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Микробиота плодных оболочек при интактном плодном 
пузыре и доношенной беременности
Каганова М.А.1, Спиридонова Н.В.1, Махлина Е.А.2

1ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава России
2ООО «Консультативная клиника «Панацея» (Самара)

Microbiota of fetal membranes in intact amniotic sac and 
full-term pregnancy
Kaganova M.A.1, Spiridonova N.V.1, Makhlina E.A.2

1Samara State Medical University
2Consultative clinic “Panatseya” LLC (Samara)

АННОТАЦИЯ
Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я .  Изучить микробный пейзаж плодных оболочек при интактном плодном пузыре 

и доношенной беременности
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  У 19 беременных (средний возраст 31.0 ± 5.3 года, средний срок гестации 

39.3 ± 0.65 нед) с неповрежденными плодными оболочками во время элективного кесарева сечения проводился 
забор ткани плодных оболочек с целью выявления следующих микроорганизмов методом полимеразной цепной 
реакции: Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Gardnerella vaginalis/Pre-
votella bivia/Porphyromonas spp., Eubacterium spp., Sneathia spp./Leptotrihia spp./ Fusobacterium spp., Megasphaera 
spp./Veillonella spp./ Dialister spp., Lachnobacterium spp./Clostridium spp., Mobiluncus spp./Corynebacterium spp., 
Peptostreptococcus spp., Atopobium vaginae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma (urealyticum + parvum), Candida 
spp., Mycoplasma genitalium.

Р е з у л ь т а т ы .  Стерильные оболочки обнаружены у 5 беременных (26.3 %), в остальных случаях выявлена 
общая бактериальная масса (ОБМ) 104.5 (103.5–105.8) геном-эквивалентов (ГЭ)/образец. Преобладали представите-
ли семейства Enterobacteriaceae — в среднем 104.5 ГЭ/образец, лишь в одном случае выявлена Candida spp. В 42.1 % 
случаев при выявлении ОБМ конкретные виды микроорганизмов идентифицированы не были.

З а к лю ч е н и е .  На плодных оболочках при доношенной беременности допустимо присутствие ОБМ в сред-
нем 104.5 (103.5–105.8) ГЭ/образец, в которой преобладают Enterobacteriaceae в среднем 104.5 ГЭ/образец. 

ABSTRACT 
A i m  o f  r e s e a r c h .  To study the microbial landscape of intact fetal membranes in full-term pregnancy.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  In 19 pregnant women (mean age — 31.0 ± 5.3 years, mean gestational age — 

39.3 ± 0.65 weeks) with intact fetal membranes, the fetal membrane tissue was collected during elective cesarean sec-
tion to detect by polymerase chain reaction the following microorganisms: Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, 
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Gardnerella vaginalis/Prevotella bivia/Porphyromonas spp., Eubacterium 
spp., Sneathia spp./Leptotrihia spp./ Fusobacterium spp., Megasphaera spp./Veillonella spp./ Dialister spp., Lachno-
bacterium spp./Clostridium spp., Mobiluncus spp./Corynebacterium spp., Peptostreptococcus spp., Atopobium vagi-
nae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma (urealyticum + parvum), Candida spp., Mycoplasma genitalium.

R e s u l t s .  Sterile membranes were found in 5 pregnant women (26.3%), in the remaining cases, the total bacte-
rial load (TBL) was 104.5 (103.5–105.8) genome equivalents (GE) per sample. Representatives of the Enterobacteriaceae 
family prevailed — 104.5 GE per sample on average, only in one case Candida spp. were detected. In 42.1% of cases, when 
determining TBL, specifi c types of microorganisms were not identifi ed.

Ключевые слова: плодные оболочки, плацента, полимеразная цепная реакция, ДНК-технологии, микробиота.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время вопрос о нормальной ми-

кробиоте и патогенных микроорганизмах фето-
плацентарного комплекса стал наиболее акту-
альным. Сформировавшиеся в XX в. устойчивые 
представления о стерильности амниотической 
полости, плодных оболочек и плаценты при фи-
зиологически протекающей беременности все 
чаще и чаще подвергаются сомнению. В послед-
ние пять лет в результате проведенного масштаб-
ного исследования доказано — плацента обладает 
своей уникальной микробиотой, которая в боль-
шей степени напоминает микробиоту ротовой по-
лости, а не влагалища и цервикального канала 
[1–5].

Современные молекулярно-генетические ис-
следования позволяют получить максимально 
полное и объективное представление о составе 
микробиоты цервикального канала и фетопла-
центарного комплекса. Появились работы, ко-
торые доказывают наличие бактерий в плацен-
те, амниотической жидкости, плодных оболоч-
ках, меконии; авторы предполагают, что первое 
столкновение с микробами происходит внутри-
утробно даже в условиях физиологически проте-
кающей беременности [6–10]. Так, бактерии были 
выделены в 21–26 % плацент [11, 12] при доно-
шенной физиологически протекающей беремен-
ности. Жизнеспособные бактерии (Enterococcus 
spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. или 
Propionibacterium spp.) также были выделены из 
пуповинной крови здоровых новорожденных [13]. 
Однако в литературе недостаточно данных о ха-
рактере микробного пейзажа плодных оболочек 
при физиологически протекающей беременно-
сти в норме, что и послужило причиной написа-
ния данной статьи. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучить микробный пейзаж интактных плод-

ных оболочек при доношенной беременности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 19 беремен-

ных со сроком гестации 37–41 нед. Исследование 
проводилось на базе родильных отделений ГБУЗ 
«Самарская городская клиническая больница 

Keywords: fetal membranes, placenta, polymerase chain reaction, DNA technology, microbiota.

INTRODUCTION
Currently, the issue of the normal microbiota 

and pathogenic microorganisms of the fetoplacen-
tal complex has become the most relevant. The 
stable beliefs, formed in the XX century, about the 
sterility of the amniotic cavity, fetal membranes 
and placenta in normal pregnancy are increasingly 
calling into question. In the last fi ve years, as a re-
sult of a large-scale study, it has been proved that 
the placenta has its own unique microbiota, which 
is more similar to the microbiota of the oral cavity, 
rather than of the vagina and cervical canal [1–5].

Modern molecular genetic studies make it pos-
sible to obtain the most complete and objective un-
derstanding of the cervical canal and fetoplacental 
complex microbiota. There are works that prove 
the presence of bacteria in the placenta, amniotic 
fl uid, fetal membranes, meconium; the authors 
suggest that the fi rst encounter with microbes oc-
curs in utero, even in normal pregnancy [6–10]. 
Thus, bacteria were isolated in 21–26% of placentas 
[11, 12] during full-term normal pregnancy. Viable 
bacteria (Enterococcus spp., Streptococcus spp., 
Staphylococcus spp., or Propionibacterium spp.) 
have also been isolated from the umbilical cord 
blood of healthy newborns [13]. However, there is 
not enough data in the literature about the nature 
of the fetal membranes’ microbial landscape in full-
term normal  pregnancy, which was the reason for 
this article being written. 

AIM OF THE RESEARCH
To study the microbial landscape of intact fetal 

membranes in full-term pregnancy. 

MATERIALS AND METHODS 
The study included 19 pregnant women with a 

gestation period of 37–41 weeks. The research was 
conducted on the basis of maternity departments 
of the Pirogov Samara City Clinical Hospital No. 1. 
The mean age of the examinees was 31.0 ± 5.3 
years, the first birth frequency was 36.8%; mean 
number of pregnancies per patient was 2.47 ± 1.71; 
mean gestational age was 39.3 ± 0.65 weeks (39–
40.5 weeks). 

C o n c l u s i o n .  On the fetal membranes in full-term pregnancy, the average TBL corresponding to 104.5 (103.5–
105.8) GE per sample, in which Enterobacteriaceae prevail in the amount of 104.5 GE per sample on average, is accept-
able. 
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№ 1 им. Н.И. Пирогова». Средний возраст обсле-
дуемых составил 31.0 ± 5.3 года, частота первых 
родов 36.8 %; среднее количество беременностей 
на одну пациентку 2.47 ± 1.71; средний срок геста-
ции 39.3 ± 0.65 нед (39–40.5 нед). 

Все пациентки были родоразрешены путем 
операции кесарева сечения в плановом порядке 
(показаниями являлись — неправильное положе-
ние и предлежание плода, наличие рубца на мат-
ке после предыдущей операции кесарева сечения, 
бесплодие в сочетании с отягощенным акушер-
ским анамнезом, возраст). 

Критерии исключения:
1. Беременные, относящиеся к группе высо-

кого риска согласно порядку оказания помощи 
по профилю «Акушерство и гинекология» № 572 
от 01.11.2012, по соматической патологии (сахар-
ный диабет, гестационный диабет), особенностям 
плацентации. 

2. Наличие острых и обострение хронических 
воспалительных заболеваний, в том числе коль-
пита.

3. Антибактериальная терапия во время бере-
менности.

Всем пациенткам было выполнено исследо-
вание образца плодных оболочек методом ПЦР 
с детекцией результатов в режиме реального вре-
мени (ПЦР-РВ) (набор «Фемофлор 16») с помо-
щью амплификатора ДТ-96 (ООО «НПО ДНК-
Технология» (Москва)). Забор образца плодных 
оболочек проводился в стерильных условиях ин-
траоперационно при вскрытии матки и плодно-
го пузыря. В области посередине между плацен-
той и внутренним зевом с помощью стерильно-
го конхотома  с диаметром рабочей поверхно-
сти 9.4 мм отсекался стандартный образец плод-
ной оболочки, который затем помещался в про-
бирку Эппендорф 1.5 мл с транспортной средой 
(«Проба-Рапид», ООО «НПО ДНК-Технология»). 
Изначально методика «Фемофлор 16» была раз-
работана для оценки состояния влагалища. Но 
поскольку данная методика предназначена для 
анализа биоты различных биотопов, она также 
может быть применена и для анализа микрофло-
ры плодных оболочек [14–16]. Методика «Фемоф-
лор 16» позволяет выявлять следующие микроор-
ганизмы: Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, 
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Gardnerel-
la vaginalis/Prevotella bivia/Porphyromonas spp., 
Eubacterium spp., Sneathia spp./Leptotrihia spp./ 
Fusobacterium spp., Megasphaera spp./Veillonella 
spp./ Dialister spp., Lachnobacterium spp./Clos-
tridium spp., Mobiluncus spp./Corynebacterium 
spp., Peptostreptococcus spp., Atopobium vaginae, 

All patients were delivered by cesarean section 
in a planned manner (abnormal fetal lie and mal-
presentation, the presence of a scar on the uterus 
after a previous cesarean section, infertility in 
combination with poor obstetric history, older age 
were the indications).

Exclusion criteria:
1. Pregnant women belonging to the high-risk 

group according to the Order determining the Pro-
cedure for the provision of medical care in the fi eld 
of Obstetrics and Gynecology No. 572 of November 1, 
2012, having somatic pathology (diabetes mellitus, 
gestational diabetes), abnormalities of placentation. 

2. The presence of acute and exacerbation of 
chronic infl ammatory diseases, including colpitis.

3. Antibacterial therapy during pregnancy.
All patients were performed an examination of 

a fetal membranes sample by real-time PCR (PCR-
RT) method, using Femofl or 16 Kit, and the DT-96 
Amplifi er (SPA DNA-Technology, Moscow). Sam-
ples of fetal membranes were taken under sterile 
conditions intraoperatively during the uterotomy 
and amniotomy. In the area between the placenta 
and the internal orifi ce of the uterus, a standard 
sample of the fetal membrane was cut off using a 
sterile conchotome with working surface of jaws be-
ing 9.4 mm in diameter, and put in Eppendorf tube 
1.5 ml with transport medium (Proba-Rapid, DNA-
Technology). Originally the Femofl or 16 method 
was developed for evaluation of vagina microbial 
environment. But since this method is used to ana-
lyze biota of various biotopes, it also can be used 
for fetal membranes microbiota analysis [14–16]. 
The Femofl or 16 test makes it possible to identify 
the following microorganisms: Lactobacillus spp., 
Enterobacteriaceae, Streptococcus spp., Staphy-
lococcus spp., Gardnerella vaginalis/Prevotella 
bivia/Porphyromonas spp., Eubacterium spp., 
Sneathia spp./Leptotrihia spp./ Fusobacterium 
spp., Megasphaera spp./Veillonella spp./ Dialister 
spp., Lachnobacterium spp./Clostridium spp., Mo-
biluncus spp./Corynebacterium spp., Peptostrep-
tococcus spp., Atopobium vaginae, Mycoplasma 
hominis, Ureaplasma (urealyticum + parvum), 
Candida spp., Mycoplasma genitalium.

The analysis assessed the swab quality (SQ), 
which in all cases was adequate (more than 104 ge-
nome equivalents (GE) per sample); determined the 
amount of total bacterial load (TBL) — laboratory 
TBL (TBLl), identifi ed Lactobacillus spp. and other 
types listed above that are on this test panel. The 
quantitative assessment of the identifi ed microor-
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Mycoplasma hominis, Ureaplasma (urealyticum + 
parvum), Candida spp., Mycoplasma genitalium.

При анализе оценивалось качество взятия 
мазка (КВМ), которое во всех случаях было адек-
ватным (более 104 геном-эквивалентов (ГЭ)/об-
разец), определялось количество общей бакте-
риальной массы (ОБМ) — лабораторная ОБМ 
(ОБМл), Lactobacillus spp. и остальных вышепе-
речисленных видов, входящих в данную панель. 
Количественная оценка выявленных микроорга-
низмов приводилась как в абсолютных, так и в от-
носительных показателях к ОБМл. Частота выяв-
ления данных микроорганизмов представлена в 
процентах к количеству пациенток в группах. Аб-
солютный показатель — количество ДНК иско-
мого микроорганизма в образце, выраженное в 
ГЭ/мл, представленное в виде десятичного лога-
рифма — lg. Относительный количественный по-
казатель микроорганизма рассчитывали как от-
ношение абсолютного количества искомого ми-
кроорганизма к абсолютному количеству рассчи-
танной ОБМ (ОБМр) в процентах. ОБМр получе-
на из суммы абсолютного количества выявлен-
ных микроорганизмов в образце.  

Обработку результатов исследования про-
водили с помощью программ STATISTICA 10.0, 
SPSS 13. Данные представлены как абсолютные 
количества в виде среднего десятичных лога-
рифмов. Частота выявления микроорганизмов — 
в процентах; относительное содержание микро-
организмов — в процентах относительно рас-
считанной ОБМр. Количественные показатели 
представлены в виде среднего арифметическо-
го (М) со стандартным отклонением (δ). Срав-
нение абсолютного количества в группах вы-
полнялось с помощью критерия Манна — Уит-
ни. Статистически значимыми считали разли-
чия при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты проведенного анализа плодных 

оболочек представлены в табл. 1. Как видно из та-
блицы, ОБМл определялась только в 14 случаях 
(73.6 %), в среднем титре 104.54 ГЭ/образец. Часто-
та ОБМр составила 6 случаев (31.5 %) (табл. 1).

В 8 случаях (42.1 %) наблюдалось превыше-
ние ОБМл над ОБМр — выявлялись так называе-
мые неизвестные виды, которые идентифициро-
вать с помощью панели реагентов «Фемофлор 16» 
не представляется возможным. Относительно 
идентифицированных видов процент «неизвест-
ных» видов был низким (2.08 ± 0.08 %). Стериль-
ные оболочки (ОБМл = 0 и ОБМр = 0) наблюда-
лись в 5 случаях (26.3 %). 

ganisms was given both in absolute and relative in-
dicators with reference to the TBLl. The frequency 
of detection of these microorganisms is presented 
as a percentage of the number of patients in the 
groups. The absolute quantity of DNA of the desired 
microorganism in the sample expressed in GE per 
ml, presented as a decimal logarithm — lg. The rela-
tive quantity of the microorganism was calculated 
as the ratio of the absolute amount of the desired 
microorganism to the absolute amount of the cal-
culated TBL (TBLc) as a percentage. The TBLc is 
derived from the sum of the absolute quantity of 
detected microorganisms in the sample.  

The results of the study were processed using 
the STATISTICA 10.0, SPSS 13 softwares. The data 
is presented as absolute quantities in the form of the 
mean of decimal logarithms. The detection frequen-
cy of microorganisms — as a percentage; the relative 
quantity of microorganisms — as a percentage rela-
tive to the calculated TBLc. Quantitative indicators 
are presented in the form of an arithmetic mean (M) 
with a standard deviation (δ). The comparison of the 
absolute quantity in the groups was performed using 
the Mann-Whitney test. The differences were con-
sidered statistically signifi cant at p < 0.05. 

RESULTS AND DISCUSSION
The results of the fetal membranes analysis are 

presented in Table 1. As it can be seen, TBLl was 
detected only in 14 cases (73.6%), the mean titer 
is 104.54 GE/ml. The frequency of TBLc was 6 cases 
(31.5%) (Table 1).

In 8 cases (42.1%) TBLl exceeded TBLc — so 
called unknown species were detected, which 
could not be identifi ed with Femofl or 16 test panel. 
The percentage of “unknown” species relative to 
identifi ed species was low (2.08 ± 0.08%). Sterile 
membranes (TBLl = 0 and TBLc = 0) were seen in 
5 cases (26.3%). 

In intact fetal membranes, mainly the repre-
sentatives of the Enterobacteriaceae family were 
detected (5 cases (26.3%)), only in 1 case — Candida 
spp., which can be associated with the contact of 
the fetal membranes with the cervical canal.

In recent years, the research is conducted for 
studying the microbiota of the fetoplacental com-
plex, and it is reported of the detection of bacteria 
in the placental and fetal membrane samples with-
out signs of infection, based on the results of clini-
cal and histological analysis [12, 17]. Back in 2005, 
it was shown that the fetal membranes in normal 
pregnancy often contain bacteria, but this does not 
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В интактных плодных оболочках выявлялись 
в основном представители семейства Enterobacte-
riaceae (5 случаев (26.3 %)), только в 1 случае вы-
явлена Candida spp., что можно связать с ее кон-
тактным попаданием  на плодные оболочки из 
цервикального канала.

В последние годы проводятся исследова-
ния, направленные на изучение микробиоты фе-
топлацентарного комплекса, а также  сообщает-
ся об обнаружении бактерий в образцах плацен-
ты и плодных оболочек без признаков инфекции 
по результатам клинического и гистологическо-
го анализа [12, 17]. Еще в 2005 г. было показа-
но, что плодные оболочки при физиологически 
протекающей беременности часто содержат бак-
терии, но к осложнениям гестации это не приво-
дит, и данных о наличии инфекции при гистоло-
гическом исследовании плодных оболочек и пла-
центы нет [18].

Было установлено, что плацентарный микро-
биом наиболее сходен с микробиомом полости 
рта (наддесневой бляшки и спинки языка) и не 

lead to gestational complications, and there is no 
data on the presence of infection during histologi-
cal examination of the fetal membranes and pla-
centa [18].

It was found that the placenta microbiome is 
most similar to the microbiome of the oral cavity 
(supragingival plaque and dorsum of the tongue) 
and is not identical to the intestinal and vaginal 
microbiomes [4, 5]. Thus, the ascending pathway 
of bacterial colonization of the placenta and fetal 
membranes is not dominant and, most likely, is re-
alized with the loss of the barrier function of the 
cervical canal and the fetal membranes continuity 
[4], which, in fact, confi rms our study. In pregnant 
women with intact fetal membranes, the frequency 
of microbial DNA detection is 73.7%; but in 42.1% 
of cases, it was impossible to identify microorgan-
isms using the Femofl or 16 test panel, which is due 
to its orientation to identify representatives of the 
vaginal biotope, while the DNA of other species is 
present on the fetal membranes. Our results are 

Таблица 1. Распределение микроорганизмов интактных плодных оболочек при доношенной беременности 
Table 1. Distribution of microorganisms in intact fetal membranes in full-term pregnancy

Показатель, микроорганизмы
Indicator, microorganisms

Частота выявления, 
абс. (%) 
Detection rate, abs. (%)

Абсолютный пока-
затель — lg (М)
Absolute indicator — lg (М)

Относительная 
частота (%)
Relative ratio (%)

КВМ / SQ 19 (100) 5.04 —

ОБМл / TBLl 14 (73.7) 4.54 100

ОБМр / TBLc 6 (31.5) 4.53 97.8 ± 0.08

Lactobacillus spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Enterobacteriaceae spp. 5 (26.3) 4.53 97.8 ± 0.08

Streptococcus spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Staphylococcus spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Gardnerella vaginalis + Prevotella bivia + 
Porphyromonas spp. 

0 (0) — 0.00 ± 0.00

Eubacterium spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Sneathia spp. + Leptotrichia spp. + 
Fusobacterium spp. 

0 (0) — 0.00 ± 0.00

Megasphaera spp. + Veillonella spp. + 
Dialister spp. 

0 (0) — 0.00 ± 0.00

Lachnobacterium spp. + Clostridium spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Mobiluncus spp. + Corynebacterium spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Peptostreptococcus spp. 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Atopobium vaginae 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Candida spp. 1 (5) 1.82 0.19 ± 0.02

Mycoplasma hominis 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Ureaplasma (urealyticum + parvum) 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Mycoplasma genitalium 0 (0) — 0.00 ± 0.00

Неизвестные виды / Undetected species 8 (42.1) 2.89 2.08 ± 0.08
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идентичен кишечным и влагалищным микробио-
мам [4, 5]. Таким образом, восходящий путь бак-
териальной колонизации плаценты и плодных 
оболочек не является доминирующим и, скорее 
всего, реализуется при утрате барьерной функ-
ции цервикального канала, нарушении целостно-
сти плодных оболочек [4], что, по сути, подтверж-
дает наше исследование. У беременных с интакт-
ными плодными оболочками частота выявле-
ния ДНК микроорганизмов составляет 73.7 %, но 
в 42.1 % случаев идентифицировать микроорга-
низмы с помощью стандартной панели реаген-
тов «Фемофлор 16» было невозможно, что свя-
зано с ориентацией панели на выявление пред-
ставителей влагалищного биотопа, а на плод-
ных оболочках присутствует ДНК других видов. 
Наши данные подтверждаются данными литера-
туры, где несовпадения ОБМл и ОБМр при ана-
лизе ДНК методом ПЦР-РВ аналогично объясня-
ются тем, что к части ДНК бактерий в стандарт-
ных панелях не представлены реагенты, лабора-
тория определяет некую бактериальную массу, но 
выделить конкретное семейство не представля-
ется возможным [3]. В результате нашего иссле-
дования у пациенток на плодных оболочках вы-
делены исключительно представители семейства 
Enterobacteriaceae, лишь в одном случае грибы 
рода Candida.

Семейство Enterobacteriaceae выявлялось в 
исследованиях других авторов, которые также 
идентифицировали: Protobacteria, Bacteroides, 
Fusobacteria и Tenericutes [19, 20]. Мнения о 
жизнеспособности данных бактерий в литера-
туре разнятся. В недавнем исследовании L. Zhu 
et al. [21] микробы культивировались с плодной 
части плаценты в 20.7 % случаев (379 из 1832 об-
разцов), полученной во время кесарева сечения 
при доношенной беременности без клинических 
признаков хорионамнионита; из них в 13.5 % 
(247 из 1832 образцов) случаев в плацентах об-
наружена культура E. coli. Однако ряд других ис-
следований свидетельствует о том, что вклад в 
выявление ДНК различных бактерий как на пла-
центе, так и на плодных оболочках вносит за-
грязнение образцов, либо наличие ДНК свиде-
тельствует лишь о том, что данные виды бакте-
рий присутствовали на плаценте и плодных обо-
лочках, но они не жизнеспособны и не дают ро-
ста при культивировании на средах. Возможно, 
активно размножающейся динамичной микро-
биоты в плаценте и плодных оболочках и не су-
ществует, как это имеет место во влагалище, но 
сам факт наличия ДНК определенных микроор-
ганизмов свидетельствует в пользу важных им-

confi rmed by the literature data, where the discrep-
ancies between TBLl and TBLc in the analysis of 
DNA by PCR-RT are similarly explained by the fact 
that the reagents for the part of the bacterial DNA 
are not presented in the standard test panels, so 
the laboratory determines a certain bacterial load, 
but has no opportunity to detect a specifi c bacteria 
family [3]. As a result of our research, only repre-
sentatives of the Enterobacteriaceae family were 
identifi ed on the fetal membranes of patients; and 
only in one case — fungi of the Candida spp.

The Enterobacteriaceae family was detected by 
other authors, who have also identifi ed: Protobacte-
ria, Bacteroides, Fusobacteria, and Tenericutes [19, 
20]. Opinions concerning the viability of these bac-
teria differ in the literature. In the recent study by 
L. Zhu et al. [21], in 20.7% of cases (379 out of 1.832 
samples) the viable bacteria were obtained from the 
fetal part of placenta during cesarean section in 
full-term pregnancy without clinical signs of cho-
rionamnionitis; of these, in 13.5% (247 out of 1.832 
samples) of cases, E. coli culture was identifi ed in 
the placentas. However, a number of other studies 
indicate that the contamination of the samples con-
tributes to the detection of DNA of various bacteria 
both on the placenta and on the fetal membranes; 
or the presence of DNA only shows that these spe-
cies of bacteria were present on the placenta and the 
fetal membranes, but they are not viable and do not 
exhibit growth when cultured on media. It is pos-
sible that the actively growing dynamic microbiota 
in the placenta and the fetal membranes does not 
exist as is the case in the vagina, but the very fact of 
the presence of certain microorganisms’ DNA sug-
gests important immunological processes, which 
are based on the microbial antigen presentation and 
the production of the cellular and humoral immu-
nity factors in response [4, 5].

