.

3. При исследовании в РИГА необрабо
танных сывороток рекомендуется ставить 
контроль в 3—4 разведениях (в 3—4 лунках), 
так как в первых двух разведениях (лунках) 
неспецифическая гемагглютинация может 
отсутствовать из-за возможного содержания 
неполных нормальных антител (прозоне), а 
в последующих — она может проявиться.

4. При постановке РИГА макро- и  
микометодами титры антител одних и тех же 
сывороток (у больных и диагностических) 
могут колебаться в 2—4 раза, и эти колеба
ния лежат в пределах допустимой ошибки, 
поэтому для установления серологического 
диагноза следует исследовать парные сыво
ротки у больных в динамике заболевания.

Диагностическое значение имеет только на
растание или падение титра антител более 
чем в 4 раза.
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ЗАБОЛЕВАЕМОСТЬ ПРИРОДНООЧАГОВЫМИ ИНФЕКЦИЯМИ В 
УЛЬЯНОВСКОЙ ОБЛАСТИ

А.А. Нафеев, А.В. Меркулов, Е.Г. Волкова

Ульяновский областной центр государственного санитарно-эпидемиологического надзора

Резкое ухудшение эпидемиологической 
ситуации по природноочаговым инфекци
ям, наблюдающееся в настоящее время, во 
многом обусловлено политической и эконо
мической нестабильностью в России и стра
нах СНГ, передислокацией войск, массовой 
миграцией населения, новыми условиями 
хозяйствования (при которых заболевания 
домашних животных зоонозами часто оста
ются нераспознанными и неизвестными), 
неуправляемым развитием прибыльных про
мыслов (отлов сусликов и других зверьков с 
целью получения ценного меха), нарушени
ем стабильности ранее действовавших в рам
ках бывшего СССР систем эпизоотолого- 
эпидемиологического надзора и недоста
точно активным проведением профилакти
ческих, противоэпизоотических и противо
эпидемических мероприятий.

Изучение доступной нам литературы [2—5] 
в связи с ростом заболеваемости туляреми
ей в Ульяновской области показало нерав
номерность распространения природноочаговых 
инфекций на разных территориях, что мо
жет быть связано и с различием в интенсив
ности проводимых исследований местными 
органами здравоохранения. Полученные све
дения имеют первостепенное значение не 
только для специалистов санитарно-эпиде
миологической и ветеринарной служб, но и 
для практических врачей с целью своевре
менной постановки правильного диагноза.

Спорадические случаи туляремии име
ли место в следующих районах: в 1951 г. в 
Сенгилеевском (3), в 1958г. в Инзенском (1), 
в 1990 г. в Кузоватовском (1) и в 1991 г. в 
Майнском (1), а также в г. Ульяновске в 1995 г. 
(1) и в 1997 г. (2) . Олсуфьев Н.Г. и соавт. [5] 
считают эти очаги луго-полевыми; инфек
ция в них, по их мнению, поддерживается в 
популяциях обыкновенной полевки. В связи 
с увеличением заболеваемости туляремией 
в Ульяновской области в последние годы 
необходимо расширение объема рекогнос
цировочных исследований: аллергического и 
серологического обследований населения, 
проживающего в местности, где были заре
гистрированы случаи заболевания, массового 
обследования беспозвоночных — переносчи
ков и хранителей туляремийной инфекции, 
серологического обследования сельскохо
зяйственных животных и серологического ис
следования погадок птиц, а также мумифи
цированных трупов на содержание антигена 
туляремийного микроба.

Первые случаи ГЛСП на территории 
Ульяновской области были зарегистрирова
ны в 1956 г. в г. Ульяновске [1], в 1959 г. в 
Заволжье, Мелекессе, Солдатской Ташле 
(Теренгульский район), в 1961 г. в Инзен
ском районе. Заболеваемость носила преиму
щественно спорадический характер. Значи
тельный подъем заболеваемости ГЛПС с 
регистрацией групповых случаев был отме