CONCLUSION 
On the fetal membranes in full-term pregnancy, 

the presence of a total bacterial load of 104.5 (103.5–
105.8) GE per sample is acceptable. Unidentifi ed mi-
croorganisms were detected in the fetal membrane 
samples in 42.1% of cases, but their titer was insig-
nifi cant (102.89 GE per sample). With an intact am-
niotic sac, the quantity of Enterobacteriaceae spp. 
representatives detected on the fetal membranes 
corresponds to 104.5 GE per sample on average.
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жит презентация антигенов микробов и выра-
ботка в ответ факторов клеточного и гумораль-
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На плодных оболочках при доношенной бе-

ременности допустимо присутствие общей бак-
териальной массы — 104.5 (103.5–105.8) ГЭ/образец. 

В образцах плодных оболочек выявлены неиден-
тифицированные микроорганизмы в 42.1 % слу-
чаев, но их титр был незначительным (102.89 ГЭ/
образец). При целом плодном пузыре на плодных 
оболочках определяются представители Entero-
bacteriaceae  в среднем  104.5 ГЭ/образец. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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Изучение влияния мешающих ионов тяжелых металлов 
и различной пробоподготовки на определение примеси 
ртути в протамина сульфате методом инверсионной 
вольтамперометрии
Ким Н.О., Ивановская Е.А.

ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава России

Study of the infl uence of interfering ions of heavy metals and 
various sample preparation on the determination of mercury 
impurity in protamine sulfate by stripping voltammetry
Kim N.O., Ivanovskaya E.A.

Novosibirsk State Medical University 

АННОТАЦИЯ 
Це л ь .  Определить содержание ртути в образцах протамина сульфата с различной пробоподготовкой. Из-

учить влияние мешающих ионов на содержание примеси ртути в протамина сульфате методом инверсионной 
вольтамперометрии (ИВА).

Ма т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  Использовали раствор для инъекций протамина сульфата серий 515091, 
514062, 514111, для пробоподготовки образцов — различные варианты разбавления и осаждения. Разбавление 
проводили бидистиллированной водой, а осаждение белков — вольфраматом натрия в 2 вариантах. Примеси 
ртути определяли методом ИВА. 

Ре з ул ьт а ты .  Содержание ртути в образцах протамина сульфата составило 0.000417 ± 0.00140 и 0.000420 ± 
± 0.00152 мг/л при разбавлении водой 1 : 2 и 1 : 1 соответственно и 0.000462 ± 0.00131 и 0.000459 ± 0.00121 при 
осаждении вольфраматом в варианте 1 и 2 соответственно. При добавлении мешающего иона, например, Cu2+ 
содержание ртути в ЛП равнялось 0.000606 ± 0.00015, 0.000452 ± 0.00013 и 0.0004212 ± 0.00011 мг/л для серий 
протамина сульфата 514062, 515091 и 514111 соответственно, что не превышает значений, определяемых норма-
тивной документацией. Добавление ионов Pb2+, Fe2+, Zn2+, Cu2+ и Cd2+ также не оказало влияния на определение 
содержания ртути в образцах протамина сульфата.

З а к л ю ч е н и е .  Для определения примеси ртути в препарате протамина сульфата специальная пробо-
подготовка не требуется. Ионы Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, Zn2+ не оказывают влияния на результат определения содер-
жания ртути в образцах протамина сульфата методом ИВА, что говорит о высокой избирательности применяе-
мой методики. 

Ключевые слова: инверсионная вольтамперометрия, протамина сульфат, мешающий ион, пробоподготовка.

ABSTRACT
A i m .  To determine the content of mercury in protamine sulfate samples with different sample preparation. To 

study the effect of interfering ions on the content of mercury impurity in protamine sulfate by stripping voltammetry 
(SV).

M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  We used a solution for injection of protamine sulfate, batches 515091, 514062, 
514111; for sample preparation — various options for dilution and precipitation. Dilution was carried out with bidistilled 
water, and the precipitation of proteins — with sodium tungstate in 2 options. Mercury impurities were determined by 
the SV method.

R e s u l t s .  The mercury content in protamine sulfate samples was 0.000417 ± 0.00140 and 0.000420 ± 0.00152 mg/l 
when diluted with water 1 : 2 and 1 : 1 respectively and 0.000462 ± 0.00131 and 0.000459 ± 0.00121 when precipitated 
with tungstate in options 1 and 2 respectively. With the addition of an interfering ion, for example, Cu2+, the content of 
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ВВЕДЕНИЕ
Определение примесей в лекарственных 

средствах — актуальная задача фармацевтическо-
го анализа. Одними из опасных загрязнителей во-
дной среды являются тяжелые металлы, такие как 
Zn, Cd, Pb, Cu и Hg. Эти металлы накапливаются 
в мельчайших микроорганизмах, которыми пи-
тается рыба, и затем аккумулируются в ней [1, 2]. 
Протамина сульфат состоит из сульфатов основ-
ных пептидов, извлеченных из спермы или икры 
рыб, обычно видов Salmonidae и Clupeidae [3]. 
На сегодняшний день протамины являются един-
ственными препаратами для нейтрализации ге-
парина, используемыми в клинической медици-
не [4]. Поскольку протамина сульфат может со-
держать в своем составе примесь ртути, а этот ме-
талл является тяжелым и токсичным и может 
оказывать негативное влияние на организм чело-
века — важно определять этот показатель на ста-
дии контроля качества. Протамина сульфат также 
содержит примесь железа, которая может затруд-
нять определение ртути и других тяжелых метал-
лов. В связи с этим необходимо оценить влияние 
мешающих ионов на определение ртути как коли-
чественно, так и качественно. 

Мешающий ион — это ион, который в усло-
виях обнаружения искомого дает сходный анали-
тический эффект с тем же реактивом либо анали-
тический эффект, маскирующий нужную реак-
цию [5]. Так как протамин является белоксодер-
жащим препаратом, можно предположить, что 
катионы ртути могут образовывать комплексные 
соединения с белковой составляющей. Для устра-
нения этого влияния необходимо проводить про-
боподготовку по удалению белковой части путем 
осаждения белков [6].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить содержание ртути в образцах 

протамина сульфата с различной пробоподготов-
кой. Изучить влияние мешающих ионов на содер-
жание примеси ртути в протамина сульфате ме-
тодом инверсионной вольтамперометрии (ИВА).

INTRODUCTION
Determination of impurities in drug products 

is an urgent task of pharmaceutical analysis. Heavy 
metals such as Zn, Cd, Pb, Cu and Hg are among the 
hazardous pollutants in the aquatic environment. 
These metals accumulate fi rst in the smallest mi-
croorganisms that fi sh feed on, and then in the fi sh 
itself [1, 2]. Protamine sulfate consists of sulfates of 
basic peptides extracted from the sperm or eggs of 
fi sh, usually of the Salmonidae and Clupeidae fami-
lies [3]. Currently protamines are the only drugs for 
neutralizaton of heparin in clinical settings [4]. Since 
protamine sulfate can contain a mercury impurity, 
and this metal is heavy and toxic with a negative im-
pact on the human body, it is important to determine 
this indicator at the quality control stage. Protamine 
sulfate also contains iron impurity which can make 
it diffi cult to detect mercury and other heavy metals. 
In this regard, it is necessary to assess the infl uence 
of interfering ions on the determination of mercury 
both quantitatively and qualitatively. 

An interfering ion is an ion that, under the condi-
tions of detection of the desired one, gives a similar 
analytical effect with the same reagent or an analyti-
cal effect that masks the desired reaction [5]. Since 
protamine is a protein-containing drug, it can be as-
sumed that mercury cations can form complex com-
pounds with a protein component. To eliminate this 
effect, it is necessary to carry out sample preparation 
to remove the protein fraction by precipitation [6].

AIM OF THE RESEARCH
To determine the content of mercury in prot-

amine sulfate samples with different sample prepa-
ration. To study the effect of interfering ions on the 
mercury impurity in protamine sulfate by stripping 
voltammetry (SV).

MATERIALS AND METHODS
We used a solution for injection of protamine 

sulfate, batches 515091, 514062, 514111 (Novosib-
khimpharm JSC, Russia).

mercury in the medicinal product was 0.000606 ± 0.00015, 0.000452 ± 0.00013 and 0.0004212 ± 0.00011 mg/l for 
protamine sulfate batches 514062, 515091 and 514111 respectively, which does not exceed the values determined by the 
product specifi cation. The addition of Pb2+, Fe2+, Zn2+, Cu2+, and Cd2+ ions also had no effect on the determination of the 
mercury content in protamine sulfate samples.

C o n c l u s i o n .  To determine the mercury impurity in the protamine sulfate, special sample preparation is not re-
quired. Ions of Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, Zn2+ do not affect the result of determining the mercury content in protamine sulfate 
samples by the SV method, which indicates a high selectivity of the method used.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для работы использовали раствор для инъ-

екций протамина сульфата серий 515091, 514062, 
514111 (ОАО «Новосибхимфарм»).

Известно, что растворимость белков зави-
сит от многих факторов — природы, состава и рН 
растворителя, температуры и др. По этой причи-
не для пробоподготовки образцов использовали 
различные варианты разбавления и осаждения.

Пробоподготовку проб протамина сульфата 
проводили путем разбавления бидистиллирован-
ной водой в соотношениях:

1 : 1 — 1 мл протамина сульфата и 1 мл биди-
стилированной воды;

1 : 2 — 1 мл протамина сульфата и 2 мл биди-
стилированной воды. 

Для получения необходимой рН среды ис-
пользовали различные варианты осадителей бел-
ков, описанные в [6]. Для вариантов 1 и 2, с раз-
ным соотношением реагентов — осадителей 
белка, значение pН составляло 6.5, для вариан-
та 3 — 7.5.

Растворы готовили в 3 вариантах:
1. Брали 1 мл раствора протамина сульфата, 

добавляли 7 мл бидистилированной воды для го-
могенизации, 1 мл 10% раствора вольфрамата на-
трия (Na2WO4 ∙ 2H2O)  в воде и 1 мл 0.335 М  H2SO4.

2. Брали 1 мл раствора протамина сульфата, 
добавляли 8 мл бидистилированной воды для го-
могенизации, 0.5 мл 10% раствора вольфрамата 
натрия (Na2WO4 ∙ 2H2O)  в воде и 0.5 мл 0.335 М 
H2SO4.

3. Брали 1 мл раствора протамина сульфата, 
добавляли 7 мл бидистилированной воды, 7 мл 
10% раствора ZnSO4 ∙ 7H2O и 1 мл 0.5 М раство-
ра NaOH. 

После осаждения белков проводили центри-
фугирование растворов в течение 3 мин в цен-
трифуге Multicentrifuge CM 6M со скоростью 
3000 об./мин. После отделения белков центри-
фугированием в безбелкововой части измеряли 
примесь ртути.

Определение содержания ртути в образцах 
протамина сульфата проводили с помощью ме-
тодики, описанной в [7], методом инверсионной 
вольтамперометрии при следующих параметрах: 
время растворения 10 с, уровень вибрации на ста-
дии растворения 6, время накопления 80 с, уро-
вень вибрации на стадии накопления 9, время 
успокоения 5 с. Потенциал накопления –0.6 В, 
потенциал на этапе растворения 0.75 В, потенци-
ал успокоения 0.35 В, что соответствует началу 
развертки потенциала, растворение концентрата 
ртути с поверхности электрода при постоянном 

It is known that the solubility of proteins de-
pends on many factors — the nature, composition 
and pH of the solvent, temperature, and others. For 
this reason, various dilution and sedimentation op-
tions were used for sample preparation.

The sample preparation of protamine sulfate 
samples was carried out by dilution with bidistilled 
water at the ratio:

1 : 1 — 1 ml protamine sulfate and 1 ml bidis-
tilled water;

1 : 2 — 1 ml protamine sulfate and 2 ml bidis-
tilled water.

To obtain the required pH of the medium, vari-
ous options of protein precipitants described in [6] 
were used. For options 1 and 2, with different ra-
tios of reagents — protein precipitants, the pH value 
was 6.5, for option 3 — 7.5.

The solutions were prepared in 3 options:
1. We took 1 ml of protamine sulfate solution, 

added 7 ml of bidistilled water for homogenization, 
1 ml of 10% sodium tungstate solution (Na2WO4 ∙ 2H2O) 
in water and 1 ml of 0.335 M H2SO4.

2. We took 1 ml of protamine sulfate solution, add-
ed 8 ml of bidistilled water for homogenization, 0.5 ml 
of 10% sodium tungstate solution (Na2WO4 ∙ 2H2O) in 
water and 0.5 ml of 0.335 M H2SO4.

3. We took 1 ml of protamine sulfate solution, add-
ed 7 ml of bidistilled water, 7 ml of 10% ZnSO4 ∙ 7H2O 
solution and 1 ml of 0.5 M NaOH solution.

After precipitation of proteins, the solutions 
were centrifuged for 3 min in a Multicentrifuge CM 
6M at a speed of 3000 rpm. After separation of pro-
teins by centrifugation, the mercury impurity was 
measured in the protein-free part.

To determine the mercury content in protamine 
sulfate samples, we performed stripping voltam-
metry using the technique described in [7] with 
the following parameters: dissolution time — 10 s, 
vibration level at dissolution stage  — 6, accumula-
tion time — 80 s, vibration level at accumulation 
stage — 9, settling time — 5 s. The accumulation po-
tential was  –0.6 V, the potential at the dissolution 
stage — 0.75 V, and the settling potential — 0.35 V, 
which corresponds to the beginning of the poten-
tial sweep. At a constant current of potential sweep 
from 0.35 to 0.75 V,  mercury concentrate from the 
electrode surface was dissolved at a rate of 40 mV/s.

RESULTS AND DISCUSSION
The results of the mercury detecting in prot-

amine sulfate samples with preliminary sample 
preparation are presented in Table 1.
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As you can see from Table 1, the mercury lev-
els in the fi nished pharmaceutical product and in 
the samples with preliminary sample preparation 
do not differ signifi cantly. During the precipita-
tion of proteins, the mercury content increases, but 
at given concentrations of mercury impurity, this 
increase is insignifi cant. In connection with the 
above, it can be concluded that preliminary sample 
preparation is not required.

To assess the effect of Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, 
Zn2+  ions on the mercury level in protamine sul-
fate samples, we dispensed 50 μl of a sample (prot-
amine sulfate solution) into the electrolytic cell, the 
analytical signal of the sample was recorded; then 
10 μl of solutions of state standard samples of the 
studied ions were added, the analytical signal was 
recorded; then 50 μl of a mercury solution with a 
concentration of 0.1 mg/l was added, the analytical 
signal was recorded, and the result was evaluated.

A mercury fi lm electrode is normally used to 
determine the Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, Zn2+ ions. In 
this study, we used a gold-carbon electrode as a 
working one; a silver-chloride electrode served as 
a reference electrode. Since the gold-carbon elec-
trode is selective and is designed to determine mer-
cury and arsenic [8], the studied cations of heavy 
metals theoretically could not interfere with the 
detection of mercury.

The results obtained are presented in Table 2 
and Fig. 1–5.

Data of Table 2 indicate that metal cations do 
not interfere with the determination of  content of 
mercury  in protamine sulfate. The mercury con-
tent in protamine sulfate with the addition of heavy 
metal cations differs quantitatively by a value that 
is within the range of acceptable error.

According to the product specifi cation, name-
ly the certifi cate of analysis for protamine sulfate, 

токе развертки потенциала от 0.35 до 0.75 В про-
ходило со скоростью 40 мВ/с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определения ртути в образцах 

протамина сульфата с предварительной пробо-
подготовкой представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, содержание ртути в го-
товом лекарственном препарате и в образцах с 
предварительной пробоподготовкой значитель-
но не отличается. При осаждении белков содер-
жание возрастает, но при данных концентрациях 
примеси ртути это увеличение является незначи-
тельным. В связи с вышеизложенным можно сде-
лать вывод, что предварительной пробоподготов-
ки не требуется. 

Чтобы оценить влияние ионов Cu2+, Pb2+, Fe2+, 
Cd2+, Zn2+ на содержание ртути в образцах прота-
мина сульфата, в электрохимическую ячейку вно-
сили 50 мкл пробы (раствор протамина сульфа-
та), регистрировали аналитический сигнал про-
бы, затем вносили по 10 мкл растворов государ-
ственных стандартных образцов изучаемых ио-
нов, регистрировали аналитический сигнал, по-
сле этого вносили 50 мкл раствора ртути с кон-
центрацией 0.1 мг/л, регистрировали аналитиче-
ский сигнал и оценивали результат.

Обычно для определения ионов Cu2+, Pb2+, 
Fe2+, Cd2+, Zn2+ используют ртутно-пленочный 
электрод. В нашем исследовании применялся зо-
лотоуглеродсодержащий электрод в качестве ра-
бочего, электродом сравнения служил хлорсе-
ребряный электрод. Поскольку золотоуглерод-
содержащий электрод является селективным, 
предназначенным для определения ртути и мы-
шьяка [8], то изучаемые катионы тяжелых ме-
таллов теоретически не могли помешать опреде-
лению ртути. 

Полученные результаты представлены в 
табл. 2 и на рис. 1–5.

Таблица 1. Содержание ртути в образцах протамина сульфата с различной пробоподготовкой
Table 1. Content of mercury in protamine sulfate samples with different sample preparation

Вариант пробоподготовки / Sample preparation option Содержание ртути, мг/л | Mercury content, mg/l

Протамина сульфат серии 514111 без пробоподготовки
Protamine sulfate, batch 514111 without sample preparation

0.000423 ± 0.00121

Разбавление водой 1 : 2 / Dilution with water 1 : 2 0.000417 ± 0.00140

Разбавление водой 1 : 1 / Dilution with water 1 : 1 0.000420 ± 0.00152

Осаждение вольфраматом (вариант 1)
Precipitation by tungstate (option 1)

0.000462 ± 0.00131

Осаждение вольфраматом (вариант 2)
Precipitation by tungstate (option 2)

0.000459 ± 0.00121

Осаждение ZnSO4 (вариант 3) / Precipitation by ZnSO4 (option 3) 0.000533 ± 0.00113
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Рис. 1. Вольтамперограмма протамина сульфата 
с добавлением Cu2+

Fig. 1. Voltammogram of protamine sulfate with the 
addition of Cu2+
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Рис. 2. Вольтамперограмма протамина сульфата 
с добавлением Pb2+

Fig. 2. Voltammogram of protamine sulfate with the 
addition of Pb2+
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Рис. 3. Вольтамперограмма протамина сульфата 
с добавлением Zn2+

Fig. 3. Voltammogram of protamine sulfate with the 
addition of Zn2+
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Рис. 4. Вольтамперограмма протамина сульфата 
с добавлением Cd2+

Fig. 4. Voltammogram of protamine sulfate with the 
addition of Cd2+
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Таблица 2. Содержание ртути в образцах протамина сульфата различных серий при добавлении ионов Cu2+, Pb2+, 
Fe2+, Zn2+, Cd2+ 
Table 2. Content of mercury in protamine sulfate samples of various batches when adding Cu2+, Pb2+, Fe2+, Zn2+, Cd2+

Протамина сульфат / Protamine sulfate Содержание ртути, мг/л | Mercury content, mg/l

Без добавок / Without additives:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000633 ± 0.00019
0.000471 ± 0.00015
0.000432 ± 0.00013

С добавлением Cu2+ / With the addition of Cu2+:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000606 ± 0.00015 
0.000452 ± 0.00013
0.000412 ± 0.00011

С добавлением Pb2+ / With the addition of Pb2+:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000661 ± 0.00018
0.000483 ± 0.00018
0.000462 ± 0.00014

С добавлением Fe2+ / With the addition of Fe2+:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000651 ± 0.00019
0.000479 ± 0.00017
0.000455 ± 0.00012

С добавлением Zn2+ / With the addition of Zn2+:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000686 ± 0.00020
0.000492 ± 0.00019
0.000471 ± 0.00018

С добавлением Cd2+ / With the addition of Cd2+:
сер. / b. 514062
сер. / b. 515091
сер. / b. 514111

0.000658 ± 0.00022
0.000484 ± 0.00016
0.000460 ± 0.00017

Пр им е ч а н и е .  Сер. — серия.
N o t e .  b. — batch number.
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Рис. 5. Вольтамперограмма протамина сульфата с добавлением Fe2+

Fig. 5. Voltammogram of protamine sulfate with the addition of Fe2+
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Как видно из представленных в табл. 2 дан-
ных, катионы металлов не оказывают мешающе-
го влияния на определение содержания ртути в 
протамина сульфате. Содержание ртути в прота-
мина сульфате при добавлении катионов тяжелых 
металлов количественно отличается на величину, 
которая входит в интервал допустимой ошибки. 

Согласно нормативной документации, а 
именно сертификату анализа на протамина суль-
фат — примеси ртути должно быть ≤10 ppm (или 
10 мг/л). Содержание ртути в изучаемых образ-
цах соответствует требованиям нормативной до-
кументации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование позволяет сде-

лать следующие выводы:
1. Для определения содержания ртути в об-

разцах протамина сульфата специальная пробо-
подготовка не требуется. 

2. Ионы Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, Zn2+ не влияют на 
результаты определения содержания ртути в об-
разцах протамина сульфата, что говорит о высокой 
избирательности используемой нами методики. 

mercury impurity should be ≤10 ppm (or 10 mg/l). 
The content of mercury in the samples under study 
meets the requirements of the product specifi ca-
tion.

CONCLUSION
The research results allow us to draw the fol-

lowing conclusions:
1. To determine the mercury content in prot-

amine sulfate samples, special sample preparation 
is not required.

2. Ions of Cu2+, Pb2+, Fe2+, Cd2+, Zn2+  do not af-
fect the results of determining the mercury content 
in protamine sulfate samples, which indicates a 
high selectivity of the procedure we used.
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Heparin sensitization of fentanyl initiated mu-receptors
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АННОТАЦИЯ 
Гепарин является антикоагулянтом, широко применяемым в клинической практике. Помимо антикоагу-

ляционной активности гепарин обладает цитостатическим, бактериостатическим, антилипемическим, радио-
протективным действием, проявляет антиаллергический и гипотензивный эффекты. Гепарин модулирует кар-
диотропные, нейротропные, антигипоксические, антиишемические свойства регуляторных пептидов и фарма-
кологических средств, применяющихся при обезболивании и наркозе. При этом крайне мало информации об 
антиноцицептивном действии гепарина. 

Цель настоящей работы — изучение влияния гепарина при сочетанном применении с опиоидным агони-
стом фентанилом на мю-рецепторы на спинальном и супраспинальном уровнях. В опытах на лабораторных 
крысах установлено, что гепарин при предварительном и совместном введении с фентанилом увеличивает ла-
тентный период реакции отведения хвоста и реакции облизывания лап. Налоксон, являющийся антагонистом 
опиоидных рецепторов, снижает антиноцицептивную эффективность. Протамина сульфат также снижает уро-
вень сенсибилизации гепарином опиоидных рецепторов. 

Таким образом, полученные данные позволяют говорить о сенсибилизирующем действии гепарина на мю-
опиоидные рецепторы, инициированные агонистом, на спинальном и супраспинальном уровнях.

Ключевые слова: гепарин, фентанил, налоксон, протамина сульфат, антиноцицептивное действие. 

ABSTRACT 
Heparin is an anticoagulant widely used in clinical practice. In addition to anticoagulant activity, heparin has a cyto-

static, bacteriostatic, antilipemic, radioprotective effect, and exhibits antiallergic and hypotensive action. Heparin modu-
lates cardiotropic, neurotropic, antihypoxic, anti-ischemic properties of regulatory peptides and pharmacological agents 
used in pain relief and anesthesia. At the same time, there is very little information about the antinociceptive effect of 
heparin.

The aim of this work is to study the effect of heparin in combination with the opioid agonist fentanyl on mu-opioid 
receptors at the spinal and supraspinal levels. In experiments on laboratory rats, it was established that heparin, when pre-
administered and combined with fentanyl, increases the latency in the tail fl ick test and the paw licking test. Naloxone, an 
opioid receptor antagonist, reduces antinociceptive effi cacy of the studied compounds. Protamine sulfate also reduces the 
level of heparin sensitization of opioid receptors.
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ВВЕДЕНИЕ
Гепарин, применяющийся в клинической 

практике как антикоагулянт первого выбора, об-
ладает целым рядом свойств, выходящих за рам-
ки антикоагулянтной системы [1]. Помимо анти-
коагуляционной активности гепарин обладает ци-
тостатическим [2], бактериостатическим [3], ан-
тилипемическим [4], радиопротективным [5] дей-
ствием, выявлены его антиаллергический [6] и ги-
потензивный [7] эффекты. Сравнительно недав-
но была показана способность гепарина связы-
вать и инактивировать природные токсины, вхо-
дящие в состав пчелиного яда и некоторых змеи-
ных ядов [8], а также взаимодействовать с неко-
торыми фармакологическими веществами [9, 10]. 

Эффекты гепарина обусловлены различны-
ми механизмами. В частности, показано, что мно-
гие эффекты гепарина связаны с его способно-
стью модулировать уровень ионов кальция (Ca2+) 
[11]. Процесс повышения внутриклеточного уров-
ня Ca2+ обусловлен тем, что вследствие активации 
фосфолипазы С происходит гидролиз фосфоино-
зитидов, в результате чего образуется инозитол-
1,4,5-трифосфат (И3Ф), который мобилизует вы-
ход внутриклеточного Ca2+ [12, 13]. Многие эф-
фекты Ca2+ опосредованы белком кальмодули-
ном, уровень которого может повышать цАМФ, 
что приводит к еще большему выходу Ca2+ из вну-
триклеточных резервов [11]. Гепарин оказывает 
выраженное гиперполяризующее действие и мо-
жет изменять зарядность мембран, таким обра-
зом модулируя действие кальциевых каналов и 
регулируя уровень свободных ионов кальция, яв-
ляющихся одним из важнейших индукторов вы-
деления внутриклеточного Ca2+ [14]. 

Кроме того, у гепарина выявлена возмож-
ность образовывать комплексы с различными 
соединениями. Гепарин способен образовывать 
комплексы с положительно заряженными ио-
нами металлов, катионами, в том числе органи-
ческими: K+, Na+, Ca2+, Ba2+, Cu2+, Cl–, SO4

2–, PO4
3–, 

CH3COO– [15, 16]). Доказана способность гепари-
на образовывать комплексы с широким спектром 
аминокислот, белков, пептидов, ферментов, кати-
онных соединений, при этом могут меняться как 
его собственные свойства, так и свойства веществ, 
вступающих с ним во взаимодействие [17–21]. Ге-
парин может образовывать комплексы с физи-

INTRODUCTION
Heparin, which is used in clinical practice as 

the fi rst-line anticoagulant, has a number of prop-
erties that go beyond the anti-coagulant system [1]. 
In addition to anticoagulant activity, heparin has 
cytostatic [2], bacteriostatic [3], antilipemic [4], 
radioprotective [5] effects; its antiallergic [6] and 
hypotensive [7] action has been identifi ed. Com-
paratively recently, the ability of heparin to bind 
and inactivate natural toxins that are a part of bee 
venom and some snake venoms [8], as well as inter-
act with some pharmacological substances [9, 10], 
was shown.

The effects of heparin are due to various mech-
anisms. In particular, it was shown that many of 
these effects are associated with the ability to mod-
ulate the level of calcium ions (Ca2+) [11]. The pro-
cess of the intracellular Ca2+ level increase is due to 
the fact that, because of the activation of phospholi-
pase C, the hydrolysis of phosphoinositides occurs, 
as a result inositol-1,4,5-triphosphate (Ins3P) is 
formed which mobilizes the release of intracellular 
Ca2+ [12, 13]. Many effects of Ca2+ are mediated by 
the protein calmodulin the level of which can in-
crease cAMP, which leads to an even greater release 
of Ca2+ from intracellular reservoirs [11]. Heparin 
has a pronounced hyperpolarizing effect and can 
change the membranes’ charge, thus modulating 
the action of calcium channels and regulating the 
level of free calcium ions which are one of the most 
important inducers of intracellular Ca2+ release [14].

In addition, it was revealed that heparin could 
form complexes with various compounds. Heparin 
is capable of complexing with positively charged 
metal ions, as well as cations, including organic 
ones: K +, Na +, Ca2 +, Ba2 +, Cu2 +, Cl–, SO4

2–, PO4
3–, 

CH3COO– [15, 16]. The ability of heparin to form 
complexes with a wide range of amino acids, pro-
teins, peptides, enzymes, and cationic compounds 
has been proven, while both its own properties and 
the properties of substances interacting with it can 
change [17–21]. Heparin can form complexes with 
physiologically active peptides. The interaction of 
heparin with peptides can signifi cantly affect vari-
ous parts of the regulatory system. It was found 
that heparin infl uences the manifestation of some 

Thus, the obtained data allow us to speak about the sensitizing effect of heparin on initiated by an agonist mu-opioid 
receptors at the spinal and supraspinal levels.
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ологически активными пептидами. Взаимодей-
ствие гепарина с пептидами может существенным 
образом отражаться на различных звеньях систе-
мы регуляции. Установлено, что гепарин in vivo 
влияет на проявление некоторых эффектов ряда 
регуляторных пептидов: адренокортикотропного 
гормона [22], тиролиберина [23], лютеинизирую-
щего гормона, опиоидных пептидов [24], бради-
кинина, инсулина [25]. 

При этом в научной литературе крайне мало 
информации об антиноцицептивном действии 
гепарина. Косвенные данные позволяют только 
предполагать наличие этих свойств. 

ЦЕЛЬ  ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение влияния гепарина при сочетанном 

применении с опиоидным агонистом фентани-
лом на мю-рецепторы на спинальном и супраспи-
нальном уровнях.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ
Исследование проводилось на 112 нели-

нейных лабораторных крысах-самцах массой 
200 ± 10 г, содержащихся на общем рационе ви-
вария. Содержание и оперативные вмешатель-
ства осуществляли в соответствии с норматива-
ми, представленными в Guide for Care and Use 
of Laboratory Animals, и требованиями приказа 
Министерства здравоохранения РФ от 1 апреля 
2016 г. № 199н «Об утверждении Правил надле-
жащей лабораторной практики».

В работе исследовали следующие препа-
раты: 1) высокомолекулярный гепарин, произ-
водства ФГУП «Московский эндокринный за-
вод», содержащий в 1 мл раствора 5000 МЕ 
(1 МЕ = 0.0077 мг); 2) фентанил, производства 
ФГУП «Московский эндокринный завод», содер-
жащий в 1 мл раствора 0.05 мг сухого вещества, 
являющийся агонистом мю-рецепторов [26]; 
3) протамина сульфат, производства ФГУП «Мо-
сковский эндокринный завод», содержащий в 1 мл 
раствора 10 мг сухого вещества, являющегося бло-
катором гепарина [27]; 4) налоксон, производства 
фармацевтического завода «Польфа» (Польша), 
0.4 мг/мл, являющийся антагонистом опиоид-
ных рецепторов [28]. Исследуемые вещества вво-
дили внутрибрюшинно в объеме 1 мл в опре-
деленной последовательности, предусмотрен-
ной условиями опыта. Время между введениями 
было постоянным и составляло 10 мин.

В качестве объекта исследования влияния ге-
парина на чувствительность опиоидных рецепто-
ров использовалась эндогенная ноцицептивная 
система. Ноцицептивные реакции оценивали по 

effects of a number of regulatory peptides in vivo: 
adrenocorticotropic hormone [22], thyroliberin 
[23], luteinizing hormone, opioid peptides [24], 
bradykinin, insulin [25]. 

At the same time, there is very little informa-
tion on the antinociceptive effect of heparin in the 
scientifi c literature. Indirect data allow us only to 
assume the presence of these properties.

A IM O F THE R ESE A RCH 
To study the effect of heparin in combination 

with the opioid agonist fentanyl on mu-receptors at 
the spinal and supraspinal levels.

MATERIALS AND METHODS
The study was carried out on 112 outbred labo-

ratory male rats weighing 200 ± 10 g, kept on the 
standard diet of the vivarium. Animal management 
and surgical interventions were carried out in ac-
cordance with the Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals, and the order of the Ministry 
of Health of the Russian Federation of April 1, 2016 
No. 199n “On the approval of the Rules of good lab-
oratory practice.”

The following drug preparations were studied 
in the experiment: 1) high molecular weight heparin, 
produced by the  Moscow Endocrine Plant, contain-
ing 5000 IU in 1 ml of solution (1 IU = 0.0077 mg); 
2) fentanyl, produced by the Moscow Endocrine 
Plant, containing 0.05 mg of dry matter in 1 ml of 
solution, which is an agonist of mu-receptors [26]; 
3) protamine sulfate, produced by the Moscow En-
docrine Plant, containing 10 mg of dry matter in 1 
ml of solution, which is a heparin blocker [27]; 4) 
naloxone, produced by the Polfa S.A. (Poland), 0.4 
mg/ml, which is an antagonist of opioid receptors 
[28]. The studied substances were injected intra-
peritoneally in a volume of 1 ml in a certain se-
quence, provided for by the conditions of the exper-
iment. The time between injections was constant 
and amounted to 10 min.

The endogenous nociceptive system was used 
as an object of study of the effect of heparin on the 
sensitivity of opioid receptors. Nociceptive reac-
tions were assessed by 2 standard tests, which allow 
to partly estimate the nature of the effect of sub-
stances mainly at the spinal (tail fl ick test (test I)) 
and supraspinal (hot plate test (test II)) levels [29]. 
The experiments were carried out on animals that 
underwent baseline testing, the initial nociceptive 
thresholds (baseline data) of which did not exceed 
8 s in test I and 15 s in test II.
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2 стандартным тестам, позволяющим до опреде-
ленной степени судить о характере влияния ве-
ществ преимущественно на спинальном (тест от-
ведения хвоста — tail fl ick (тест I)) и супраспи-
нальном (тест «горячей пластины» — hot plate 
(тест II)) уровнях [29]. Опыты проводили на жи-
вотных, прошедших фоновое тестирование, исхо-
дные ноцицептивные пороги (фон) которых в те-
сте I не превышали 8 с, в тесте II — 15 с.

Тест I основан на рефлекторной реакции отве-
дения хвоста в ответ на нанесение болевого стиму-
ла в область верхней трети хвоста. Установка пред-
ставляет собой следующее. Внутрь специального 
футляра (37 × 20 × 10 см) помещался источник те-
плового излучения (кинопроекционная лампа со 
встроенным отражателем типа К21-150). Питание 
осуществлялось от источника постоянного тока с 
напряжением 4.5 В при токе в 2.7 А. Встроенный 
отражатель лампы позволяет получить сфокуси-
рованный световой поток, диаметр светового пят-
на составляет 6 мм. Температура в фокусе пуч-
ка устанавливалась на значениях, вызывающих 
у контрольных животных четкую аверсивную ре-
акцию отведения хвоста с латентным периодом 
5–8 с. Фокус светового пятна совпадал с отверсти-
ем на поверхности футляра. Животное (крыса) 
вручную фиксировалось на операционном поле 
футляра и на каретке подводилось к области све-
тового пятна. Латентный период реакции отведе-
ния хвоста (ЛП РОХ) оценивался по секундомеру. 

При оценке ноцицептивной реакции на су-
праспинальном уровне использовался тест II. 
Животное помещали на пластину, нагретую до 
57–58 °С, температура поверхности пластины ре-
гулировалась термостатом. По секундомеру засе-
калось время от момента помещения животно-
го на пластину до момента первого облизывания 
лап (задних), что и составляло латентный пери-
од реакции облизывания лапок (ЛП РОЛ). Мак-
симальное время нахождения животного на пла-
стине — 25 с. Анальгетический эффект оценивал-
ся в процентах от значений контрольной группы, 
принимаемой за 100 %. 

Взаимодействие гепарина с исследуемыми 
веществами in vitro изучали фотоколориметри-
ческим методом, а также по изменению спектров 
поглощения данных веществ и их смесей в УФ-
области. Колориметрирование осуществляли на 
фотоэлектроколориметре КФК-3 с использовани-
ем синего светофильтра (400 нм).

Измерения спектров поглощения в УФ-
области проводили на установке, функциональ-
но идентичной однолучевому спектрофотометру. 
Установка включала в себя источник света (водо-

Test I is based on the tail withdrawal in re-
sponse to  a pain stimulus to the upper third of the 
tail. Test facility is as follows. A source of thermal 
radiation (a cinema projection lamp with a built-in 
refl ector, type K21-150) was placed inside a special 
case (37 × 20 × 10 cm). Power was supplied from 
a direct current source with a voltage of 4.5 V and 
amperage of 2.7 A. The built-in lamp refl ector gives 
a focused luminous fl ux with the diameter of the 
light spot being 6 mm. The temperature at the focus 
of the beam was set at the values causing a distinct 
aversive tail fl ick reaction in control animals with a 
latency of 5–8 s. The focus of the light spot coincid-
ed with the hole on the surface of the case. The ani-
mal (rat) was manually fi xed on the operating fi eld 
of the case and was brought to the area of the light 
spot on the carriage. The tail fl ick latency (TFL) was 
estimated using a stopwatch timer.

Test II was used to assess the nociceptive re-
sponse at the supraspinal level. The animal was 
placed on a plate heated to 57–58°C; the plate 
surface temperature was controlled by a thermo-
stat. The stopwatch timer was used to record the 
time from the moment the animal was placed on 
the plate until the moment of the fi rst paw licking 
(hind legs), which constituted the paw licking la-
tency (PLL). The maximum time an animal was on 
the plate reached 25 s. The analgesic effect was as-
sessed as a percentage of the values of the control 
group, taken as 100%.

The interaction of heparin with the test sub-
stances in vitro was studied by the photocolorimet-
ric method, as well as by changes in the absorption 
spectra of these substances and their mixtures in 
the ultraviolet. Colorimetry was carried out on a 
KFK-3 photoelectric colorimeter using a blue light 
fi lter (400 nm).

Measurements of absorption spectra in the 
UV were carried out on an apparatus functionally 
identical to a single-beam spectrophotometer. The 
apparatus included a light source (hydrogen lamp 
or incandescent lamp), a MDR-12 monochromator 
with a stepping motor, a synchronous detector, a 
light-receiving chamber in which quartz cuvettes 
with solutions were located, and a photomultiplier 
connected to a computer for automatic data record-
ing. The test substances were diluted in phosphate 
buffer (pH 7.2) or in distilled water, the extinction 
of solutions was measured with reference to sol-
vents.

The signifi cance of differences between groups 
was assessed directly by the variant values using 
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родная лампа или лампа накаливания), монохро-
матор МДР-12 с шаговым двигателем, синхронный 
детектор, светоприемную камеру, в которой разме-
щались кварцевые кюветы с растворами, и фото-
умножитель, подключенный к компьютеру для ав-
томатической регистрации данных. Исследуемые 
вещества разводили в фосфатном буфере (рН 7.2) 
или в дистиллированной воде, экстинкцию рас-
творов измеряли относительно растворителей.

Достоверность различий между группами 
оценивалась непосредственно по значениям ва-
риант с использованием непараметрического 
критерия Уилкоксона — Манна — Уитни для не-
зависимых совокупностей. Для множественных 
сравнений применяли критерий Данна [30]. Все 
экспериментальные работы проводились с уче-
том этических норм обращения с животными и 
отвечали требованиям Общества защиты живот-
ных [31, 32].

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что внутрибрюшинное введе-

ние фентанила в дозе 0.1 мг/кг достоверно уве-
личивает длительность латентных периодов (ЛП) 
болевых реакций на спинальном уровне, особен-
но в течение первых 40 мин от момента введения, 
при этом ЛП РОХ превышает контрольные вели-
чины в 2–3 раза. Затем следует снижение анти-
ноцицептивной реакции, и к 120-й мин ЛП РОХ 
возвращается к контрольным величинам. При ре-
гистрации болевой реакции на супраспинальном 
уровне максимальное увеличение ЛП РОЛ реги-
стрируется на 150–180-й мин от момента инъек-
ции (табл. 1).

При предварительном введении гепарина в 
дозах 50, 500 и 5000 МЕ/кг с последующей инъек-
цией фентанила в дозе 0.1 мг/кг в первые 40 мин 
наблюдается увеличение ЛП РОХ в 3–5 раз от-
носительно контроля и в 1.5 раза относительно 
введения только фентанила. Следует отметить, 
что повышение порога болевой чувствительно-
сти имеет продолжительный характер и его сни-
жение фиксируется на 150–180-й мин от момента 
инъекции (см. табл. 1).

Несколько иная картина наблюдается при 
оценке антиноцицептивной реакции на супра-
спинальном уровне. При тех же условиях опы-
та, при которых регистрировали ЛП РОХ, ла-
тентный период РОЛ при действии фентанила на 
фоне возрастающих доз гепарина достигает мак-
симальных значений к 150–180-й мин от момен-
та инъекции, в то время как ЛП РОХ в этот вре-
менной период снижается до контрольных вели-
чин (см. табл. 1).

the Wilcoxon-Mann-Whitney nonparametric test 
for independent populations. Dunn’s test was used 
for multiple comparisons [30]. All experimental 
work was carried out taking into account the ethi-
cal standards of treatment of animals and met the 
requirements of the Society for the Protection of 
Animals [31, 32].

RESULTS AND DISCUSSION
It was found that intraperitoneal administra-

tion of fentanyl at a dose of 0.1 mg/kg signifi cantly 
increases the duration of latencies (L) of pain reac-
tions at the spinal level, especially during the fi rst 
40 min from the moment of administration, while  
TFL exceeds the control values by 2–3 times. This 
is followed by a decrease in the antinociceptive re-
sponse, and TFL returns to the control values by 
the 120th min. When registering a pain reaction at 
the supraspinal level, the maximum increase of the 
PLL is recorded at 150–180th  min from the moment 
of injection (Table 1).

With pre-administration of heparin at doses of 
50, 500, and 5000 IU/kg followed by the injection of 
fentanyl at a dose of 0.1 mg/kg in the fi rst 40 min, 
an increase of  TFL is observed by 3–5 times relative 
to the control, and 1.5 times relative to the adminis-
tration of fentanyl alone. It should be noted that the 
increase in the pain threshold has a long-term char-
acter, and its decrease is recorded at 150–180th min 
from the moment of injection (see Table 1).

A somewhat different picture is observed when 
assessing the antinociceptive response at the su-
praspinal level. Under the same experimental con-
ditions as with the TFL recording, the latency of 
PL refl ex under the action of fentanyl together with 
the increasing doses of pre-administered heparin, 
reaches its maximum values by 150–180th min from 
the moment of injection, while the TFL at this time 
period decreases to the control values (see Table 1).

The antinociceptive effect of fentanyl is re-
duced at both spinal and supraspinal levels by 
pre-administration of the opioid receptor blocker 
naloxone. At the spinal level, the TFL consistently 
decreases with time elapsed from the moment of 
administration, and by the 180th min it approaches 
the sub-control values. At the supraspinal level, the 
opposite picture is observed:  the PLL increases by 
the end of the observation, amounting to 187.1% by 
the 150th min, which is signifi cantly higher than the 
control values, the PLL values with the injection of 
fentanyl and  TFL in the naloxone → fentanyl se-
ries. The administration of the test substances ac-
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Таблица 1. Модуляция гепарином и налоксоном (1 мг/кг) антиноцицептивного действия фентанила (0.1 мг/кг) 
на спинальном и супраспинальном уровнях, %
Table 1. Modulation by heparin and naloxone (1 mg/kg) of the antinociceptive action of fentanyl (0.1 mg/kg) at the spinal 
and supraspinal levels, %

Условия опыта / Experimental conditions
Время после введения веществ, мин
Time after administration of substances, min

20 40 60 90 120 150 180

Контроль (физиол. р-р) / Control (saline) 100 100 100 100 100 100 100

Фентанил / Fentanyl: 
ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

304.6*●
118.2●

247.2*
155.6*●

119.1
118.5

155.3*
110.4●

108.1
77.7*●

94.9
162.2*●

98.4
166.7*●

Гепарин (50 МЕ/кг) → фентанил:
Heparin (50 IU/kg) → fentanyl:

ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

300.3*
158.4●

286.2*
168.8*●

160.8*
122.3

168.1*
119.4●

232.5*
84.9●

116.3
158.8*●

98.8
174.7*●

Гепарин (500 МЕ/кг) → фентанил:
Heparin (500 IU/kg) → fentanyl:

ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

496.1*
208.7*●

478.5*
101.5●

275.2*
192.1*●

244.3*
115.6●

158.6*
73.2*●

106.4
160.7*●

96.8
164.9*●

Гепарин (5000 МЕ/кг) → фентанил:
Heparin (5000 IU/kg) → fentanyl:

ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

420.4*
171.7*●

412.3*
218.9*●

225.8*
138.8*●

273.8*
131.1*●

408.6*
109.5●

210*
242.5*

88.7
220.9*●

Налоксон → фентанил / Naloxone → fentanyl:
ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

121.6*
97.4●

158.1*
95.5«●

146.3*
110.6●

82.3
131.5●

134.2*
118.2

102.6
187.1*●

71.5
140.0*●

Налоксон → гепарин → фентанил: 
Naloxone → heparin → fentanyl:

ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

119.3
102.6

148.1*
103.4●

157.1*
114.1●

148.7*«

123.3*
145.9*
65.5*●

140.0*
150.0*

109.9
153.3*●

Протамина сульфат (10 мг/кг) → фентанил: 
Protamine sulfate (10 mg/kg) → fentanyl :

ЛП РОХ / TFL
ЛП РОЛ / PLL

108.5
102.2

110.2
103.2

118.9
112.4

112.0
117.3

101.1
64.8●

74.6*«

135.1*●
89.3*
130.2*●

* Различия статистически значимы по сравнению с контролем (p < 0.05). 
   The differences are statistically signifi cant compared to the control (p < 0.05).
 Различия статистически значимы по сравнению с серией «Фентанил» (p < 0.05). 
   The differences are statistically signifi cant compared to the fentanyl series (p < 0.05).
● Различия статистически значимы между ЛП РОХ и ЛП РОЛ.
   The differences are statistically signifi cant between the TFL and the PLL.

cording to the naloxone → heparin → fentanyl se-
ries neutralized the antagonistic effect of naloxone 
on opioid receptors to a certain extent, however, 
neither  TFL, nor PLL reached the values obtained 
with the injection of fentanyl alone (see Table 1).

In the series of experiments with registration 
of the antinociceptive effect of fentanyl at the spinal 
and supraspinal levels, the role of endogenous hep-
arin in the realization of the mu-opioid receptors 
agonist action is especially pronounced. Thus, the 
blockade of endogenous heparin with protamine 
sulfate at a dose of 10 mg/kg is accompanied by a 
sharp decrease in TFL and PLL, which indicates the 
undoubted role of endogenous heparin in the im-
plementation of the antinociceptive phenomenon of 
fentanyl.

Антиноцицептивный эффект фентанила 
снижается на фоне предварительного введения 
блокатора опиоидных рецепторов налоксона как 
на спинальном, так и на супраспинальном уров-
нях. На спинальном уровне ЛП РОХ последова-
тельно снижается с течением времени, прошед-
шего от момента введения, и к 180-й мин прибли-
жается к субконтрольным величинам. На супра-
спинальном уровне наблюдается обратная кар-
тина: ЛП РОЛ возрастает к концу наблюдения, 
составляя к 150-й мин 187.1 %, что достоверно 
выше контрольных величин, значений ЛП РОЛ 
при введении фентанила и ЛП РОХ в серии «На-
локсон → фентанил». Введение исследуемых ве-
ществ по схеме «Налоксон → гепарин → фента-
нил» в определенной степени нивелировало ан-
тагонистическое действие налоксона на опиоид-
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ные рецепторы, однако ни ЛП РОХ, ни ЛП РОЛ 
не достигали значений, полученных при инъек-
ции только фентанила (см. табл. 1). 

В серии экспериментов с регистрацией анти-
ноцицептивного действия фентанила на спиналь-
ном и супраспинальном уровнях особенно ярко 
проявляется роль эндогенного гепарина в реали-
зации эффектов агониста мю-опиоидных рецеп-
торов. Так, блокада эндогенного гепарина прота-
мина сульфатом в дозе 10 мг/кг сопровождается 
резким снижением ЛП РОХ и ЛП РОЛ, что свиде-
тельствует о несомненной роли эндогенного гепа-
рина в реализации антиноцицептивного феноме-
на фентанила. 

Таким образом, гепарин в дозах 50, 500 и 
5000 МЕ/кг потенцирует антиноцицептивное 
действие фентанила на спинальном и супраспи-
нальном уровне, а протамина сульфат, блокируя 
эндогенный гепарин, снижает противоболевой 
эффект агониста опиоидных рецепторов. Сход-
ный с протамина сульфатом эффект регистриру-
ется и при предварительном введении налоксона, 
однако в данном случае происходит блокада опи-
оидных рецепторов по пути лиганд-рецепторного 
взаимодействия.

Для выяснения возможного взаимодействия 
гепарина с фентанилом in vivo была изменена по-
следовательность введений исследуемых веществ. 
Если в предыдущей серии фентанил вводился на 
фоне действия гепарина, то в следующей серии 
гепарин инъецировался в виде смеси, приготов-
ленной in vitro при инкубации в течение 30 мин 
при температуре 37 °С в соотношениях гепарин-
фентанил 5 : 1, 50 : 1 и 500 : 1 (табл. 2). В качестве 
контроля была выбрана концентрация гепари-
на 500 МЕ/кг, при введении которой регистриро-

Thus, heparin at doses of 50, 500, and 5000 
IU/kg potentiates the antinociceptive effect of 
fentanyl at the spinal and supraspinal levels, and 
protamine sulfate, blocking endogenous heparin, 
reduces the analgesic effect of an opioid receptor 
agonist. An effect similar to protamine sulfate is 
also recorded with the pre-administration of nalox-
one, but in this case, the blockade of opioid recep-
tors occurs via the ligand-receptor interaction.

To elucidate the possible interaction of hepa-
rin with fentanyl in vivo, the sequence of the test 
substances administration was changed. If in the 
previous series fentanyl was administered in pres-
ence of the heparin action, then in the next series 
heparin was injected in the form of a mixture pre-
pared in vitro during 30 min incubation at 37°C 
at the heparin-fentanyl ratios of 5 : 1, 50 : 1, and 
500 : 1 (Table 2). As a control, the concentration of 
heparin of 500 IU/kg was chosen, the introduction 
of which showed the effects of maximum severity in 
the previous heparin (500 IU/kg) → fentanyl series 
(see Table 1).

It should be noted that heparin at a dose of 500 
IU/kg also has an antinociceptive effect at the spi-
nal level. The latency of tail fl ick reaction signifi -
cantly differs from the control when registered at 
40th, 60th and 120th min from the moment of injec-
tion (see Table 2).

Comparative characteristics of the two meth-
ods of administration of the studied compounds 
showed that in both cases the heparin potentia-
tion of the antinociceptive action of fentanyl takes 
place. It is known from the literature [13] that when 
heparin interacts with bioactive substances, their 

Таблица 2. Модуляция гепарином антиноцицептивного действия фентанила (0.1 мг/кг)  на спинальном (ЛП 
РОХ) уровне, %
Table 2. Heparin modulation of the antinociceptive action of fentanyl (0.1 mg/kg) at the spinal (TFL) level, %

Условия опыта / Experimental conditions
Время после введения веществ, мин
Time after administration of substances, min      

20 40 60 90 120 150 180

Контроль (физиол. р-р) / Control (saline) 100 100 100 100 100 100 100

Гепарин (500 МЕ/кг) / Heparin (500 IU/kg) 94.2 125.2* 173.3* 88.4 169.2* 101.7 86.9

Фентанил (0.1 мг/кг) | Fentanyl (0.1 mg/kg) 298.1* 230.8* 110.0 145.2* 101.8 90.9 98.4

Гепарин + фентанил / Heparin + fentanyl (5 : 1) 269.8* 275.7* 257.8* 251.3* 171.0* 105.5 96.7

Гепарин + фентанил / Heparin + fentanyl (50 : 1) 480.0* 485.4* 300* 269.2* 371.8* 161.4* 96.7

Гепарин + фентанил / Heparin + fentanyl (500 : 1) 406.8* 407.7* 355.5* 215.4* 405.1* 200* 88.7

* Различия статистически значимы по сравнению с контролем (p < 0.05). 
   The differences are statistically signifi cant compared to the control (p < 0.05).
 Различия статистически значимы по сравнению с серией «Фентанил» (p < 0.05).
   The differences are statistically signifi cant compared to the Fentanyl series (p < 0.05).
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валась максимальная выраженность эффектов в 
предыдущей серии «Гепарин (500 МЕ/кг) → фен-
танил» (см. табл. 1). 

Следует отметить, что гепарин в дозе 500 
МЕ/кг также обладает антиноцицептивным дей-
ствием на спинальном уровне. Латентный пери-
од реакции отведения хвоста достоверно отлича-
ется от контроля при регистрации на 40-й, 60-й и 
120-й мин от момента введения (см. табл. 2).

Сравнительная характеристика двух спосо-
бов введения исследуемых веществ показала, что 
и в том и в другом случае имеет место потенциро-
вание гепарином антиноцицептивного действия 
фентанила. Из литературы известно [13], что при 
взаимодействии гепарина с биологически актив-
ными веществами их активность изменяется в ту 
или другую сторону. Опираясь на полученные дан-
ные по предварительному и одновременному вве-
дению гепарина, можно предполагать, что ком-
плексообразования между фентанилом и гепари-
ном не происходит. Это предположение подкре-
пляется колориметрическим и спектрофотоме-
трическим исследованием in vitro смеси гепарин-
фентанил в соотношении 5 : 1, 50 : 1 и 500 : 1. Фо-
тоэлектроколориметрическое исследование смеси 
гепарин-фентанил не выявило изменений оптиче-
ской плотности относительно контроля, в качестве 
которого использовался раствор гепарина в кон-
центрациях 50, 500 и 5000 МЕ/кг. Анализ спек-
тров поглощения в УФ-области показал, что фен-
танил в концентрации 0.1 мг/мл характеризуется 
крутым пиком поглощения в области 0.210 мкм 
(рис. 1). Амплитуда пика не меняется при иссле-
довании смеси гепарин-фентанил независимо от 
концентрации использованного гепарина и имеет 
однотипную кривую, которая для наглядности на 
рис. 1 представлена для смеси гепарин-фентанил 
(5 : 1). Опираясь на предыдущие данные, можно 
предполагать, что фентанил не взаимодействует in 
vitro с гепарином (см. рис. 1).

Агонист мю-опиоидных рецепторов фента-
нил обладает ярко выраженным антиноцицеп-
тивным действием на спинальном и супраспи-
нальном уровне, на что указывает снижение ве-
личины ЛП РОХ и ЛП РОЛ при предваритель-
ном введении антагониста опиоидных рецепто-
ров — налоксона. Анальгезия, связанная с дей-
ствием агонистов, обусловлена формированием 
лиганд-рецепторного комплекса, в котором в ка-
честве лиганда выступает фентанил [26].

Гепарин в дозе 500 МЕ/кг также обладает 
противоболевым действием, однако этот эффект 
значительно слабее, чем у фентанила. При тер-
мическом болевом воздействии на эксперимен-

activity changes in one direction or another. Based 
on the data for the pre- and simultaneous admin-
istration of heparin, it can be assumed that com-
plexing reaction between fentanyl and heparin does 
not occur. This assumption is supported by colori-
metric and spectrophotometric studies in vitro of 
the heparin-fentanyl mixture at the ratios of 5 : 1, 
50 : 1, and 500 : 1. Photoelectrocolorimetric study 
of a mixture of heparin-fentanyl did not reveal 
changes in the optical density relative to the con-
trol, which was a solution heparin at concentrations 
of 50, 500, and 5000 IU/kg. Analysis of the UV ab-
sorption spectra has shown that fentanyl at a con-
centration of 0.1 mg/ml is characterized by a steep 
absorption peak in the range of 0.210 μm (Fig. 1). 
The peak amplitude does not change in the study 
of the heparin-fentanyl mixture, regardless of the 
heparin concentration used and has the same type 
of curve, which for clarity is shown for a mixture of 
heparin-fentanyl at the ratio 5 : 1 (see Fig. 1). Based 
on previous data, it can be assumed that fentanyl 
does not interact in vitro with heparin (see Fig. 1).

The mu-opioid receptor agonist fentanyl has a 
pronounced antinociceptive effect at the spinal and 
supraspinal levels, as indicated by a decrease in the 
TFL and PLL values with the pre-administration of 
the opioid receptor antagonist naloxone. Analgesia 
associated with the action of agonists is due to the 
formation of a ligand-receptor complex in which 
fentanyl acts as a ligand [26].

Heparin at a dose of 500 IU/kg also has an an-
algesic effect, but this effect is much weaker than 
that of fentanyl. On exposure to the thermal pain-
ful effects, when the nociceptive system of the ex-
perimental animals is activated, a stress response 
to this type of irritation is formed [33]. One of the 
components of the mechanism of the antistress 
heparin action is its antinociceptive effect revealed 
in our experiments [34].

The heparin relationships with mediator sys-
tems, including receptors, are of greater interest. 
It turned out that heparin affects the desensitiza-
tion of opioid receptors, in an uncompetitive way 
inhibits the binding of the 3H+-N-allyl normetazo-
cine opioids to sigma receptor in the microsomal 
fraction of rat brain and liver membranes. Heparin 
downregulates the phosphorylation of G-protein 
coupled opioid receptors (GPCR), and, as a conse-
quence, reduces hyposensitization caused by the 
specifi c opioid agonist etorphin and D-Ala2-D-
Leu5-enkephalin (DADLE); blocks the release of 
Ca2+ [24, 35]; like inositol-1,4,5-trisphosphate in-
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тальных животных, когда активируется ноцицеп-
тивная система организма, формируется стресс-
реакция на данный вид раздражения [33]. Одним 
из компонентов механизма антистрессорного эф-
фекта гепарина является обнаруженное в наших 
экспериментах антиноцицептивное действие это-
го препарата [34].

Больший интерес представляют взаимоот-
ношения гепарина с медиаторными системами, 
в том числе и с рецепторами. Оказалось, что ге-
парин влияет на десенситизацию опиоидных ре-
цепторов, подавляет неконкурентным спосо-
бом связывание с сигма-рецептором опиоидов 
3Н+-N-аллилнорметазоцина в микросомальной 
фракции мозга и мембран печени крыс. Гепа-
рин уменьшает фосфорилирование опиоидных 
рецепторов, соединенных с G-белком (GPCR), и, 
как следствие, снижает гипосенсибилизацию, 
вызванную специфическим опиоидным агони-
стом эторфином и D-Ala2-D-Leu5-энкефалином 
(DADLE); блокирует выход Ca2+ [24, 35]; как и 
ингибитор инозитол-1,4,5-трисфосфат, гепа-
рин тормозит развитие морфиновой толерант-
ности. Развитие десенситизации, т. е. уменьше-
ние чувствительности (гипосенситизация) и со-
кращение числа рецепторов на клеточной по-
верхности (интернализация), выявлено не толь-
ко для опиоидных рецепторов, но и для других, 
также принадлежащих к GPCR, в частности β2- и 
α2-адренергических, для А1-аденозиновых и м2-
мускариновых рецепторов [26]. Недавно были из-
учены рецепторы FMRFa-пептидов [36], они так-

hibitor, heparin hampers the development of mor-
phine tolerance. The desensitization enhancement, 
i.e. a decrease in sensitivity (hyposensitization) and 
a decrease in the number of receptors on the cell 
surface (internalization), was revealed not only for 
opioid receptors, but for the others also belonging to 
the GPCR, in particular β2- and α2-adrenergic, as 
well as A1-adenosine and m2-muscarinic receptors 
[26]. Recently FMRFa-peptide receptors have been 
studied [36]; they also belong to the GPCR class. 
Heparin is a non-specifi c protein kinase blocker for 
opioid and β-adrenergic receptors. Perhaps, inter-
acting with this type of receptor, heparin inhibits 
the desensitization process caused by the action of 
synthetic agonists, thereby increasing the sensitivi-
ty of the receptors to analgesics, as a result of which 
a lower dose is required to prolong the effect.

The study showed that heparin enhances the 
analgesic activity of the opioid agonist fentanyl in 
the tail fl ick test and paw licking test. This phe-
nomenon has a multicomponent character since it 
involves both opioid and adrenergic mechanisms 
which are possibly separated in time. High hepa-
rin level is a necessary condition for the long-term 
functioning of the system through which the anal-
gesic effect of opioid agonists is realized. It can be 
assumed that the endogenous heparin, the release 
of which occurs upon activation of the adrenergic 
system, affects the receptors of the opioid system 
and does not determine the interaction with the 
opioid agonist.
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Рис. 1. Спектры поглощения фентанила, гепарина и их смеси в УФ-области
Fig. 1. UV absorption spectra of fentanyl, heparin and their mixtures
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же относятся к классу GPCR. Гепарин является 
неспецифическим блокатором протеинкиназы 
для опиоидных и β-адренергических рецепторов. 
Возможно, взаимодействуя с данным видом ре-
цепторов, гепарин тормозит процесс десенсити-
зации, вызванный воздействием синтетических 
агонистов, тем самым повышая чувствительность 
рецепторов к анальгетикам, вследствие чего тре-
буется меньшая доза для продления эффекта.

Проведенное исследование показало, что ге-
парин усиливает анальгетическую активность 
опиоидного агониста — фентанила в тесте отве-
дения хвоста и облизывания лап. Данное явление 
носит многокомпонентный характер, поскольку в 
нем задействованы как опиоидные, так и адренер-
гические механизмы, которые, возможно, разоб-
щены во времени. Повышенное содержание гепа-
рина — необходимое условие длительного функ-
ционирования системы, через которую реализу-
ется обезболивающее действие опиоидных аго-
нистов. Можно предположить, что эндогенный 
гепарин, выброс которого происходит при акти-
вации адренергической системы, воздействует 
на рецепторы опиодной системы и не определяет 
взаимодействие с опиодным агонистом. 

Высокий уровень различий ЛП РОХ и 
ЛП РОЛ, возможно, связан с тем, что анальге-
зия на супраспинальном уровне обусловлена 
μ1-опиоидными рецепторами, а на спинальном 
уровне — μ2-рецепторами [26].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные экспериментальные данные по-

зволяют говорить о сенсибилизирующем дей-
ствии гепарина на мю-опиоидные рецепторы, 
инициированные агонистом — фентанилом, на 

The high level differences between  TFL and 
PLL are probably due to the fact that analgesia at 
the supraspinal level depends on μ1-opioid recep-
tors, and at the spinal level — μ2-receptors [26].

CONCLUSION
The obtained data allow us to speak of the sen-

sitizing effect of heparin on the mu-opioid recep-
tors initiated by the agonist at the spinal and su-
praspinal levels. The pre-administration of the opi-
oid receptor antagonist naloxone reduces both the 
antinociceptive effect of fentanyl and the analgesia 
caused by the combined use of heparin and fentan-
yl. Protamine sulfate, blocking endogenous hepa-
rin, reduces the aversive reaction latency (TFL and  
PLL) of rats to thermal pain stimulus, which indi-
cates the potentiating effect of endogenous heparin.

Confl ict of interest. The authors declare no 
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спинальном и супраспинальном уровнях. Пред-
варительное введение антагониста опиоидных 
рецепторов налоксона снижает как антиноцицеп-
тивный эффект фентанила, так и анальгезию, вы-
званную сочетанным применением гепарина и 
фентанила. Протамин сульфат, блокируя эндо-
генный гепарин, снижает аверсивную реакцию 
(ЛП РОХ и ЛП РОЛ) крыс на термическое боле-
вое воздействие, что говорит о потенцирующем 
действии эндогенного гепарина.
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АННОТАЦИЯ
Для выявления основных 50-летних трендов эволюции условий труда на пылеопасных предприятиях За-

падной Сибири проведен анализ санитарно-гигиенических характеристик условий труда работников при подо-
зрении у них профессионального заболевания, выданных территориальными отделениями Роспотребнадзора 
447 пациентам с установленным диагнозом «пневмокониоз» в период с 1960 по 2010 г., а также ретроспектив-
ный анализ динамики изменений условий труда по данным отчетов о научно-исследовательской работе НИИ 
гигиены (г. Новосибирск) за период 1930–1960 гг. Наиболее опасные по риску развития силикоза условия труда 
в 1950-е годы наблюдались у пескоструйщиков, подвергавшихся воздействию вновь образованных модифика-
ций кремнезёма в концентрациях 20–340 мг/м³. С 1970-х годов на промышленных предприятиях Новосибирска 
и Новосибирской области произошло значительное снижение уровней запыленности (в десятки и сотни раз) — 
до 4–40 мг/м³. В последнее десятилетие XX в. на ряде предприятий сократились объем производств и суммар-
ное рабочее время, в течение которого происходил непосредственный контакт с промышленными аэрозолями, 
а доля класса условий труда 3.4 уменьшилась в 2.49 раза (р ≤ 0.001). Произошло изменение условий труда на 
производствах огнеупорных материалов и керамических изделий. На электросварщиков при всех видах ручной 
сварки оказывалось комбинированное воздействие вредных профессиональных факторов без существенных из-
менений уровней промышленных аэрозолей на рабочих местах. 

Ключевые слова: эволюция условий труда, пылеопасные предприятия, пневмокониоз, промышленные аэро-
золи.

ABSTRACT 
To identify the main 50-year trends in evolution of working conditions at dust-hazardous enterprises in Western Sibe-

ria, the sanitary and hygienic characteristics of working conditions of staff with suspected occupational diseases, issued by 
the regional offi ces of The Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Wellbeing (Rospotrebnad-
zor) to 447 patients with pneumoconiosis diagnosed from 1960 to 2010 were analyzed, as well as a retrospective analysis 
of the dynamics of changes in working conditions according to the research reports of the Novosibirsk Research Institute 
of Hygiene for the period 1930–1960 was made. In the 1950s the most harmful silicotic working conditions were observed 
in sandblasters exposed to newly formed modifi cations of silica in concentrations of 20–340 mg/m3. Since the 1970s, in-
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ВВЕДЕНИЕ
Перспективы развития страны, ее экономи-

ческий рост и повышение благосостояния насе-
ления во многом зависят от уровня физического 
и духовного здоровья людей, их профессиональ-
ной активности и долголетия, сохранение кото-
рых является одной из основных задач общества, 
важнейшей функцией государства и основой его 
социальной политики. Для оценки меры воздей-
ствия факторов трудовой деятельности и преду-
преждения их неблагоприятного влияния на ор-
ганизм работающих используется нормирование 
вредных производственных факторов (установле-
ние предельно допустимых концентраций (ПДК) 
химических веществ в воздухе рабочей зоны). 

Оценка условий труда во время Великой От-
ечественной войны и послевоенные годы затруд-
нена, так как ранее в официальных документах не 
всегда указывались реальные величины концен-
траций пыли. В то же время уже в 30–60-х годах 
XX в. проводились научные работы по изучению 
запыленности на предприятиях горнодобываю-
щей [1, 2], металлургической [3, 4], энергетиче-
ской [5] промышленности, машиностроения [6], 
производства строительных материалов [7].

Крайне высокую запыленность воздуха (пре-
вышение ПДК в десятки и сотни раз) в литейном 
и мартеновском цехах обусловливали применяв-
шиеся до 60-х годов XX в. технологические про-
цессы, отсутствие должной изоляции и гермети-
зации оборудования, неэффективность вентиля-
ционных систем [8, 9]. Механизация и энергово-
оруженность угольной промышленности облег-
чили труд горнорабочих, но привели к возраста-
нию (во много раз) уровней запыленности и по-
вышению дисперсности угольно-породной пыли. 
Это и обусловило в 70-е годы XX в. резкий рост 
заболеваемости пневмокониозами у работников 
угольной промышленности [10]. 

ЦЕЛЬ  ИССЛЕДОВАНИЯ
Выявить основные 50-летние тренды эволю-

ции условий труда на пылеопасных предприяти-
ях Западной Сибири. 

IN TRODUCTION
The prospects of the country’s development, 

its economic growth and the improvement of the 
human wellbeing largely depend on the level of 
physical and mental health of people, their pro-
fessional activity and longevity the preservation 
of which is one of the main objectives of society, 
the most important function of the state and the 
basis of its social policy. To assess the severity of 
the impact of working activity factors and prevent 
their unfavorable health effect in workers, the rate 
setting of harmful occupational factors is used 
(setting the maximum permissible concentra-
tion (MPC) of chemicals in the air of the working 
area).

An assessment of working conditions during 
the World War II and post-war years was diffi cult 
since earlier offi cial documents did not always indi-
cate the actual value of dust concentrations. At the 
same time, already in the 30–60s of XX century a 
scientifi c research on the dustiness in mining [1, 2], 
metals [3, 4], energy [5] sectors of industry, ma-
chinery [6], construction materials production [7] 
was carried out.

Technological processes used until the 60s of 
the XX century, the lack of proper insulation and 
packaging of equipment, and the ineffi ciency of ven-
tilation systems caused extremely high dustiness of 
the air (exceeding the MPC by tens and hundreds 
of times) in the foundry and open-hearth shop 
[8, 9]. The mechanization and power availability of 
the coal industry made the work of miners easier, 
but led to an increase (many times) in the levels of 
dustiness and the dispersion of coal rock dust. This 
led to a sharp increase in the incidence of pneumo-
coniosis in coal industry workers in the 70s of the 
XX century [10]. 

A IM OF THE R ESE A RCH
To reveal the main 50 year trends in the evolu-

tion of working conditions at dust-hazardous enter-
prises in Western Siberia. 

Keywords: evolution of working conditions, dust-hazardous enterprises, pneumoconiosis, industrial aerosols.

dustrial enterprises in Novosibirsk and the Novosibirsk Region have experienced a signifi cant decrease in dustiness levels 
(by tens and hundreds of times) — up to 4–40 mg/m3. In the last decade of the XX century, at a number of enterprises, 
the volume of production and the overall working time, during which there was direct contact with industrial aerosols, 
decreased, and the proportion of 3.4 class working conditions over the last decade decreased by 2.49 times (p ≤ 0.001). 
There was a change in working conditions for the production of refractory materials and ceramic products. Electric welders 
with all types of manual welding were exposed to a combined effect of hazardous occupational factors without signifi cant 
changes in the levels of industrial aerosols in the workplace. 
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МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ
Анализировали санитарно-гигиенические ха-

рактеристики условий труда работников при по-
дозрении у них профессионального заболева-
ния, выданные территориальными отделениями 
Роспотребнадзора 447 пациентам с установлен-
ным диагнозом «пневмокониоз» в период с 1960 
по 2010 г.; оценивали профессиональный марш-
рут, стаж работы и удельный вес занятости рабо-
чего времени в условиях воздействия вредных ве-
ществ и неблагоприятных производственных фак-
торов, данные лабораторных и инструментальных 
исследований состояния производственной сре-
ды на рабочих местах. Общая оценка условий и 
характера труда работающих проведена согласно 
Р 2.2.2006-05 [11]. Также проведен ретроспектив-
ный анализ динамики изменений условий труда 
на пылеопасных предприятиях Западной Сибири 
по данным отчетов о научно-исследовательской 
работе НИИ гигиены (г. Новосибирск) за период 
1930–1960 гг.

Статистический анализ полученных дан-
ных проводился с использованием стандартных 
математико-статистических методов с предвари-
тельной проверкой законов распределения пе-
ременных. Доверительный интервал > 95 % при-
нимался как статистически значимый. Различия 
считались достоверными при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение средних уровней пылевых нагру-

зок на рабочих местах пациентов, заболевших 
пневмокониозом, выявило значимые различия в 
зависимости от вида воздействующего промыш-
ленного аэрозоля в динамике 50-летнего перио-
да: значительное снижение высоко- и умеренно-
фиброгенных аэрозолей дезинтеграции, превы-
шающих ПДК (в 5–350 раз) (р ≤ 0.0001) (табл. 1). 

На электросварщиков при всех видах ручной 
сварки, осуществляемой с применением электро-
дов «Комсомолец-100», помимо сварочного аэ-
розоля, состоящего из окислов марганца, желе-
за, меди, озона, диоксида азота, фтористого во-
дорода, превышающего ПДК в десятки (2–57) 
раз, и высоко- и умеренно-фиброгенных аэрозо-
лей конденсации (значимо не изменившихся), 
воздействовал комплекс неблагоприятных фак-
торов, включающий ультрафиолетовую и инфра-
красную радиацию (величина интегрального по-
тока 400–1950 кал/см2 · с), производственный 
шум (до 110 дБ) и вибрацию, неблагоприятный 
микроклимат, варьировавший в широких преде-
лах, в зависимости от технологического процесса 
и времени года.

M ATER I A LS A ND METHODS
We analyzed sanitary and hygienic charac-

teristics of working conditions of employees with 
suspected occupational diseases, issued by the re-
gional offi ces of The Federal Service for Surveil-
lance on Consumer Right Protection and Wellbe-
ing (Rospotrebnadzor) to 447 patients with the 
confi rmed diagnosis of pneumoconiosis from 1960 
to 2010; evaluated the occupational history, years 
of service and the proportion of working time em-
ployed under exposure to harmful substances and 
adverse occupational factors, data from laboratory 
tests and instrumental examination of the work-
place environment. The general assessment of the 
working conditions and nature of the workers labor 
was carried out according  to the Guidelines [11]. 
A retrospective analysis of the dynamics of changes 
in working conditions at dust-hazardous enterpris-
es in Western Siberia was also carried out accord-
ing to the reports of the Research Institute of Hy-
giene (Novosibirsk) for the period 1930–1960.

Statistical analysis of the obtained data was 
carried out using standard mathematical and sta-
tistical methods with a preliminary check of the 
laws of distribution of variables. A confi dence in-
terval of more than 95% was assumed to be statis-
tically signifi cant. The differences were considered 
signifi cant at p ≤ 0.05.

R ESULTS A ND DISCUSSION
The analysis of the mean levels of dust loads 

at the workplaces of patients with pneumoconiosis 
revealed signifi cant differences depending on the 
type of acting industrial aerosol in the dynamics 
of the 50-year period: a signifi cant decrease in the 
high and moderate fi brogenic aerosols of disintegra-
tion exceeding the MPC (5–350 times) (р ≤ 0.0001) 
(Table 1). 

In all types of manual welding carried out with 
the use of “Komsomolets-100” electrodes, in addi-
tion to welding aerosol consisting of oxides of man-
ganese, iron, copper, ozone, nitrogen dioxide, hy-
drogen fl uoride, exceeding the MPC by tens (2–57) 
of times, and high and moderate fi brogenic aerosols 
of condensation (not changed signifi cantly), the 
electric welders were exposed to a wide range of ad-
verse factors, including ultraviolet and infrared ra-
diation (the integral fl ow of 400–1950 cal/cm2 · s), 
occupational noise (up to 110 dB) and vibration, 
unfavorable microclimate, which varied widely, de-
pending on the technological process and the time 
of year.
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Оценка эволюции условий труда за 50-лет-
ний период позволила установить, что наиболее 
отчетливо тренд на снижение пылевых нагрузок 
(в 4.89 раза) прослеживался на рабочих местах 
пациентов с пневмокониозами от воздействия 
высоко- и умеренно-фиброгенных аэрозолей 
дезинтеграции, а самые неблагоприятные усло-
вия труда наблюдались до конца 70-х годов XX в.: 
преобладал класс условий труда 3.4, доля которо-
го за последнее десятилетие уменьшилась в 2.49 
раза (р ≤ 0.001) (рис. 1). 

Сварочный аэрозоль и угольно-породная 
пыль после 2000 г. практически не содержали сво-
бодной двуокиси кремния, а их концентрации пре-
вышали ПДК не более чем в 10 раз, класс усло-
вий труда 3.1 практически отсутствовал. Значимые 
различия, зависящие от характера пылевого фак-
тора (р ≤ 0.001), выявлены у работающих в услови-
ях классов 3.4 (р ≤ 0.0001) и 3.2 (р ≤ 0.05) (рис. 2). 

Наиболее неблагоприятные условия тру-
да (высокие концентрации пыли и ее фиброген-
ность), вызвавшие развитие пневмокониозов от 
воздействия высоко- и умеренно-фиброгенных 
аэрозолей дезинтеграции, по нашим данным, на-
блюдались у пескоструйщиков, работников ке-
рамического и огнеупорного производств, ка-
менных карьеров. При производстве огнеупор-

An assessment of the working conditions evo-
lution over the 50-year period allowed us to estab-
lish that the most distinct trend for reducing dust 
loads (4.89 times) was observed in the workplaces 
of patients with pneumoconiosis from exposure to 
high and moderate fi brogenic aerosols  of disinte-
gration, and the most unfavorable working con-
ditions were observed until the end of the 70s of 
the XX century: the proportion of the prevailing 
3.4 class working conditions have decreased by 
2.49 times (p ≤ 0.001) over the last decade (Fig. 1). 

After 2000, the welding aerosol and coal rock 
dust hardly contained free silicon dioxide, and their 
concentrations exceeded the MPC by no more than 
10 times, the 3.1 class of working conditions was 
almost absent. Signifi cant differences, depending 
on the nature of the dust factor (p ≤ 0.001), were 
found in workers who had the 3.4 class (p ≤ 0.0001) 
and 3.2 class (p ≤ 0.05) of working conditions 
(Fig. 2).

According to our data, the most unfavorable 
working conditions (high dust concentrations and 
its fi brogenicity), which caused the development of 
pneumoconiosis from exposure to high  and mod-
erate fi brogenic aerosols of disintegration, were 
observed in sandblasters, workers of ceramic and 

Таблица 1. Уровни пылевых нагрузок на рабочих местах пациентов с пневмокониозом в динамике 50-летнего 
(1960–2010 гг.) периода наблюдения (мг/м3) и кратность превышения ПДК (раз)
Table 1. The levels of dust loads at the workplaces of patients with pneumoconiosis in the dynamics of the 50 year (1960–
2010) observation period (mg/m3) and the multiplicity of exceeding the MPC (times)

Пациенты с пневмокониозами, ра-
ботавшие в условиях воздействия
Patients with pneumoconiosis who 
worked under exposure to

1960–1969
(n = 85)

1970–1979
(n = 155)

1980–1989
(n = 97)

1990–1999
(n = 71)

2000–2010
(n = 39)

Сварочного аэрозоля
Welding aerosol
(n = 75)

14.0 ± 10.16
(7–26)

13.87 ± 8.88
(5–42)

13.10 ± 9.83
(2–36)

16.12 ± 12.82
(4–57)

5.67 ± 4.18
(2–12)

Угольно-породной пыли 
Coal rock dust
(n = 109)

23.17 ± 9.55
(5–43)

16.31 ± 11.57
(5–73)

14.92 ± 9.76
(6–40)

14.19 ± 9.62
(4–50)

7.89 ± 2.79
(5–10)

Высоко- и умеренно-фиброгенных 
аэрозолей дезинтеграции
High and moderate fi brogenic 
aerosols of  disintegration
(n = 213)

66.81 ± 81.11
(6–340)

74.03 ± 92.17
(3–300)

46.36 ± 55.63
(1–225)

20.49 ± 31.33
(1–130)

13.66 ± 14.81
(2–55)

Высоко- и умеренно-фиброгенных 
аэрозолей конденсации 
High and moderate fi brogenic 
aerosols of condensation
(n = 50)

23.10 ± 13.59
(4–55)

16.59 ± 6.63
(7–30)

15.80 ± 10.32
(2–36)

31.36 ± 34.33
(3–98)

20.00 ± 20.53
(4–63)

Всех видов пылей / All types of dust
(n = 447)

51.59 ± 69.31
(4–340)

43.80 ± 70.66
(3–300)

27.25 ± 39.11
(1–225)

17.82 ± 21.12
(1–130)

13.12 ± 14.69
(2–63)

Пр им е ч а н и е .  В скобках указана кратность превышения ПДК.
N o t e . The MPC exceedance factor see in parenthesis.
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ных материалов и керамических изделий реги-
стрировалась высоко-дисперсная кварцсодержа-
щая пыль (15–75 % свободной двуокиси крем-
ния), превышающая ПДК (1.0–2.0 мг/м³) в де-
сятки и сотни (от 5 до 289) раз в сочетании с не-

refractory industries, stone quarries. In the refrac-
tory processing and ceramic ware, microsilica with 
quartz (15–75% free silicon dioxide) exceeding the 
MPC (1.0–2.0 mg/m3) by tens and hundreds (from 
5 to 289) times in combination with an unfavorable 
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Рис. 1. Динамика классов условий труда у пациентов с пневмокониозами в течение 50-летнего периода 
Fig. 1. Dynamics of working conditions classes in patients with pneumoconiosis over the 50-year period 
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Рис. 2. Удельный вес классов условий труда у пациентов с пневмокониозами в зависимости 
от вида промышленных аэрозолей

(группа 1 — работа в условиях воздействия сварочного аэрозоля; 
группа 2 — работа в условиях воздействия угольно-породной пыли; 

группа 3 — работа в условиях воздействия высоко- и умеренно-фиброгенных аэрозолей дезинтеграции; 
группа 4 — работа в условиях воздействия высоко- и умеренно-фиброгенных аэрозолей конденсации)

Fig. 2. The proportion of the working conditions classes in patients with pneumoconiosis depending 
on the type of industrial aerosols

(group 1 — work under exposure to welding aerosol; group 2 — work under exposure to coal rock dust; 
group 3 — work under exposure to high and moderate fi brogenic aerosols of disintegration; 
group 4 — work under exposure to high  and moderate fi brogenic aerosols of condensation) 
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благоприятным микроклиматом (высокая темпе-
ратура воздуха рабочей зоны) и токсичными га-
зами (преимущественно оксид углерода и серни-
стый газ). При контакте с огнеупорными матери-
алами (шамот, динас) в 50-е годы XX в. концен-
трации пыли в воздухе рабочей зоны превыша-
ли ПДК в десятки и сотни раз [8]. Наиболее опас-
ные по риску развития силикоза условия труда, 
по мнению В.Л. Боннер, Е.П. Гладышевой [12], 
также отмечались у пескоструйщиков, подвергав-
шихся воздействию вновь образованных модифи-
каций кремнезема (содержание свободной двуо-
киси кремния не менее 90 %, ПДК пыли 1 мг/м³) 
в непосредственной близости от источника пыле-
образования в концентрациях 20–340 мг/м³. 

Наиболее высокие пылевые нагрузки наблю-
дались до конца 70-х годов XX в. (р ≤ 0.0001). Удель-
ный вес рабочих мест пациентов с установленным 
диагнозом «пневмокониоз», на которых концен-
трации пыли превышали ПДК более чем в 20 раз, 
уменьшился в 4.81 раза и составил в первом десяти-
летии XXI в. 15.4 %. Доля рабочих мест, на которых 
концентрации пыли превышали ПДК в 10–19 раз, 
была достаточно стабильной в динамике и состави-
ла в последнем десятилетии 56.4 % (рис. 3).

Удельный вес рабочих мест, концентрации 
пыли на которых превышали ПДК до 5 раз, воз-
рос в 11.25 раза и составил в первом десятилетии 
XXI века 28.2 %. Последний случай впервые уста-
новленного пневмокониоза у шлифовщиков су-
хой шлифовки зарегистрирован в 2004 г. Этому 
способствовало значительное сокращение пы-

microclimate (high air temperature of the work-
ing area) and toxic gases (mainly carbon monoxide 
and sulfur dioxide) were recorded. In contact with 
refractory materials (chamotte, ganister) in the 
50s of the XX century, dust concentrations in the 
air of the working area exceeded the MPC by tens 
and hundreds of times [8]. According to V.L. Bon-
ner and E.P. Gladysheva [12], the most hazardous 
silicotic working conditions were also observed in 
sandblasters who were exposed to newly formed 
modifi cations of silica (content of free silicon diox-
ide at least 90%, the MPC of dust of 1 mg/m3) in 
close proximity of the dust source in concentrations 
of 20–340 mg/m3. 

The highest dust loads were observed until the 
end of the 70s of the XX century (p ≤ 0.0001). The 
proportion of workplaces of patients with a con-
fi rmed diagnosis of pneumoconiosis, where dust 
concentrations exceeded the MPC by more than 20 
times, decreased by 4.81 times and amounted to 
15.4% in the fi rst decade of the XXI century. The 
proportion of workplaces, where dust concentra-
tions exceeded the MPC by 10–19 times, was quite 
stable in dynamics and amounted to 56.4 % in the 
last decade (Fig. 3).

The proportion of workplaces, where dust con-
centrations exceeded the MPC up to 5 times, in-
creased by 11.25 times and amounted to 28.2% in 
the fi rst decade of the XXI century. The last case 
of newly diagnosed pneumoconiosis in dry grind-
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Рис. 3. Динамика пылевых нагрузок на рабочих местах пациентов с пневмокониозами в течение 50-летнего периода 
Fig. 3. Dynamics of dust loads in the workplaces of patients with pneumoconiosis during the 50-year period
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ing worker was registered in 2004. This was facili-
tated by a signifi cant reduction in dust loads due to 
the obsolescence of production processes without 
the use of misting systems. The working conditions 
improvement led to the absence of pneumoconiosis 
both in ceramic industry and stone quarries work-
ers.

Currently, the fettling, sand preparation and 
molding shops, refractory processing, iron and 
steel founding should be considered posing the 
maximum risk for coniosis development (of those 
studied).

CONCLUSION
The conducted research showed that during 

the 50-year observation period changes in working 
conditions could be seen distinctly: the highest dust 
loads were observed till the end of the 1970s, the 
most prominent risk of silicosis development was 
noted in sandblasters, in the production of refrac-
tory materials and ceramic ware, while the electric 
welders with all types of manual welding were ex-
posed to a combined effect of harmful occupational 
factors without signifi cant changes in the levels of 
industrial aerosols in the workplace. 
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confl ict of interest.
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АННОТАЦИЯ
Гомеостатический иммунологический «диалог» между хозяином и его микробиотой является критически 

важным для поддержания здоровья. Происходящее с возрастом ослабление организма, бóльшая его зависимость 
от внешних условий жизни делают старость периодом наибольшей заболеваемости. В условиях прогрессирующе-
го увеличения продолжительности жизни все большее внимание привлекает возможность влияния на здоровье 
человека с помощью персонифицированных пищевых и терапевтических стратегий, направленных на модифици-
рование кишечной микробиоты, к которым относят использование про- и пребиотиков. 

Цель настоящей работы — исследование влияния препарата «ВедаБиотик», представляющего собой ориги-
нальный комплекс пробиотиков (лиофилизированная биомасса живых активных бифидобактерий, лактобакте-
рий, термофильного стрептококка), пребиотиков (микрокристаллическая целлюлоза, лактулоза) и витамина С, на 
клеточный иммунный ответ и функциональную активность иммунокомпетентных клеток у возрастных млекопи-
тающих (мышей-самцов в возрасте 10 мес). Установлено, что у возрастных млекопитающих курсовое введение пре-
парата приводит к стимуляции пролиферативной активности иммунокомпетентных клеток и клеточного иммун-
ного ответа, в том числе и при индуцированной иммуносупрессии (реакция гиперчувствительности замедленно-
го типа повышалась до уровня, наблюдаемого у интактных животных аналогичного возраста). «ВедаБиотик» ока-
зывает также модулирующее влияние на продукцию цитокинов, вызывая снижение провоспалительных цитоки-
нов ИЛ-1β и ИФН-γ и повышение противовоспалительного цитокина ИЛ-10. 

Таким образом, препарат «ВедаБиотик» оказывает позитивный иммуномодулирующий эффект и может 
быть использован в качестве биологически активной добавки к пище — в качестве источника пробиотических 
микроорганизмов — для снижения негативных побочных эффектов цитостатической терапии, а также лицами 
пожилого возраста для улучшения качества жизни и профилактики развития возраст-ассоциированной пато-
логии.

Ключевые слова: старение, пробиотики, иммунный ответ, иммунокомпетентные клетки, цитокины.
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INTRODUCTION
The human intestinal microbiota is an evolu-

tionarily formed set of microorganisms that exists 
as a balanced microecological system, in which the 
symbiontic microfl ora stays in dynamic equilib-
rium, forms microbial associations that occupy a 
certain ecological niche in it. The gut microbiota is 
one of the essential factors that affect many aspects 
of human physiology and perform essential func-
tions in human health protection, including nutri-
ent metabolism, maintaining physiological homeo-
stasis, and resistance to infections through close 
interconnection with the cells of the host organism 
[1–3]. Maintaining this balance makes it possible 
to induce protective responses to pathogens and to 
use regulatory pathways involved in sustained tol-
erance to harmless antigens.

The microbiota and the host’s body immune sys-
tem are closely related. The microbiota plays a fun-
damental role in the induction, formation and func-
tioning of the host’s immune system. In turn, the 
host’s immune system produces a variety of agents 
that allow it to maintain its symbiotic relationship 
with the microbiota [4]. The functions of the intesti-
nal microfl ora in relation to the macroorganism are 
realized both locally and at the systemic level, while 
various types of bacteria contribute to this effect, 
modulate the immune system of the host’s intestine, 
providing anti-infl ammatory and pro-infl ammatory 
effects. Such an effect, on the one hand, prevents 
the development of a strong immune response to 
the antigens of the symbiotic microfl ora, and on the 
other hand, provides a rapid immune response when 
pathogenic bacteria appear.

ВВЕДЕНИЕ
Микробиота кишечника человека является 

эволюционно сложившейся совокупностью ми-
кроорганизмов, существующей как сбалансиро-
ванная микроэкологическая система, в которой 
симбионтная микрофлора находится в динами-
ческом равновесии, формирует микробные ассо-
циации, занимающие в ней определенную эколо-
гическую нишу. Кишечная микробиота относится 
к существенным факторам, влияющим на многие 
аспекты физиологии организма и выполняющим 
важнейшие функции в сохранении здоровья че-
ловека, включая метаболизм нутриентов, поддер-
жание физиологического гомеостаза, резистент-
ности к инфекционному воздействию посред-
ством тесной взаимосвязи с клетками организма 
хозяина [1–3]. Поддержание этого равновесия по-
зволяет индуцировать защитные реакции на па-
тогены и использовать регуляторные пути, уча-
ствующие в устойчивой толерантности к безвред-
ным антигенам. 

Микробиота и иммунная система организма 
хозяина тесно связаны между собой. Микробио-
та играет фундаментальную роль в индукции, об-
разовании и функционировании иммунной си-
стемы хозяина. В свою очередь, иммунная систе-
ма хозяина вырабатывает множество средств, по-
зволяющих поддерживать свои симбиотические 
отношения с микробиотой [4]. Функции кишеч-
ной микрофлоры по отношению к макроорганиз-
му реализуются как локально, так и на системном 
уровне, при этом различные виды бактерий вно-
сят свой вклад в это влияние, модулируют иммун-
ную систему кишечника хозяина, оказывая про-
тивовоспалительные и провоспалительные эф-
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The homeostatic immunological dialogue between the host and its microbiota is critical to maintaining health. The 

weakening of the organism occurring with age, its greater dependence on the external life conditions, make old age the pe-
riod of the greatest morbidity. In the context of a progressive increase in life expectancy, more and more attention is being 
paid to the possibility of infl uencing human health through personalized nutritional and therapeutic strategies aimed at 
modifying the intestinal microbiota, which include the use of pro- and prebiotics.

The aim of this work is to study the effect of the VedaBiotic preparation, which is an original complex of probiotics 
(freeze-dried biomass of live active bifi dobacteria, lactobacilli, Streptococcus  thermophilus), prebiotics (microcrystalline 
cellulose, lactulose) and vitamin C, on the cellular immune response and functional activity of immunocytes in age-depen-
dent mammals (male mice at the age of 10 months). It was found that in age-dependent mammals, a course administration 
of the drug leads to the stimulation of the proliferative activity of immunocytes and the cellular immune response, also in-
cluding the case of the induced immunosuppression (when the delayed-type hypersensitivity reaction increased to the level 
observed in intact animals of similar age). The VedaBiotic also has a modulating effect on the cytokines production, causing 
a decrease in the pro-infl ammatory cytokines IL-1β and IFN-γ, and an increase in the anti-infl ammatory cytokine IL-10.

Thus, the VedaBiotic preparation has a favorable immunomodulatory effect and can be used as a nutritional supple-
ment — as a source of probiotic microorganisms — to reduce the negative side effects of cytostatic treatment, as well as by 
elderly persons to improve the quality of life and to prevent the development of age-associated pathology.
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At present, the intestinal microbiota is consid-
ered as one of the “metabolic organs” providing many 
physiological functions, and deviations in its compo-
sition accompany various pathological processes [3]. 
The homeostatic immunological dialogue between 
the host and its microbiota is critical to maintenance 
of health. Disturbance of reciprocal balance between 
the microbiota and the host organism is currently 
an important subject of research in various fi elds of 
medicine in the study of the pathogenesis of many 
diseases, including autoimmune, allergic, oncologi-
cal, metabolic diseases, as well as age-associated pa-
thology [5–7]. With aging, changes develop uniformly 
in all physiological systems of the human body with 
adaptation to its reduced capabilities. The weaken-
ing of the body during old age, its great dependence 
on the external conditions of life — all this, even with 
the best observance of the rules of hygiene, makes old 
age the period of greatest morbidity. During the last 
decades, along with the growth of knowledge about 
the role and signifi cance of the gut microbiota, inter-
est in probiotics has increased signifi cantly. In the 
context of a progressive increase in life expectancy, 
more and more attention is being paid to the possi-
bility of infl uencing human health through personal-
ized nutritional and therapeutic strategies aimed at 
modifying the intestinal microbiota, which include 
the use of probiotics and prebiotics [3]. The original 
drug based on probiotics, VedaBiotic (VB), in accor-
dance with the manufacturer’s instructions, after a 
course of supplementation suppresses the growth and 
spread of pathogenic microorganisms in the intestine, 
restores the microfl ora of other organs and systems, 
carbohydrate and fat metabolism, contributes to the 
decrease in blood sugar and cholesterol, overweight, 
and boosts the nonspecifi c resistance of the body. The 
indicated properties of VB suggest that the prepara-
tion is promising to be useful for the enhancement of 
the quality of life and prevention of the age-associated 
pathology, therefore, it is of certain interest to study 
the effect of VB on the functional activity of the im-
mune system and its cellular elements during aging.

AIM OF THE RESEARCH 
To study the effect of VB on the cell-mediated 

immune response and the functional activity of im-
munocompetent cells in aged mammals.

MATERIALS AND METHODS
The research used the original complex prepara-

tion of a new generation VedaBiotic based on probiot-
ics and developed by Vector-BiAlgam JSC (Koltsovo 

фекты. Такое воздействие, с одной стороны, пре-
пятствует развитию сильной иммунной реакции 
на антигены симбиотической микрофлоры, а с 
другой — обеспечивает быстрый иммунный ответ 
при появлении патогенных бактерий. 

В настоящее время интестинальную микро-
биоту рассматривают как один из «органов мета-
болизма», обеспечивающего многие физиологи-
ческие функции, а девиации в ее составе сопрово-
ждают различные патологические процессы [3]. 
Гомеостатический иммунологический «диалог» 
между хозяином и его микробиотой является 
критически важным для поддержания здоро-
вья. Нарушение реципрокного равновесия меж-
ду микробиотой и организмом хозяина в настоя-
щее время является важным предметом исследо-
вания в различных областях медицины при изу-
чении патогенеза многих заболеваний, включая 
аутоиммунные, аллергические, онкологические 
заболевания, болезни обмена веществ, а так-
же возраст-ассоциированную патологию [5–7]. 
При старении в организме равномерно разви-
ваются изменения во всех физиологических си-
стемах с приспособлением к его уменьшенным 
возможностям. Ослабление организма в период 
старости, большая зависимость его от внешних 
условий жизни — все это, даже при наилучшем 
соблюдении правил гигиены, делает старость пе-
риодом наибольшей заболеваемости. В течение 
последних десятилетий одновременно с ростом 
знаний о роли и значении кишечной микробио-
ты значительно возрос интерес к пробиотикам. 
В условиях прогрессирующего увеличения про-
должительности жизни все большее внимание 
привлекает возможность влияния на здоровье 
человека с помощью персонифицированных пи-
щевых и терапевтических стратегий, направлен-
ных на модифицирование кишечной микробио-
ты, к которым относят использование пробио-
тиков и пребиотиков [3]. Оригинальный препа-
рат на основе пробиотиков «ВедаБиотик» (ВБ), 
в соответствии с инструкцией производителя, 
после курсового приема подавляет рост и раз-
витие патогенных микроорганизмов в кишеч-
нике, восстанавливает микрофлору других орга-
нов и систем, углеводный и жировой обмен, спо-
собствует снижению сахара и холестерина в кро-
ви, избыточной массы тела, повышает неспец-
ифическую резистентность организма. Указан-
ные свойства ВБ предполагают перспективность 
использования препарата для улучшения каче-
ства жизни и профилактики развития возраст-
ассоциированной патологии, в связи с чем опре-
деленный интерес представляет исследование 
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влияния ВБ на функциональную активность им-
мунной системы и ее клеточных элементов при 
старении организма.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучить влияние ВБ на клеточный иммун-

ный ответ и функциональную активность имму-
нокомпетентных клеток у возрастных млекопита-
ющих.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В исследованиях был использован ориги-

нальный комплексный препарат нового поколе-
ния на основе пробиотиков «ВедаБиотик», раз-
работанный АО «Вектор-БиАльгам» (р.п. Коль-
цово, Новосибирская обл.) и ООО «ВедаГене-
тика» (г. Новосибирск). В состав препарата вхо-
дят 11 пробиотиков (бифидобактерии и лакто-
бактерии, молочнокислый стрептококк) в титре 
4.6 × 109 КОЕ/г, а также 3 пребиотика: аскорби-
новая кислота, лактулоза и микрокристалличе-
ская целлюлоза (свидетельство о госрегистрации 
RU.77.99.88.003.R.000658.03.20 от 06.03.2020).

Исследования проводили на здоровых мы-
шах (CВАхC57Bl/6)F1, самцах 10-месячного воз-
раста, массой 45–50 г, полученных из питомни-
ка НИИ фармакологии и регенеративной меди-
цины им. Е.Д. Гольдберга Томского националь-
ного исследовательского медицинского центра 
РАН (г. Томск). Животные содержались в услови-
ях вивария ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт фундаментальной и клинической им-
мунологии» в клетках по 5–10 особей в каждой, 
на стандартном рационе питания, при естествен-
ном световом режиме, свободном доступе к воде 
и пище. Экспериментальные исследования про-
водились в соответствии с Европейской конвен-
цией по защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986), «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных» согласно приказу Министерства здраво-
охранения РФ № 267 от 19.06.2003 «Об утверж-
дении правил лабораторной практики» и «Руко-
водству по экспериментальному (доклиническо-
му) исследованию новых фармакологических ве-
ществ» (Москва, 2005). 

Учитывая наличие в популяции мышей 
(CBAxC57Bl/6)F1 самцов с активным и пассив-
ным типами поведения, представители которых 
характеризуются определенными структурно-
функциональными особенностями иммуноком-
петенных клеток и различным изменением функ-
циональной активности клеточного звена иммун-

settlement, Novosibirsk Region) and VedaGene-
tika LLC (Novosibirsk). The preparation contains 
11 probiotics (bifi dobacteria and lactobacilli, lac-
tic acid streptococcus) in a titer of 4.6 × 109 CFU/g, 
as well as 3 prebiotics: ascorbic acid, lactulose and 
microcrystalline cellulose (certifi cate of state reg-
istration RU.77.99.88.003.R.000658.03.20 dated 
06.03.2020).

The studies were carried out on healthy male 
mice (CBAxC57Bl/6) F1, 10 months of age, weigh-
ing 45–50 g, obtained from the nursery of the 
Goldberg Research Institute of Pharmacology and 
Regenerative Medicine (Tomsk). The animals were 
kept in the vivarium of the Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology in cages 
of 5–10 individuals each, on a standard diet, under 
natural light conditions, and free access to water 
and food. Experimental studies were carried out in 
accordance with the European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Experi-
mental and Other Scientifi c Purposes (Strasbourg, 
1986), Rules for Conducting Work with the Use of 
Experimental Animals in accordance with the or-
der of the Ministry of Health of the Russian Fed-
eration No. 267 of June 19, 2003, On Approval of 
the Rules of Laboratory Practice and Guidelines for 
Experimental (Preclinical) Study of New Pharma-
cological Substances (Moscow, 2005) 

Considering the presence of males with active 
and passive types of behavior in the population of 
mice (CBAxC57Bl/6)F1, whose representatives are 
notable for certain structural and functional char-
acteristics of immunocytes and various changes in 
the functional activity of the cellular link of the im-
mune system after antigenic exposure [8, 9], with 
the aim of forming homogeneous experimental 
groups of animals, the type of behavior of all mice 
was determined in the Open Field test. According 
to the test results, only individuals with an average 
type of behavior were included in the study.

The VB suspension was forcibly injected to the 
animals at a basis of 80 mg/kg/day intragastrically, 
for 14 days (experimental group). The control group 
of animals in the same volume and regimen was 
injected with the solvent — drinking water (nega-
tive control). A group of whole mice of the same age 
was also used as a positive control. As a compari-
son group, mice with induced immunosuppression 
were used, which were injected with cyclophosphan 
(CP) (N-bis- (b-chloroethyl)-N-O-trimethylene 
phosphoric acid diamide ester) (Baxter Oncology 
GmbH, Germany), once intraperitoneally, in 0.5 ml 
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of 0.9% NaCl on the 14th day after the start of injec-
tion of VB, at a dose of 250 mg/kg, determined in a 
series of preliminary experiments.

On the 15th day, some of the animals were re-
moved from the experiment by decapitation, the 
spleen was taken under sterile conditions to obtain 
a suspension of splenocytes, with subsequent in vi-
tro study of the proliferative activity of spleen cells 
and the production of basic pro- and anti-infl am-
matory cytokines. The rest of animals were under-
gone to T-dependent antigen immunization to as-
sess the intensity of the cellular immune response 
in vivo.

For studying the proliferative activity, spleno-
cytes were isolated by centrifugation of a spleen cell 
suspension in a fi coll density gradient of 1.078 g/
cm3 (Lymphocyte Separation Medium, MP Biomed-
icals GmbH, Germany) at 1500 rpm for 40 min. The 
interphase splenocytes were washed three times in 
RPMI-1640 medium (Vector-BiAlgam JSC, Koltso-
vo settlement) and precipitated by centrifugation. 
Then the cells in the complete culture medium con-
sisting of RPMI-1640, 5% inactivated fetal bovine 
serum, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES-buffer, 
5 × 10–5 M 2-mercaptoethanol (Sigma, USA) and 
80 μg/ml of gentamicin was introduced in the 
volume of 50 μl into 96-well round-bottom plates 
(Linbro, USA) at a concentration of 105 splenocytes 
per well. Concavalin A (ConA) (Pharmacia Fine 
Chemicals, Sweden) and lipopolysaccharide (LPS) 
E. coli 0111: B4 (Sigma, USA) were used as mito-
gens for the induction of polyclonal cell activation, 
which were added to the cell suspension at subop-
timal concentrations (determined in the series of 
preliminary experiments and were 3 and 5 μg/ml 
respectively) in amounts of 50 μl and/or culture 
medium to a total volume of 150 μl per well. Cells 
were cultured in a CO2-incubator at +37°C in an at-
mosphere containing 5% CO2 for 72 h. The prolif-
erative activity of splenocytes was determined us-
ing a vital dye (CFSE) on a fl ow cytometer. Data are 
presented as a percentage relative to spontaneous 
cell proliferation of the corresponding group.

Cytokine levels were determined in splenocyte 
culture supernatant samples. For this, splenocytes 
were cultured at a concentration of 2 × 106/ml in 
a volume of 2 ml in 24-well plates for immunoas-
say (Linbro, USA) in complete culture medium con-
taining RPMI-1640, 10% inactivated fetal bovine 
serum, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer 
and 80 μg/ml gentamicin, for 24 h to study the pro-
duction of IL-1β and TNF-α; within 48 h — to study 

ной системы после антигенного воздействия [8, 
9], с целью формирования однородных экспери-
ментальных групп животных  тип поведения всех 
мышей был определен в  тесте «Открытое поле». 
По результатам тестирования в исследование 
были включены только особи со средним типом 
поведения.

Суспензию ВБ принудительно вводили жи-
вотным из расчета 80 мг/кг интрагастрально, 
ежедневно, в течение 14 сут (экспериментальная 
группа). Контрольной группе животных в ана-
логичном объеме и режиме вводили раствори-
тель — питьевую воду (негативный контроль). 
В качестве позитивного контроля использова-
ли также группу интактных мышей аналогич-
ного возраста. В качестве группы сравнения ис-
пользовали мышей с индуцированной иммуносу-
прессией, которым вводили циклофосфана (ЦФ) 
(N-бис-(b-хлорэтил)-N-О-триметиленовый эфир 
диамида фосфорной кислоты) (Baxter Oncology, 
GmbH, Germany), внутрибрюшинно однократно, 
в 0.5 мл 0.9% NaCl на 14-е сутки после начала вве-
дения ВБ, в дозе 250 мг/кг, определенной в серии 
предварительных экспериментов.

На 15-е сутки часть животных выводили из 
эксперимента декапитированием, в стерильных 
условиях забирали селезенку для получения су-
спензии спленоцитов с последующим исследо-
ванием in vitro пролиферативной активности 
клеток селезенки и продукции основных про- и 
противовоспалительных цитокинов. Оставши-
еся животные были подвержены иммунизации 
Т-зависимым антигеном для оценки интенсивно-
сти клеточного иммунного ответа in vivo. 

Для исследования пролиферативной актив-
ности спленоциты выделяли центрифугировани-
ем суспензии клеток селезенки в градиенте плот-
ности фиколла 1.078 г/см3 (Lymphocyte Separation 
Medium, MP Biomedicals GmbH, Germany) при 
1500 об./мин в течение 40 мин. Спленоциты, со-
бранные из интерфазы, трехкратно отмывали в 
среде RPMI-1640 («Вектор-БиАльгам», р.п. Коль-
цово) и осаждали центрифугированием. Затем 
клетки в полной культуральной среде, состоящей 
из RPMI-1640, 5% инактивированной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глютамина, 
10 мМ HEPES-буфера, 5 × 10–5 М 2-меркаптоэ-
танола (Sigma, USA) и 80 мкг/мл гентамицина, 
вносили в объеме 50 мкл в 96-луночные кругло-
донные планшеты (Linbro, USA) в концентрации 
105 спленоцитов на лунку. В качестве митогенов 
для индукции поликлональной активации клеток 
использовались конкавалин А (КонА) (Pharmacia 
Fine Chemicals, Sweden) и липополисахарид 
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(ЛПС) E. coli 0111:В4 (Sigma, USA), которые добав-
ляли к суспензии клеток в субоптимальных кон-
центрациях (определялись в серии предваритель-
ных экспериментов и составляли соответственно 
3 и 5 мкг/мл) по 50 мкл и/или культуральную сре-
ду до полного объема 150 мкл на лунку. Культиви-
рование клеток проводили в СО2-инкубаторе при 
+37 °С в атмосфере, содержащей 5% СО2, в тече-
ние 72 ч. Пролиферативную активность сплено-
цитов определяли при помощи витального кра-
сителя (CFSE), на проточном цитофлуориметре. 
Данные представляли в процентах относительно 
спонтанной пролиферации клеток соответствую-
щей группы. 

Уровни цитокинов определяли в образ-
цах культуральных супернатантов спленоци-
тов. Для этого спленоциты культивировали в 
концентрации 2 × 106/мл в объеме 2 мл в 24-лу-
ночных планшетах для иммунологических ис-
следований (Linbro, USA) в полной культураль-
ной среде, содержащей RPMI-1640, 10% инакти-
вированную эмбриональную телячью сыворот-
ку, 2 мМ L-глютамина, 10 мМ HEPES-буфера и 
80 мкг/мл гентамицина, в течение 24 ч для ис-
следования продукции ИЛ-1β и ФНО-α; в течение
48 ч — для исследования продукции ИЛ-10 и ИЛ-6 
и в течение 72 ч — для оценки продукции спле-
ноцитами ИФН-γ. Для исследования митоген-
стимулированной продукции цитокинов в куль-
туральную среду добавляли ЛПС E. сoli 011:B4 
для ИЛ-1β, ФНО-α и ИЛ-6 и КoнA — для ИФН-γ и 
ИЛ-10 в концентрациях, стимулирующих субоп-
тимальную продукцию каждого из цитокинов, 
определенную в серии предварительных экспери-
ментов. По окончании культивирования клеточ-
ную суспензию собирали, клетки осаждали цен-
трифугированием, а культуральный супернатант 
использовали для исследования. Определение 
уровней цитокинов в исследуемых образцах про-
водилось методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа с использованием тест-систем 
фирмы Invitrоgen (Austria), согласно прилагае-
мой инструкции. Оптическую плотность иссле-
дуемых образцов измеряли при помощи спектро-
фотометра с вертикальным прохождением све-
та Anthos 2020 (Anthos Labtec Instruments GmbH, 
Austria) при длине волны 450 нм. Количествен-
ное содержание цитокинов выражали в пг/мл. 

Интенсивность клеточного иммунного от-
вета оценивали in vivo по выраженности реак-
ции гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ). Для этого мышей иммунизировали — 
внутрибрюшинно вводили эритроциты барана 
(0.5% — 0.5 мл). Разрешающую дозу указанного 

the production of IL-10 and IL-6 and within 72 h — 
to assess the production of IFN-γ by splenocytes. 
To study mitogen-stimulated cytokine production, 
E. coli 011:B4 LPS was added to the culture medium 
for IL-1β, TNF-α and IL-6 and KonA — for IFN-γ 
and IL-10 at concentrations that stimulate subopti-
mal production of each of the cytokines determined 
in a series of preliminary experiments. At the end 
of the cell culture process, the cell suspension was 
harvested, the cells were precipitated by centrifu-
gation, and the culture supernatant was used for 
the research. Determination of the cytokine levels 
in the test samples was carried out by the method 
of enzyme-linked immunosorbent assay using test 
systems from Invitrogen (Austria), according to the 
attached instruction manual. The optical density 
of the samples under study was measured using an 
Anthos 2020 vertical light transmission spectro-
photometer (Anthos Labtec Instruments GmbH, 
Austria) at a wavelength of 450 nm. The quantita-
tive content of cytokines was expressed in pg/ml.

The intensity of the cellular immune response 
was assessed in vivo by the severity of the delayed-
type hypersensitivity reaction (DTH). For this, the 
mice were immunized with the sheep erythrocytes 
(0.5% — 0.5 ml) injected intraperitoneally. A resolv-
ing dose of the specifi ed antigen (50% — 0.05 ml) 
was injected under the plantar aponeurosis of the 
hind foot after 96 h. The formation of the DTH reac-
tion was assessed 24 h after the injection of the chal-
lenging dose by the degree of paw swelling (change 
in its thickness compared to the positive control 
hind paw of the same animal, into which the RPMI-
1640 medium was introduced). The reaction index 
(RI) was determined for each mouse by the formula 
RI = (Rex – Rc) / Rc, where Rex — the reaction in the 
experimental group, Rc — the reaction in the control 
group, and was expressed as a percentage [10].

For statistical processing of the actual mate-
rial, statistical analysis methods were used with 
STATISTICA 10 software packages for Windows 
(StatSoft Inc., USA). When analyzing quantitative 
data, the normal distribution of actual data was 
checked using the Shapiro-Wilk test. When making 
comparisons of independent samples in the case of 
normal distribution and equal variances in groups, 
Student’s t-test was used; if the distribution devi-
ates from the normal, the Mann-Whitney test was 
used; measures of central tendency and dispersion 
are described by median (Me), lower (Q1) and upper 
(Q3) quartiles. Differences were considered signifi -
cant at p ≤ 0.05.
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антигена (50% — 0.05 мл) вводили под апоневроз 
задней стопы через 96 ч. Формирование реакции 
ГЗТ оценивали через 24 ч после инъекции раз-
решающей дозы по степени опухания лапы (из-
менение ее толщины по сравнению с позитивно-
контрольной задней лапой того же животного, в 
которую была введена среда RPMI-1640). Индекс 
реакции (ИР) определяли для каждой мыши по 
формуле ИР = (Ро – Рк) / Рк, где Ро — реакция в 
опытной группе; Рк — реакция в группе контро-
ля, и выражали в процентах [10].

Для проведения статистической обработ-
ки фактического материала применяли методы 
статистического анализа с использованием про-
граммных пакетов STATISTICA 10 для Windows 
(StatSoft Inc., USA). При анализе количественных 
данных проверку на нормальность распределения 
фактических данных проводили с помощью кри-
терия Шапиро — Уилка. При проведении сравне-
ний независимых выборок в случае нормально-
го распределения и равных дисперсий в группах 
применяли t-критерий Стьюдента; при отклоне-
нии распределения от нормального — критерий 
Манна — Уитни; меры центральной тенденции и 
рассеяния описаны медианой (Me), нижним (Q1) 
и верхним (Q3) квартилями. Различия считали 
значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ
При старении эффективность функциониро-

вания иммунной системы, заключающаяся в под-
держании постоянства антигенного состава орга-
низма, уменьшается. Это приводит к ослаблению 
контроля за внутренней средой организма, имму-
нологической реактивности и исчезновению то-
лерантности к антигенам собственных органов и 
тканей и, как следствие, появлению характерных 
для старения иммунопатологических синдромов: 
иммунодефицита и аутоагрессии. Во всех этих 
случаях происходит снижение активности им-
мунного ответа, как клеточного, так и гумораль-
ного, с падением эффекта иммунизации, титров 
антител в крови ниже защитного уровня, умень-
шение эффективности клеточных иммунных ре-
акций. Следствием этого является повышенный 
уровень заболеваемости, склонность к хрониче-
ской патологии и онкопатологии, преобладание 
деструктивных процессов [11]. Сочетанное дей-
ствие бифидо- и лактобактерий в составе муль-
тисинбиотика ВБ, в соответствии с инструкцией  
производителя, способствует восстановлению и 
поддержанию собственной микрофлоры кишеч-
ника, вытесняя условно-патогенные и патоген-
ные бактерии, лактулоза обеспечивает питатель-

RESULTS AND DISCUSSION
With aging, the effectiveness of the immune 

system functioning consisting in maintainence of 
the constancy of the antigenic composition of the 
body decreases. This leads to a weakening of con-
trol over the internal environment of the body, im-
munological reactivity and the losing of tolerance 
to the antigens of its own organs and tissues and, 
as a consequence, the appearance of immunopath-
ological syndromes characteristic of aging: immu-
nodefi ciency and autoaggression. In all these cases, 
there is a decrease in the activity of the immune 
response, both cellular and humoral, with a drop 
in the effect of immunization, antibody titers in 
the blood below the protective level, and a decrease 
in the effi ciency of cellular immune response. The 
consequence of this is an increased morbidity rate, 
a tendency to chronic pathology and oncopatholo-
gy, the predominance of destructive processes [11]. 
The combined action of bifi dobacteria and lacto-
bacilli in the VB composition, in accordance with 
the manufacturer’s instructions, contributes to 
restoration and maintainence of its own intestinal 
microfl ora, dislodges opportunistic and pathogenic 
bacteria; lactulose provides a nutrient medium for 
these probiotics when they enter the intestine, and 
microcellulose effectively entraps products of bac-
terial decay, eliminating them from the body.

The in vivo study of the intensity of the cellular 
immune response in aged experimental animals, 
which, similarly to humans, are characterized by a 
reduced response to immunization [8, 12–15], re-
vealed that after a course of the VB, the intensity of 
the DTH reaction in 10-month-old mice exceeded 
that of a control group of the same age intact ani-
mals (Table 1).

One of the possible mechanisms stimulating 
the cellular immune response to the VB in aged 
animals, may be due to the infl uence of the probi-
otic microorganisms, included in the preparation, 
on the extrathymic generation of T-cells in the lym-
phoid tissue, associated with the intestine [16]. The 
administration of CP, as expected, caused immuno-
suppression, showing a decrease in the intensity of 
the DTH reaction; while the stimulating cell-me-
diated immune response effect of the VB was also 
recorded in the setting of CP-induced immunosup-
pression: an enhancement of this reaction reached 
the level corresponding to that of the intact animals 
of a similar age (see Table 1), which indicates the 
leveling of the CP-induced suppression of the cellu-
lar immune response under conditions of the prior 
VB administration.
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ную среду для указанных пробиотиков при их по-
падании в кишечник, а микроцеллюлоза эффек-
тивно сорбирует продукты бактериального распа-
да, выводя их из организма.

При исследовании интенсивности клеточно-
го иммунного ответа in vivo у возрастных экспери-
ментальных животных, которые, аналогично че-
ловеку, характеризуются сниженным ответом на 
иммунизацию [8, 12–15], выявлено, что после кур-
сового введения ВБ интенсивность реакции ГЗТ у 
мышей 10-месячного возраста превышала тако-
вую по сравнению с контрольной группой интакт-
ных животных аналогичного возраста (табл. 1). 

Одним из возможных механизмов стимули-
рующего клеточный иммунный ответ эффекта 
ВБ у возрастных особей может быть влияние вхо-
дящих в состав препарата пробиотических ми-
кроорганизмов на экстратимическую генерацию 
Т-клеток в лимфоидной ткани, ассоциированной 
с кишечником [16]. Введение ЦФ, как и ожида-
лось, вызывало иммуносупрессию, выразившую-
ся в снижении интенсивности реакции ГЗТ, при 
этом стимулирующий клеточный иммунный от-
вет эффект ВБ регистрировался также и на фоне 
ЦФ-индуцированной иммуносупрессии: повыше-
ние данной реакции наблюдалось до уровня, со-
ответствующего таковому у интактных живот-
ных аналогичного возраста (см. табл. 1), что сви-
детельствует о нивелировании ЦФ-индуцируемой 
супрессии клеточного иммунного ответа на фоне 
введения ВБ.

Как известно, у человека и животных подавле-
ние иммунитета с возрастом не связано со сниже-
нием абсолютного количества иммунокомпетент-

It is known, that in humans and animals the 
suppression of immunity with age is not associated 
with a decrease in the absolute number of immuno-
cytes, which is supported by a homeostatic multi-
component mechanism, but depends on changes in 
their functional activity [15–18]. Study of the func-
tional activity of immunocytes of aged animals in 
vitro after a course of the VB revealed the stimu-
lation of the proliferative activity of splenocytes in 
response to T- and B-cell mitogens (see Table 1). 
As you see from Table 1, the course of the VB also 
prevents the CP-induced decrease in the prolifera-
tive activity of spleen cells. VB stimulation of the 
proliferative activity of immunocytes is also one of 
the mechanisms of the above demonstrated effect 
of this probiotic preparation in stimulating the cel-
lular immune response. The leveling of CP-induced 
suppression of the cellular immune response and 
the proliferative activity of splenocytes in case of 
prior VB administration established in the present 
study, makes it possible to use this probiotic prepa-
ration during cytostatic therapy in oncopathology 
to reduce the negative side effect in the form of im-
munosuppression.

The functional activity of immunocytes of aged 
animals after a course of the VB was also assessed 
by the production of pro- and anti-infl ammatory 
cytokines. It was found that in aged mice, the VB 
reduces the mitogen-stimulated production of pro-
infl ammatory cytokines IL-1β and IFN-γ by sple-
nocytes, while not signifi cantly affecting the spon-
taneous production of these cytokines. In animals 
which were exposed to CP, causing immunosup-

Таблица 1. Интенсивность реакции ГЗТ и пролиферативная активность клеток селезенки возрастных мышей 
(CВАхC57Bl/6)F1 после курсового введения препарата «ВедаБиотик», %
Table 1. The intensity of the DTH reaction and the proliferative activity of spleen cells in aged mice (CBAxC57Bl/6)F1 after 
a course of the VedaBiotic preparation, %

Группы животных
Animal groups

Индекс реакции ГЗТ 
(Ме (25 %; 75 %)) 
Index of DTH reaction 
(Ме (25%; 75%))

Пролиферативная активность спленоцитов 
Splenocyte proliferative activity

К oнA-стимулированная 
пролиферация
ConA-stimulated 
proliferation

ЛПС-стимулированная 
пролиферация
LPS-stimulated 
proliferation

1. Интактные / Intact 21.2 (17.6; 28.9) 149 161

2. Вода / Water 37.5 (20.0; 55.0) 150 160

3. ЦФ / CP 1.25 (0.0; 2.5)** 70* 56*

4. «ВедаБиотик» / VedaBiotic 28.9 (25.0; 36.0)* 210* 240*

5. ЦФ, «ВедаБиотик» / CP, VedaBiotic 20.0 (2.5; 21.0) 127 117

Пр им е ч а н и е .  В каждой группе — от 12 до 15 животных. 
* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01 по сравнению с группами контроля 1 и 2;  p < 0.05 по сравнению с группой 3.

N o t e . Each group had from 12 to 15 animals. 
* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01 compared to the control groups 1 and 2;  p < 0.05 compared to group 3.
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pression, as expected, a suppression of the produc-
tion of all studied cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α 
IFN-γ, IL-10) was recorded, while an increase in 
the mitogen-stimulated production of IL-6 was 
noted practically at the level observed in intact ani-
mals of a similar age (Table 2). An increase in the 
production of this cytokine is possibly one of the 
mechanisms by which the VB prevented CP-inhi-
bition of the proliferative activity of splenocytes. 
In intact animals the VB also led to an increase in the 
spontaneous and mitogen-stimulated production 
of the anti-infl ammatory cytokine IL-10 by spleen 
cells, without changing it after CP administration 
(see Table 2).

According to modern views, the regulation of 
the cytokine cascade is closely related to the state 
of the intestinal microbiota, with its qualitative 
and quantitative changes, which, in particular, de-
termine the nature of systemic chronic low-grade 
infl ammation (SCLI) that is usual for the elderly 
[2]. The SCLI is characterized by formation of rela-
tively compensated balance between the action of 
the damaging factor and the systemic infl amma-
tory reaction, on the one hand, and the buffer sys-
tems of anti-infl ammatory resistance, on the other. 
It is considered that in age-associated pathology 
the SLCI is that link between insulin resistance, 
disorders of carbohydrate and lipid metabolism, 
obesity, atherosclerosis, metabolic syndrome. 
At the same time, it was found that some bacteria 
of the intestinal microbiota are able to prevent the 
SCLI development by suppressing microorganisms 
that trigger infl ammatory reactions, improving the 
barrier function of the mucous membrane of the 
gastrointestinal tract, or directly affecting the in-
fl ammatory response cascade through the produc-
tion of metabolites such as short-chain fatty acids, 
which play a great role in the the immune system. 
Short-chain fatty acids bind to the GPR43 protein, 
which is involved in the regulation of the activity 
of the immune system and infl ammation, providing 
intercellular communication in the immune system 
necessary for the normal resolution of the infl am-
mation process [19].

Thus, the anti-infl ammatory effect of butyric 
acid is well studied, and is realized mainly due to 
a decrease in the activity of histone acetylase and 
suppression of the activation of the associated nu-
clear transcription factor kappa B (NF-κB) of colon 
epithelial cells. Butyrate inhibits the activity of the 
NF-κB factor, which controls the expression of im-
mune response genes and is responsible for the pro-

ных клеток, которое поддерживается гомеостати-
ческим многокомпонентным механизмом, но за-
висит от изменения их функциональной активно-
сти [15–18]. При исследовании функциональной 
активности иммунокомпетентных клеток возраст-
ных животных in vitro после курсового введения 
ВБ выявлена стимуляция пролиферативной ак-
тивности спленоцитов в ответ на Т- и В-клеточные 
митогены (см. табл. 1). Как видно из результатов, 
представленных в табл. 1, курсовое введение ВБ 
также предотвращает ЦФ-индуцированное сни-
жение пролиферативной активности клеток селе-
зенки. Стимуляция ВБ пролиферативной актив-
ности иммунокомпетентных клеток также являет-
ся одним из механизмов продемонстрированного 
выше эффекта данного пробиотического препара-
та в отношении стимуляции клеточного иммунно-
го ответа. Установленное в настоящем исследова-
нии нивелирование ЦФ-индуцируемой супрессии 
клеточного иммунного ответа и пролифератив-
ной активности спленоцитов на фоне введения ВБ 
обусловливает возможность использования дан-
ного пробиотического препарата при проведении 
цитостатической терапии при онкопатологии для 
снижения негативного побочного эффекта в виде 
иммуносупрессии. 

Функциональная активность иммунокомпе-
тентных клеток возрастных животных после кур-
сового введения ВБ оценивалась также по про-
дукции про- и противовоспалительных цитоки-
нов. Установлено, что у возрастных мышей ВБ 
снижает митоген-стимулированную продукцию 
спленоцитами провоспалительных цитокинов 
ИЛ-1β и ИФН-γ, при этом существенно не влияя 
на спонтанную продукцию указанных цитокинов. 
У животных, подвергнутых воздействию ЦФ, вы-
зывающего иммуносупрессию, как и ожидалось, 
регистрировалось подавление продукции всех 
исследуемых цитокинов (ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α 
ИФН-γ, ИЛ-10), при этом наблюдалось повыше-
ние митоген-стимулированной продукции ИЛ-6 
практически до уровня, наблюдаемого у интакт-
ных животных аналогичного возраста (табл. 2). 
Повышение продукции этого цитокина, возмож-
но, является одним из механизмов, посредством 
которых ВБ предотвращал вызываемое ЦФ ин-
гибирование пролиферативной активности спле-
ноцитов. ВБ приводил также к повышению спон-
танной и митоген-стимулированной продукции 
клетками селезенки противоспалительного цито-
кина ИЛ-10 у интактных животных, не изменяя 
таковую после введения ЦФ (см. табл. 2). 

Согласно современным представлениям ре-
гуляция цитокинового каскада тесно связана с 
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состоянием микробиоты кишечника, с ее каче-
ственными и количественными изменениями, ко-
торые, в частности, обусловливают характер си-
стемного низкоградуированного  хроническо-
го воспаления (СНХВ), свойственного для пожи-
лого возраста [2]. При СНХВ происходит форми-
рование относительно компенсированного рав-
новесия между действием повреждающего фак-
тора и системной воспалительной реакцией — 
с одной стороны и буферными системами про-
тивовоспалительной резистентности — с другой. 
Считается, что при возраст-ассоциированной па-
тологии именно СНХВ является связующим зве-
ном между инсулинорезистентностью, наруше-
ниями углеводного и липидного обменов, ожире-
нием, атеросклерозом, метаболическим синдро-
мом. При этом установлено, что некоторые бакте-
рии кишечной микробиоты способны препятство-
вать развитию СНХВ посредством подавления ми-
кроорганизмов, запускающих воспалительные ре-
акции, улучшения барьерной функции слизистой 
оболочки желудочно-кишечного тракта либо не-
посредственного воздействия на каскад воспали-
тельной реакции путем продукции таких метабо-
литов, как короткоцепочечные жирные кислоты, 
играющие огромную роль в работе иммунной си-
стемы. Короткоцепочечные жирные кислоты свя-
зываются с белком GPR43, который участвует в 
регуляции активности иммунной системы и вос-

duction of cytokines, which leads to a decrease in 
the secretion of proinfl ammatory cytokines [20, 21]. 
The relationship between the state of the intestinal 
microbiota and changes in the levels of serum amy-
loid A3 (SAA3) which is an essential factor in the 
development of SCLI has been described [22]. The 
relationship between the composition of the micro-
biota and the number of T-regulatory cells (Treg) 
that perform suppressive functions was proved. In 
particular, Treg prevent autoimmune disorders, 
control the immune response against viruses, para-
sites, bacteria and fungi, prevent pathological im-
mune responses to host’s own microfl ora, and con-
trol antitumor immunity [23–25]. Treg express by 
CD4+ and CD25+ receptors, a transcription factor 
FoxP3 capable of inhibiting NFAT transcription fac-
tors (nuclear factor of activated T-lymphocytes) and 
NF-κB, which is one of the mechanisms of inhibit-
ing the synthesis of proinfl ammatory cytokines and 
suppressing the infl ammatory process [26]. In con-
nection with the mentioned above, the modulating 
effect of the VB on the production of cytokines by 
immunocytes, which causes a decrease in the level 
of proinfl ammatory cytokines IL-1β and IFN-γ and 
an increase in the level of anti-infl ammatory cyto-
kine IL-10, can be interpreted as a positive effect of 
the preparation aimed at reducing SCLI.

Таблица 2. Продукция цитокинов (пг/мл) клетками селезенки возрастных мышей (CВАхC57Bl/6)F1 после курсо-
вого введения препарата «ВедаБиотик» (Ме (25 %; 75 %))
Table 2. Cytokine production (pg/ml) by spleen cells of aged mice (CBAxC57Bl/6)F1 after the course of the VedaBiotic 
preparation (Me (25%; 75%))

Группы животных
Animal groups

ИЛ-1β / IL-1β ИЛ-6 / IL-6 ИЛ-10 / IL-10 ИФН-γ / IFN-γ ФНО-α / TNF-α

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

1. Интактные
Intact

3.1
(2.27; 
3.58)

6.74
(5.74; 
7.65)

32.4
(25.1; 
41.8)

111.92
(85.1; 
156.3)

24.1
(18.5; 
27.6)

195.17
(152.3; 
258.9)

6.42
(4.21; 
9.14)

64.47
(38.7; 
74.95)

20.09
(16.1; 
28.7)

31.00
(22.5; 
41.4)

2. Вода / Water 3.24
(2.65; 
3.91)

6.84
(5.48; 
8.17)

30.6
(22.7; 
41.8)

111.94
(64.5; 
153.2)

22.19
(16.1; 
32.5)

201.3
(164.9; 
251.3)

6.42
(4.14; 
7.85)

64.77
(50.3; 
77.1)

22.43
(17.24; 
29.76)

32.74
(23.8; 
42.6)

3. ЦФ / CP 1.09
(0.76; 
1.38)*

2.89
(1.27; 
4.1)*

10.1
(7.11; 
13.56)*

40.73
(32.9; 
52.3)*

12.8
(9.5; 
14.3)*

98.7
(68.7; 
129.4)*

4.51
(3.08; 
5.9)*

45.04
(34.6; 
59.2)*

14.81
(10.4; 
19.8)*

21.64
(17.5; 
29.6)*

5. «ВедаБиотик»
VedaBiotic

3.0
(2.2; 
4.5)

3.37
(2.8; 
5.3)*

33.6
(25.3; 
45.7)

132.11
(99.1; 
164.7)

42.68
(34.6; 
53.8)*

298.3
(201.6; 
365.2)*

6.14
(4.3; 
8.1)

34.77
(26.4; 
43.8)*

19.23
((11.6; 
28.3) 

30.61
(19.3; 
44.6)

7. ЦФ, «ВедаБиотик»
CP, VedaBiotic

1.22
(0.8; 
1.5)

1.24
(0.9; 
1.5)

14.2
(9.7; 
18.3)

94.23
(71.3; 
128.9)**

13.9
(9.5; 
18.1)

107.45
(76.9; 
145.2)

6.14
(4.14; 
8.1)

46.14
(33.7;
56.3)

27.15
(19.7; 
32.1)

31.52
(23.6; 
40.3)

Пр им е ч а н и е .  1 — спонтанная продукция цитокина; 2 — митоген-стимулированная продукция цитокина. В каждой груп-
пе — 6 животных.

* p < 0.05 по сравнению с группой 1; ** p < 0.05 по сравнению с группой 3.
N o t e . 1 — spontaneous cytokine production; 2 — mitogen-stimulated cytokine production. Each group has 6 animals.

* p < 0.05 as compared to group 1; ** p < 0.05 as compared to group 3.
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паления, обеспечивая межклеточную коммуника-
цию в иммунной системе, необходимую для нор-
мального разрешения процесса воспаления [19]. 

Так, хорошо изучен противовоспалительный 
эффект масляной кислоты, реализуемый в основ-
ном за счет снижения активности гистоновой 
ацетилазы и ингибирования активации связан-
ного с ней ядерного фактора транскрипции кап-
па В (NF-κB) эпителиоцитов толстой кишки. Бу-
тират подавляет активность фактора NF-κB, ко-
торый контролирует экспрессию генов иммунно-
го ответа и отвечает за продукцию цитокинов, что 
приводит к снижению секреции провоспалитель-
ных цитокинов [20, 21]. Описана взаимосвязь со-
стояния микробиоты кишечника с изменениями 
уровней сывороточного амилоида А3 (SAA3), яв-
ляющегося существенным фактором в развитии 
СНХВ [22]. Доказана также взаимосвязь состава 
микробиоты с количеством Т-регуляторных кле-
ток (Treg), осуществляющих супрессорные функ-
ции. В частности, Тreg предотвращают аутоим-
мунные расстройства, контролируют иммунный 
ответ против вирусов, паразитов, бактерий и гри-
бов, предотвращают патологические иммунные 
реакции на собственную микрофлору и контро-
лируют противоопухолевый иммунитет [23–25]. 
Тreg экспрессируют рецепторы СD4+ и CD25+, 
транскрипционный фактор FохP3, способный ин-
гибировать факторы транскрипции NFAT (ядер-
ный фактор активированных Т-лимфоцитов) и 
NF-κB, что является одним из механизмов инги-
бирования синтеза провоспалительных цитоки-
нов и подавления воспалительного процесса [26]. 
В связи с вышеизложенным модулирующее дей-
ствие ВБ на продукцию иммунокомпетентны-
ми клетками цитокинов, вызывающее снижение 
уровня провоспалительных цитокинов ИЛ-1β и 
ИФН-γ и повышение уровня противовоспали-
тельного цитокина ИЛ-10, можно трактовать как 
положительный эффект препарата, направлен-
ный на снижение СНХВ.

Доказанное влияние микробиоты кишечни-
ка на иммунную адаптацию и становление толе-
рантности организма к факторам внешней среды 
позволило использовать микроорганизмы — сим-
бионты человека для профилактики и лечения 
целого ряда заболеваний [27]. Целесообразность 
использования пробиотиков для модуляции им-
мунных реакций человека не вызывает сомнений 
в силу неуклонно расширяющейся доказательной 
базы, касающейся их безопасности и иммунокор-
ригирующего влияния. Установленные механиз-
мы молекулярного действия, данные рандоми-
зированных исследований и метаанализов, а так-

The proven infl uence of the intestinal micro-
biota on immune adaptation and the development 
of the organism tolerance to environmental factors 
made it possible to use microorganisms — human 
symbionts for the prevention and treatment of a 
number of diseases [27]. The feasibility of using 
probiotics to modulate human immune responses 
is beyond doubt due to the steadily expanding evi-
dence base regarding their safety and immune cor-
recting effect. The revealed mechanisms of molecu-
lar action, data from randomized studies and meta-
analyses, as well as vast experience in the practical 
use of probiotic preparation prove their effective-
ness for the prevention and reduction of the sever-
ity of a number of human diseases mediated or ac-
companied with immune imbalance.

CONCLUSION
When performing a study on the immune mod-

ulating properties of the probiotic preparation, Ve-
daBiotic in aged experimental animals, the follow-
ing was found:

1. A course of supplementation with the prepa-
ration stimulates the cellular immune response.

2. In CP-induced immunosuppression, this 
preparation gives even a stronger effect, stimulat-
ing the immune response, and up-regulating the 
DTH reaction to the level observed in intact ani-
mals of a similar age. 

3. The VedaBiotic stimulates the proliferative 
activity of immune competent cells, including the 
case with the CP-induced immunosuppression.

4. The VedaBiotic has a modulating effect on 
the production of cytokines by immunocytes, caus-
ing a decrease in the level of proinfl ammatory cyto-
kines IL-1β and IFN-γ, and an increase in the level 
of anti-infl ammatory cytokine IL-10.

Thus, the VedaBiotic has a positive immune 
modulating effect and can be used as a nutritional 
supplement — a source of probiotic microorgan-
isms — to reduce the negative side effects of cyto-
static therapy, as well as to improve the quality of 
life of elderly people and prevent the development 
of age-associated pathology.
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же огромный опыт практического использования 
пробиотических препаратов доказывают их эф-
фективность для профилактики и снижения тя-
жести целого ряда заболеваний человека, опо-
средованных или сопровождающихся иммунным 
дисбалансом. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При проведении исследования иммуномоду-

лирующих свойств пробиотического препарата 
«ВедаБиотик» у возрастных экспериментальных 
животных было установлено следующее:

1. Курсовое введение препарата  стимулирует 
клеточный иммунный ответ.

2. При ЦФ-индуцированной иммуносупрес-
сии данный препарат оказывает еще более силь-
ный эффект, стимулирующий иммунный ответ, 
повышая выраженность реакции ГЗТ до уровня, 
наблюдаемого у интактных животных аналогич-
ного возраста.

3. Препарат «ВедаБиотик» стимулирует про-
лиферативную активность иммунокомпетентных 
клеток, в том числе и на фоне ЦФ-индуцирован-
ной иммуносупресии. 

4. Препарат «ВедаБиотик» оказывает моду-
лирующее действие на продукцию цитокинов им-
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Разработка вольтамперометрической методики 
количественного определения бендазола гидрохлорида 
Жеребцова Е.Ю., Терентьева С.В., Ивановская Е.А., Шинко Т.Г.

ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава России

Development of the voltammetric method for the quantitative 
determination of bendazole hydrochloride 
Zherebtsova E.Yu., Terentyeva S.V., Ivanovskaya E.A., Shinko T.G.

Novosibirsk State Medical University

АННОТАЦИЯ
В связи с широкой областью применения бендазола гидрохлорида в медицине и его использованием в соста-

ве комбинированных лекарственных препаратов требуется оценка эффективности полученных лекарственных 
форм и определение фармакокинетических параметров. Для этого необходимо получение данных о концентра-
ции исследуемого препарата в биологических жидкостях. Цель настоящего исследования — разработка вольтам-
перометрической методики количественного определения бендазола гидрохлорида. В ходе исследования экспе-
риментально установлены оптимальные условия электролиза: потенциал –1.8 В, время 15 с, скорость развертки 
потенциала 50 мВ/с. Оптимальное значение pH для электролиза бендазола гидрохлорида 6–7. Предлагаемая ме-
тодика валидирована по тестам:  специфичности и линейности, предела обнаружения; определена аналитиче-
ская область методики, ее прецизионность. Таким образом, разработанная методика может применяться для ко-
личественного определения бендазола гидрохлорида в фармацевтических субстанциях.

Ключевые слова: вольтамперометрия, бендазола гидрохлорид, электролиз, электрод, валидация.

ABSTRACT
In connection with the wide fi eld of application of bendazole hydrochloride in medicine and its use as a part of 

combined drugs, an assessment of the effectiveness of the novel dosage forms and the determination of pharmacokinetic 
parameters are required. For this purpose, it is necessary to obtain data on the concentration of the studied drug in bio-
logical fl uids. The aim of this research is to develop a voltammetric method for the bendazole hydrochloride quantifi ca-
tion. In the course of the study, the optimal electrolysis conditions were established: potential was –1.8 V, time 15 s, and 
potential sweep rate 50 mV/s. The optimum pH value for electrolysis of bendazole hydrochloride is 6–7. The proposed 
method is validated by tests: specifi city and linearity, detection limit; the range of the procedure and its analytical pre-
cision were determined. Thus, the developed method can be used for the quantifi cation of bendazole hydrochloride in 
pharmaceutical substances.

Keywords: voltammetry, bendazole hydrochloride, electrolysis, electrode, validation.

ВВЕДЕНИЕ 
Бендазола гидрохлорид, лекарственное сред-

ство синтетического происхождения, является 
одной из немногих успешных российских раз-
работок, присутствующих на фармацевтическом 

INTRODUCTION 
Bendazole hydrochloride, a synthetic medici-

nal product, is one of the few successful Russian 
developments that has been presented on the phar-
maceutical market for over 65 years. It has shown 
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рынке уже более 65 лет. Он зарекомендовал себя 
как эффективный и безопасный лекарственный 
препарат [1]. Первоначально предназначенный 
для лечения повреждений периферических не-
рвов, бендазола гидрохлорид получил признание 
также в качестве спазмолитического, гипотензив-
ного, иммуностимулирующего и адаптогенного 
средства [2–4].

В связи с широкой областью применения бен-
дазола гидрохлорида в медицине и его использо-
ванием в составе комбинированных лекарствен-
ных препаратов требуется оценка эффективности 
полученных лекарственных форм и определение 
фармакокинетических параметров. Для этого не-
обходимы данные о концентрации исследуемого 
препарата в биологических жидкостях [5].

Определение бендазола гидрохлорида про-
водят несколькими методами. Широко представ-
лены титриметрические методы количественно-
го определения (неводное титрование, аргенто-
метрия, ацидиметрия, алкалиметрия), основной 
недостаток которых состоит в том, что они не-
применимы для биологических жидкостей вви-
ду недостаточного предела обнаружения [6]. Из-
вестны спектрофотометрические способы опре-
деления бендазола гидрохлорида с применением 
0.1 М раствора кислоты хлористоводородной [7]. 
Высокоэффективная жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ) также применяется для определения ди-
базола. Метод предполагает использование не 
только хлорной кислоты, но и ацетонитрила в ка-
честве элюента [8].

Интерес представляет метод вольтампероме-
трии, главными преимуществами которого явля-
ются дешевизна приборной базы и расходных ма-
териалов в сочетании с селективностью и преде-
лом обнаружения, сопоставимыми с ВЭЖХ [9, 10].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Разработка вольтамперометрической мето-

дики количественного определения бендазола 
гидрохлорида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта исследования для подбо-

ра оптимальных условий электролиза использо-
вали субстанцию бендазола [2-(Фенилметил)-1H-
бензимидазола гидрохлорид], молярной массой 
244.73 г/моль, с содержанием действующего ве-
щества не менее 99.0 % (АО «Усолье-Сибирский 
химфармзавод»). Экспериментальные данные 
получены на полуавтоматическом анализаторе 
ТА-2 (ООО «НПП «Томьаналит», г. Томск). В ра-
боте использовали стеклоуглеродный электрод в 

itself to be an effective and safe drug [1]. Original-
ly designed for the treatment of peripheral nerve 
damage, bendazole hydrochloride has been also 
recognized as an antispasmodic, hypotensive, im-
mune stimulating, and adaptogenic agent [2–4].

Owing to the wide fi eld of application of ben-
dazole hydrochloride in medicine and its use as a 
part of combined drugs, an assessment of the novel 
dosage forms’ effectiveness and the determination 
of pharmacokinetic parameters are necessary. This 
requires data on the concentration of the studied 
drug in biological fl uids [5].

The identification of bendazole hydrochloride 
is carried out by several methods. Titration meth-
ods of quantitative determination (non-aqueous 
titration, argentometry, acidimetry, alkalimetry) 
are widely presented, the main disadvantage of 
which is that they are inapplicable for biological 
f luids due to the insufficient detection limit [6]. 
There are spectrophotometric methods for the 
bendazole hydrochloride assay using a 0.1 M so-
lution of hydrochloric acid [7]. High-performance 
liquid chromatography (HPLC) is also used for the 
determination of dibazol. The method involves the 
use of not only perchloric acid but also acetonitrile 
as an eluent [8].

The method of voltammetry is of interest. Its 
main advantages are the low cost of the instrument 
base and consumables in combination with the se-
lectivity and detection limit comparable to HPLC 
[9, 10].

AIM OF THE RESEARCH
To develop a voltammetric method for the 

quantitative determination of bendazole hydro-
chloride.

MATERIALS AND METHODS 
The substance of bendazole [2-(Phenylmethyl)-

1H-benzimidazole hydrochloride], with a molar 
mass of 244.73 g/mol, with an active ingredient 
content of at least 99.0% (Usolye-Sibirskiy Khim-
farmzavod JSC, Russia) was used as an object of re-
search for the selection of optimal electrolysis con-
ditions. The experimental data were obtained on 
a TA-2 semi-automatic analyzer (NPP Tomanalyt, 
Tomsk). We used a glassy carbon electrode as an in-
dicator and silver chloride (Ag/AgCl) as a reference 
electrode. Polarization curves served as a source of 
information.

For the quantitative determination of the ana-
lyte in standardized test solutions, the standard 
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качестве индикаторного и хлорсеребряный (Ag/
AgCl) как электрод сравнения. Источником ин-
формации служили поляризационные кривые.

Для количественного определения анализи-
руемого вещества в модельных растворах исполь-
зовали метод стандартных добавок, согласно ко-
торому концентрация определяемого вещества 
рассчитывается по формуле

( ) ( )⎥
⎥
⎦

⎤

⎢
⎢
⎣

⎡

−
⋅

+
⋅

=
x

х
x II

I
VV
VC

C
sumдоб0

добст ,

где Cx — концентрация определяемого вещества, 
г/мл;

Cст — концентрация стандартного раствора, 
г/мл;

Vдоб — объем добавки стандартного раствора, 
мл;

V0 — объем раствора в ячейке, мл;
Ix — величина сигнала определяемого веще-

ства, мкА;
Isum — величина аналитического сигнала до-

бавки стандартного раствора, мкА.
Каждое из приведенных цифровых значений 

является средним из трех измерений. Статистиче-
скую обработку полученных данных выполняли 
согласно ОФС 1.1.0013.15 «Статистическая обра-
ботка результатов количественного анализа» [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Принимая во внимание литературные дан-

ные об электрохимической активности различ-
ных функциональных групп, мы предположили, 
что имидазольное кольцо в структуре молекулы 
бендазола гидрохлорида наиболее электрохими-
чески активно. Учитывая, что имидазольное коль-
цо содержит два атома азота, каждый из которых 
имеет свободную пару электронов, мы предпоч-
ли вариант катодной вольтамперометрии. Опти-
мальным электродом был признан стеклоугле-
родный, так как только на нем был выявлен сиг-
нал бендазола (рис. 1).

В качестве фонового электролита выбра-
ли раствор калия хлорида, который обеспечивал 
широкую область, хорошую электропроводность 
и необходимую площадь для обработки сигнала, 
был прост в приготовлении, так как является од-
нокомпонентным, кроме того, имел продолжи-
тельный срок годности. Оптимальная концентра-
ция фонового электролита составила 0.01 моль/л. 
В более концентрированных растворах не наблю-
дали прироста от добавки при наличии большо-
го остаточного тока, тогда как разбавление приво-
дило к снижению прецизионности. Выбранная же 

addition method was used, according to which the 
concentration of the analyte is calculated by the 
formula

( ) ( )⎥⎦
⎤

⎢
⎣

⎡
−

⋅
+
⋅

=
x

х

add

addst
x II

I
VV
VCC

sum0

,

where Cx is the concentration of the analyte, g/ml;
Cst is the concentration of the standardized 

solution, g/ml;
V0 is the  volume of solution in the cell, ml;
Vadd is the volume of the standard solution 

added, ml;
Ix is the value of the analyte signal, μA;
Isum is the  value of the analytical signal of a 

standardized solution’s additon, μA.
Each of the given numeric values is the aver-

age of three measurements. Statistical processing 
of the obtained data was carried out according to 
general Pharmacopoeia monograph 1.1.0013.15 
“Statistical processing of the results of quantitative 
analysis” [11].

RESULTS AND DISCUSSION
Taking into account the literature data on 

the electrochemical activity of various functional 
groups, we assumed that the imidazole ring in the 
structure of the bendazole hydrochloride molecule 
is the most electrochemically active. Considering 
that the imidazole ring contains two nitrogen at-
oms, each having a free pair of electrons, we pre-
ferred the option of cathodic voltammetry. The 
glassy carbon electrode was found to be the optimal 
one since the bendazole signal was detected only on 
it (Fig. 1).

We chose a potassium chloride solution as 
the background electrolyte which provided a wide 
range, the high electrical conductivity and the 
required area for signal processing, was easy to 
prepare being one-component, in addition, it had 
a long shelf life. The optimal concentration of the 
background electrolyte was 0.01 mol/l. In more 
concentrated solutions, no gain from the addition 
was observed in the presence of a large residual 
current, while dilution led to a decrease in preci-
sion. The chosen concentration provided the mini-
mum residual current and the maximum value of 
the analytical signal.

When determining the optimal pH value of 
electrolysis, we found that a pronounced and re-
producible signal of bendazole hydrochloride is 
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концентрация обеспечивала минимальный оста-
точный ток и максимальную величину аналити-
ческого сигнала.

При определении оптимального значения 
рН электролиза установлено, что выраженный и 
воспроизводимый сигнал бендазола гидрохлори-
да наблюдается при рН 6–7, тогда как в кислой и 
щелочной средах при подобранных условиях ана-
литический сигнал значительно снижался. Таким 
образом, пришли к заключению о целесообразно-
сти использования фонового электролита без до-
бавления буферных растворов при рН 6–7.

Экспериментальным путем установили и 
другие условия электролиза бендазола гидрох-
лорида. Оптимальное значение потенциала элек-
тролиза составило –1.8 В (рис. 2), смещение ко-
торого в более положительную или более отрица-
тельную область приводило к уменьшению вели-
чины регистрируемого тока.

observed at pH 6–7, while in acidic and alkaline 
media under the selected conditions, the analytical 
signal signifi cantly decreased. Thus, we concluded 
that it is advisable to use a background electrolyte 
without adding buffer solutions at pH 6–7.

Other conditions for electrolysis of bendazole 
hydrochloride were also established experimen-
tally. The optimum value of the electrolysis poten-
tial was –1.8 V (Fig. 2), the shift of which to a more 
positive or more negative area led to a decrease in 
the value of the recorded current.

The electrolysis time was 15 s since a decrease 
in this indicator led to a linear decrease of the an-
alytical signal. With an increase in the electroly-
sis time for more than 15 s, the saturation of the 
deposit on the electrode occurred, and the ana-
lytical signal of bendazole also linearly decreased 
(Fig. 3).
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Рис. 1. Вольтамперограмма для раствора стандартного образца бендазола гидрохлорида в концентрации 0.1 мг/л 
при подобранных условиях (индикаторный электрод — стеклоуглеродный; фоновый электролит — раствор калия 

хлорида в концентрации 0.01 моль/л) 
Fig. 1. Voltammogram for a standardized sample of bendazole hydrochloride solution at a concentration of 0.1 mg/l 

under selected conditions (indicator electrode is glassy carbon; background  electrolyte is a potassium chloride solution 
at a concentration of 0.01 mol/l)
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Время электролиза составило 15 с, посколь-
ку уменьшение данного показателя приводило к 
линейному снижению аналитического сигнала. 
При увеличении времени электролиза более 15 с 
происходило насыщение осадка на электроде, и 
аналитический сигнал бендазола также линейно 
снижался (рис. 3).

Для определения оптимальной скорости раз-
вертки потенциала использовали значения дан-
ного параметра в диапазоне от 10 до 150 мВ/с. Вы-
сота сигнала возрастала пропорционально увели-
чению скорости развертки до 50 мВ/с, достигая 
при этом максимальных значений величины ре-

To determine the optimal potential sweep rate, 
we used the values of this parameter in the range 10 
to 150 mV/s. The signal height grew up in proportion 
to the increase in the sweep rate to 50 mV/s, reaching 
the maximum values of the recorded current, howev-
er, with a further increase in the sweep rate, a notice-
able decrease occurred, which negatively affected the 
detection sensitivity of the test substance (Fig. 4).

Thus, it was possible to reveal the optimal pa-
rameters of the electrolysis of bendazole hydrochlo-
ride for its quantitative determination. Further, the 
statistical processing of the obtained results was 
carried out.
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Рис. 2. График зависимости высоты аналитического сигнала бендазола гидрохлорида от потенциала накопления 
(концентрация раствора стандартного образца бендазола гидрохлорида в электролитической ячейке 1.0 ∙ 10–5 г/л) 
Fig. 2. Dependency graph of the height of the bendazole hydrochloride’s analytical signal on the accumulation potential 

(the concentration of a standard sample solution of bendazole hydrochloride in the electrolytic cell is 1.0 ∙ 10–5 g/l)
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Рис. 3. График зависимости высоты аналитического сигнала бендазола гидрохлорида от времени электролиза 
(концентрация раствора стандартного образца бендазола гидрохлорида в электролитической ячейке 1.0 ∙ 10–5 г/л) 

Fig. 3. Dependency graph of the height of the bendazole hydrochloride’s analytical signal on the time of electrolysis 
(the concentration of a standard sample solution of bendazole hydrochloride in the electrolytic cell is 1.0 ∙ 10–5 g/l)
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гистрируемого тока, однако при дальнейшем уве-
личении скорости развертки происходило замет-
ное снижение, что отрицательным образом ска-
зывалось на чувствительности определения ис-
следуемого вещества (рис. 4).

Таким образом, удалось установить опти-
мальные параметры электролиза бендазола ги-
дрохлорида для его количественного определе-
ния. Далее полученные результаты подвергли 
статистической обработке.

Линейность методики в аналитической обла-
сти проверяли экспериментально графическим и 
расчетным способом.

Графический способ заключался в измере-
нии высоты аналитического сигнала вещества 
при добавлении равных объемов раствора стан-
дартного образца определенной концентрации в 
электролитическую ячейку (рис. 5). Полученные 
результаты наглядно продемонстрировали нали-
чие прямолинейной зависимости между концен-
трацией бендазола гидрохлорида в электролити-
ческой ячейке и регистрируемой силой тока.

Расчетный способ оценки линейности при-
менили для десяти проб с различными количе-
ствами определяемого вещества. Для этого гото-
вили десять растворов непосредственно из суб-
станции бендазола гидрохлорида в мерных кол-
бах объемом 100 мл, после чего выполняли ко-
личественное определение испытуемого образца 
в полученных растворах в предлагаемых услови-
ях с помощью вольтамперометрической методи-
ки (табл. 1). Коэффициент корреляции составил 
0.997, что подтверждает линейный характер ко-

The linearity of the methodology in the range 
was determined experimentally by graphic and cal-
culation methods.

The graphical method consisted in measuring 
the height of the analytical signal of a substance 
when adding equal volumes of a standardized sample 
solution of a certain concentration into an electrolyt-
ic cell (Fig. 5). The results obtained clearly demon-
strated the presence of a linear correlation between 
the concentration of bendazole hydrochloride in the 
electrolytic cell and the recorded amperage.

The calculation method for evaluating linearity 
was used for ten samples with different amounts of 
the analyte. For this, ten solutions were prepared 
directly from the substance of bendazole hydro-
chloride in 100 ml volumetric fl asks, after which 
the quantifi cation of the test sample in the obtained 
solutions was carried out under the proposed con-
ditions using a voltammetric technique (Table 1). 
The correlation coeffi cient was 0.997, which con-
fi rms the linear nature of the quantitative determi-
nation of bendazole hydrochloride using the pro-
posed method in the range from 1 to 10 mg. The free 
term (a) tends to zero, therefore, the results are not 
burdened with a systematic error.

To determine the limit of detection, samples 
were tested with various known amounts (concen-
trations) of the analyte, and the minimum value was 
detected, at which the result of the analysis could be 
assessed visually [11]. This value was an estimate of 
the detection limit (Fig. 6). The detection limit for 
bendazole hydrochloride was 1 ∙ 10–9 g/ml.
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Рис. 4. График зависимости высоты аналитического сигнала бендазола гидрохлорида от скорости развертки 
(концентрация раствора стандартного образца бендазола гидрохлорида в электролитической ячейке 1.0 ∙ 10–5 г/л) 

Fig. 4. Dependency graph of the height of the bendazole hydrochloride’s analytical signal on the sweep rate 
(the concentration of a standard sample solution of bendazole hydrochloride in the electrolytic cell  1.0 ∙ 10–5 g/l)
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The precision of the method was evaluated for 
90 samples in three series of concentrations — 0.993, 
0.0993, 0.00993 mg/l, 30 samples for each. For this, 
10 ml of a potassium chloride solution at a concen-
tration of 0.01 mol/l was placed in a 20 ml quartz 
beaker. The electrolysis was carried out under the 
following conditions: potential was –1.8 V, time 15 s. 
A voltammogram was recorded at a constant current 
form a potential sweep at a rate of 50 mV/s.

личественного определения бендазола гидрохло-
рида с помощью предлагаемой методики в диапа-
зоне от 1 до 10 мг. Свободный член (а) стремится 
к нулю, следовательно, результаты не отягощены 
систематической ошибкой.

Для определения предела обнаружения про-
водили испытания образцов с различными из-
вестными количествами (концентрациями) опре-
деляемого вещества и устанавливали минималь-
ное значение, при котором результат анализа мо-
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Рис. 5. График зависимости силы тока от концентрации стандартного образца в электролитической ячейке при 
подобранных условиях (концентрация добавляемого раствора 100 мкг/л) 

Fig. 5. Dependency graph of the amperage on the concentration of a standard sample in the electrolytic cell under 
the selected conditions (the concentration of the added solution is 100 μg/l)

Таблица 1. Расчет и статистическая оценка параметров линейной зависимости количества бендазола гидрох-
лорида по тесту «введено-найдено»
Table 1. Calculation and statistical evaluation of the parameters of the linear dependence of the bendazole hydrochloride 
amount according to the  spike recovery test

№
п/п
No.

Навеска бендазола гидрохлорида, взятая 
для приготовления модельной смеси, мг (x)
Weight of bendazole hydrochloride for the 
preparation of a standardized test mixture, mg (x)

Результаты определения 
количественного 
содержания, мг (y)
Results of quantitative 
determination, mg (y)

Расчет основных 
статистических параметров [11]
Calculation of basic statistics
parameters [11]

1 1.0 1.2 x = 5.5; y = 5.62; f = 8;

b = 0.995; a = 0.147;

t [(p; f) при / at p = 95 %] = 2.23;

Δb = 0.056; Δa = 0.347;

S2
0    = 5.175 · 10−2; r = 0.997

Sx (при / at nj = 1, yj = y) = 0.164;

Δx = 0.365;  Δx · 100 = 6.64

2 2.0 2.3

3 3.0 2.8

4 4.0 4.2

5 5.0 5.1

6 6.0 5.9

7 7.0 7.3

8 8.0 8.2

9 9.0 9.4

10 10.0 9.8

 55.0 56.2

 x–   
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жет быть оценен визуально [11]. Это значение яв-
лялось оценкой предела обнаружения (рис. 6). 
Предел обнаружения бендазола гидрохлорида со-
ставил 1 ∙ 10–9 г/мл.

Прецизионность методики оценили для 90 
проб в трех сериях концентрации — 0.993, 0.0993, 
0.00993 мг/л, по 30 проб для каждой. Для этого 
в кварцевый стаканчик емкостью 20 мл помеща-
ли 10 мл раствора калия хлорида в концентрации 
0.01 моль/л. Проводили электролиз при следую-
щих условиях: потенциал –1.8 В, время 15 с. Ре-

Statistical processing of the results was carried 
out (Table 2) [11].

The calculated Student’s coeffi cients for three 
series of concentrations do not exceed the table val-
ue, which indicates the absence of the method bias 
and the suitability of this method for the quantifi -
cation of bendazole hydrochloride.

CONCLUSION
In the course of the development of a method 

for the voltammetric determination of bendazole 
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Рис. 6. Вольтамперограмма для раствора стандартного образца бендазола гидрохлорида в концентрации
 1 ∙ 10–9 г/мл при подобранных условиях (индикаторный электрод — стеклоуглеродный; 

фоновый электролит — раствор калия хлорида в концентрации 0.01 моль/л)
Fig. 6. Voltammogram for a standardized sample solution of bendazole hydrochloride at a concentration 
of 1 ∙ 10–9 g/ml under selected conditions (indicator electrode is glassy carbon; background electrolyte is a 

potassium chloride solution at a concentration of 0.01 mol/l)
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гистрировали вольтамперограмму при постоян-
нотоковой форме развертки потенциала со скоро-
стью 50 мВ/с.

Полученные результаты подвергли статисти-
ческой обработке (табл. 2) [11].

Рассчитанные коэффициенты Стьюдента для 
трех серий концентраций не превышают таблич-
ное значение, что говорит об отсутствии система-
тической ошибки метода и пригодности данного 
метода для количественного определения бенда-
зола гидрохлорида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе разработки методики вольтамперо-

метрического определения бендазола гидрохло-
рида в модельных растворах экспериментально 
установлены оптимальные условия электролиза: 
потенциал –1.8 В, время 15 с, скорость развертки  
50 мВ/с. В качестве фонового электролита был 
выбран раствор калия хлорида с концентрацией 
0.01 моль/л. Оптимальное значение рН для элек-
тролиза бендазола гидрохлорида составило 6–7. 
Предлагаемая методика валидирована по тестам: 
специфичности и линейности, предела обнару-
жения; определена аналитическая область ме-
тодики, ее прецизионность. Таким образом, раз-

hydrochloride in model solutions, the optimal 
electrolysis conditions were experimentally estab-
lished: potential was –1.8 V, time 15 s, sweep po-
tential rate 50 mV/s. A potassium chloride solution 
at a concentration of 0.01 mol/l was chosen as a 
background electrolyte. The optimum pH value for 
electrolysis of bendazole hydrochloride was 6–7. 
The proposed method is validated by tests: speci-
fi city and linearity, detection limit;  range of the 
method and its precision were determined. Thus, 
the developed method can be used for the quanti-
tative determination of bendazole hydrochloride in 
pharmaceutical substances.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

Таблица 2. Метрологические характеристики разработанной методики количественного определения бенда-
зола гидрохлорида (число степеней свободы f — 19; доверительная вероятность p — 95 %; значение t-критерия 
Стьюдента — 2.09)
Table 2. Metrological characteristics of the developed method for the bendazole hydrochloride quantifi cation (number of 
degrees of freedom f — 19; confi dence interval p — 95%; Student’s t-test value — 2.09)

Истинное 
значение 
измеряемой 
величины
(мг/л) 
True value of 
the measur-
and (mg/l) 

Среднее
выбороч-
ное x̅
Sample 
mean value 
x̅

Диспер-
сия S2

The vari-
ance S2

Стандарт-
ное откло-
нение S
Standard 
deviation S

Полуширина 
доверитель-
ного интер-
вала x
Half-width of 
the confi dence
interval x

Относительная погреш-
ность, %
Relative error, %              .

Коэффициент 
Стьюдента, 
полученный 
расчетным 
путем tвыч
Student’s 
coeffi cient 
obtained by 
calculation Tcalc

отдельной 
варианты 
of indi-
vidual vari-
ance 

среднего 
результа-
та –
of mean –

0.993 9.927 · 10–1 3.226 · 10–7 5.679 · 10–4 1.187 · 10–3 1.19 0.27 1.93

0.0993 9.929 · 10–2 7.116 · 10–10 2.668 · 10–5 5.575 · 10–5 0.56 0.12 2.01

0.00993 9.928 · 10–3 1.169 · 10–11 3.419 · 10–6 7.147 · 10–6 0.72 0.16 0.67

работанная методика может использоваться для 
количественного определения бендазола гидрох-
лорида в фармацевтических субстанциях.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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обработки на укупорочные резиновые пробки с 
использованием метода определения краевого угла 
смачивания поверхности 
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Assessment of the destructive infl uence of sanitary cleansing on 
pharmaceutical rubber stoppers using a method of measuring the 
contact angle
Khusainov A.D.1, Egorova S.N.2, Khasanova A.D.1, Simonova N.N.1

1Kazan National Research Technological University 
2Kazan State Medical University, Institute of Pharmacy

АННОТАЦИЯ
Впервые проведены экспериментальные исследования влияния санитарно-гигиенической обработки на со-

стояние поверхности пробок резиновых медицинских на основе бутиловых и галобутиловых каучуков с использо-
ванием метода определения краевого угла смачивания. 

Установлено, что санитарно-гигиеническая обработка пробок, проводимая перед укупоркой стерильных 
форм лекарственных средств (ЛС), включающая предстерилизационную очистку пробок (2-кратное кипячение в 
течение 30 мин в 1% растворе тринатрийфосфата или едкого натра и однократное кипячение в 0.1% растворе со-
ляной кислоты в течение 30 мин) и последующую стерилизацию в автоклаве при t = 130 оС, давлении p = 0.2 МПа 
в течение 60 мин, действует деструктивно на состояние их поверхности и сопровождается уменьшением краевого 
угла смачивания (увеличением гидрофильности поверхности пробок), что приводит к значительному вымыванию 
компонентов резиновых пробок и загрязнению ими растворов ЛС.

Определение краевого угла смачивания позволяет воспроизводимым инструментальным методом выя-
вить и количественно оценить процессы деструкции поверхности резиновых пробок, используемых для укупор-
ки стерильных растворов ЛС. Данный показатель может быть использован для оценки влияния фармацевтико-
технологических факторов (санитарно-гигиенической обработки, стерилизации, контакта с растворами ЛС и др.) 
на состояние поверхности резиновых пробок, для контроля деструктивной устойчивости укупорочных средств и 
прогнозирования содержания посторонних примесей в стерильных растворах ЛС.

Ключевые слова: краевой угол смачивания, резиновые пробки.

ABSTRACT
For the fi rst time, experimental studies of the infl uence of sanitary cleansing on the surface of pharmaceutical rubber 

(butyl- and halobutyl-based) stoppers were carried out by measuring the contact angle.
It was found that the sanitary cleansing of stoppers, carried out before the closure of sterile dosage forms of medicinal 

products (MP), including pre-sterilization cleaning of the stoppers (2-fold boiling for 30 min in 1% solution of trisodium 
phosphate or sodium hydroxide and a single boiling in 0.1% solution of hydrochloric acid for 30 min) and subsequent ster-
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INTRODUCTION
Pharmaceutical rubber stoppers are used for 

closing vials of sterile dosage forms (irrigation and 
injection solutions, eye drops, lyophilized antibi-
otic powders, etc.) in industrial and pharmacy pro-
duction of medicinal products (MP) for more than 
70 years, but there is still no data on the infl uence 
of the sanitary cleansing methods on the state of 
the stoppers’ surface that is in contact with the MP.

To produce rubber stoppers, various types 
of rubber are used: butyl rubber (BR), chlorobu-
tyl rubber (ChBR), bromobutyl rubber (BBR), etc. 
The composition of rubber compounds, in addi-
tion to rubber, also includes different excipients: 
fi llers (chalk CaCO3, lithopone ZnS + BaSO4, talc 
Mg3Si4O10 (OH)2, kaolin Al2O3 ∙ 2SiO2 ∙ 2H2O, aerosil 
SiO2), antioxidants, plasticizers, antirads (increas-
ing resistance to ionizing radiation), antiozonants, 
etc. [1]. They are dispersed in a polymer base and 
practically do not interact with it [2], however, they 
can contaminate injectable solutions and other 
MP with metal ions (Fe, Cu, Ti, K, Na, Hg, Cd, Pb), 
as well as Mn and As. The source of migration of 
sulfur-containing compounds from stoppers into 
MP are vulcanizing groups [3]. The polymer sul-
fur (S8) is used for vulcanization of butyl rubber 
compounds, and to accelerate the vulcanization 
process, tetramethyl thiuram disulfi de (thiuram D) 
is used, which completely transforms with the for-
mation of more toxic and carcinogenic substances: 
carbon disulfi de (CS2), carbon oxysulfi de (COS), di-
methyl dithiocarbamate zinc ([(CH3) 2NCS2] 2Zn), 
tetramethyl thiourea (C3H6NS) [4, 5].

In foreign-made butyl rubber stoppers, more 
toxic carcinogenic vulcanizing components such as 
mercaptobenzothiazole (captax), N-ethylamine (dia-
zoaminobenzene), N,N-dithiomorpholine are used 
[6]. It is also known that butyl rubber and halobutyl 
rubbers are not resistant to detergents [7].

Manufacturing of stoppers and their sanitary 
cleansing before MP closing (cleaning by boiling 

ВВЕДЕНИЕ
Резиновые медицинские пробки использу-

ются для укупорки флаконов стерильных лекар-
ственных форм (ирригационных и инъекцион-
ных растворов, глазных капель, лиофилизиро-
ванных порошков антибиотиков и др.) в промыш-
ленном производстве и аптечном изготовлении 
лекарственных средств (ЛС) более 70 лет, одна-
ко до настоящего времени отсутствуют данные о 
влиянии методов санитарно-гигиенической обра-
ботки на состояние поверхности пробки, контак-
тирующей с ЛС.

Для производства резиновых пробок ис-
пользуются различные виды каучука: бутилкау-
чук (БК), хлорбутилкаучук (ХБК), бромбутилка-
учук (ББК) и др. В состав резиновых смесей, кро-
ме каучука, входят также различные вспомога-
тельные вещества: наполнители (мел CaCO3, ли-
топон ZnS + BaSO4, тальк Mg3Si4O10(OH)2, каолин 
Al2O3 ∙ 2SiO2 ∙ 2H2O, аэросил SiO2), антиоксидан-
ты, пластификаторы, антирады (повышающие 
стойкость к воздействию ионизирующих излуче-
ний), антиозонанты и др. [1], которые находятся в 
диспергированном состоянии в полимерной осно-
ве и практически не вступают с ней во взаимодей-
ствие [2], однако могут загрязнять инъекционные 
растворы и другие ЛС ионами металлов (Fe, Cu, Ti, 
К, Na, Hg, Cd, Pb), а также Mn и As. Источником 
миграции серосодержащих соединений из пробок 
в ЛС являются вулканизующие группы [3]. Для 
вулканизации резиновых смесей на основе БК ис-
пользуют полимерную серу (S8), а для ускорения 
процесса вулканизации — тетраметилтиурамди-
сульфид (тиурам Д), который полностью претер-
певает превращения с образованием более ток-
сичных и канцерогенных веществ: сероуглерода 
(CS2), сероокиси углерода (COS), диметилдитио-
карбамата цинка [(CH3)2NCS2]2Zn, тетраметилтио-
мочевины (С3H6NS) [4, 5]. 

В производстве импортных пробок на осно-
ве бутилкаучука используются более токсичные 
вулканизующие компоненты, обладающие кан-
церогенными свойствами: меркаптобензотиа-

ilization in an autoclave at t = 130°C, pressure p = 0.2 MPa for 60 min acts destructively on their surface and is accompa-
nied by a decrease of the contact angle (an increase in the hydrophilicity of the stoppers’ surface), which leads to signifi cant 
leaching of the components of rubber stoppers and their contamination of drug solutions.

Determination of the contact angle allows by reproducible instrumental method to identify and quantify the destruc-
tion processes of the surface of rubber stoppers used for closing of sterile solutions of MP. This indicator can be used to 
assess the infl uence of pharmaceutical and technological factors (sanitary cleansing, sterilization, contact with drug solu-
tions, etc.) on the rubber stoppers surface, to control the corrosive resistance of closures and to predict the amount of 
impurities in sterile solutions of MP.

Keywords: contact angle, rubber stoppers.



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Khusainov A.D. et al. / Journal of Siberian Medical Sciences 1 (2021) 65–72

67

doi:  10.31549/2542-1174-2021-1-65-72

in alkaline and acidic agents and sterilization with 
saturated steam in autoclaves [8, 9]) are accompa-
nied by thermo-oxidative and thermo-hydrolytic 
decomposition of the rubber, as a result of which 
stoppers can become a source of contamination of 
MP due to the migration of rubber compound in-
gredients, degradation products, soluble and vola-
tile organic compounds.

AIM OF THE RESEARCH
To study the infl uence of pre-sterilization 

cleaning and sterilization with superheated steam 
in autoclaves on the surface state of pharmaceutical 
rubber stoppers.

MATERIALS AND METHODS 
To assess the destruction of stoppers, as a cri-

terion, we used the contact angle Θ, determined by 
the slope of the drop surface to the wetted part of 
the solid surface [10]. The value of the angle Θ is 
a quantitative characteristic of the hydrophilicity/
hydrophobicity of the rubber samples’ surface used 
in the production of pharmaceutical stoppers for 
closing drugs for parenteral administration [11]. It 
is considered that a liquid wets the surface of a solid 
if the contact angle is less than 90°, and does not 
wet if the value of the contact angle is greater than 
90° [12].

The composition of rubber compounds, tem-
perature, humidity, detergents, especially surface 
active agents (SAA), have a signifi cant impact on 
wetting [10]. When surface-active agents are added 
to aqueous solutions, the contact angles of drops 
on hydrophobic surfaces decrease and a transition 
from non-wetting to wetting occurs. For stoppers 
that contact with a MP for a long time, the stabil-
ity of the contact angle is an indicator of great im-
portance, characterizing changes in the microrelief 
and hydrophilicity/hydrophobicity of the stoppers’ 
surface and the rubber corrosion resistance dur-
ing sanitary cleansing of stoppers, sterilization and 
storage of drugs.

The atomic emission spectroscopy makes it 
possible to carry out elemental analysis of metal 
and non-metal ions in the presence of organic sub-
stances dissolved in water, as well as to determine 
the total content of polymer sulfur in the form of bi-
valent (S2) from sulfur-containing organic and or-
ganometallic compounds and silicon, passing into 
aqueous extracts from rubber stoppers. It should be 
borne in mind that only elemental analysis of metal 
and non-metal cations is performed by the atom-

зол (каптакс), N-этиламин (диазоаминобензол), 
N,N-дитиоморфолин [6]. Известно, что бутилка-
учук и гало-бутилкаучуки нестойки к моющим 
средствам [7]. 

Изготовление пробок и санитарно-гигиени-
ческая обработка перед укупоркой ЛС (мойка ки-
пячением в щелочных и кислых средствах и сте-
рилизация насыщенным паром в автоклавах [8, 
9]) сопровождаются термоокислительной и тер-
могидролитической деструкцией состава резины, 
вследствие чего пробки могут стать источником 
загрязнения ЛС за счет миграции ингредиентов 
резиновой смеси, продуктов деструкции, раство-
римых и летучих органических соединений.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Изучение влияния предстерилизационной 

очистки и стерилизации острым насыщенным 
паром в автоклавах на состояние поверхности 
пробок резиновых медицинских. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве критерия оценки деструкции про-

бок был выбран показатель — краевой угол смачи-
вания Θ, определяемый по наклону поверхности 
капли жидкости к смоченной части поверхности 
твердого тела [10]. Значение угла Θ является ко-
личественной характеристикой гидрофильности / 
гидрофобности поверхности исследуемых образ-
цов резин, используемых в производстве пробок 
фармацевтического назначения для укупорки ле-
карственных препаратов парентерального введе-
ния [11]. Считается, что жидкость смачивает по-
верхность твердого тела, если краевой угол смачи-
вания меньше 90°, и не смачивает, если величина 
краевого угла смачивания больше 90° [12]. 

Эффективное влияние на смачивание ока-
зывают состав резиновых смесей, температура, 
влажность, моющие средства, в особенности — 
поверхностно-активные вещества (ПАВ) [10]. При 
добавлении ПАВ в водные растворы краевые углы 
капель на гидрофобных поверхностях уменьшают-
ся и наблюдается переход от несмачивания к сма-
чиванию. Для укупорочных пробок, контактиру-
ющих длительное время с ЛС, стабильность пока-
зателя «краевой угол смачивания», характеризу-
ющего изменения микрорельефа и гидрофильно-
сти/гидрофобности поверхности пробки и устой-
чивость резин к деструкции во время санитарно-
гигиенической обработки пробок, стерилизации и 
хранения ЛС, имеет важное значение. 

Метод атомно-эмиссионной спектроскопии 
позволяет проводить элементный анализ ионов 
металлов и неметаллов в присутствии растворен-
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ных органических веществ в воде, а также опреде-
лять общее содержание полимерной серы в виде 
двухвалентой (S2) из серосодержащих органиче-
ских и металлорганических соединений и крем-
ния, переходящих в водные вытяжки из резино-
вых пробок. При этом следует учитывать, что ме-
тодом атомно-эмиссионной спектрометрии про-
изводится только элементный анализ катионов 
металлов и неметаллов, а общее количество сое-
динений, содержащих эти элементы, значитель-
но больше.

Определение динамического краевого угла 
смачивания Θ проводили на тензиометре DCAT 21 
(Германия). В данном тензиометре использован 
метод Вашбурна, основанный на измерении при-
роста массы смачивающей жидкости на исследуе-
мом образце, удерживаемой его пористой поверх-
ностью после погружения в жидкость в результа-
те капиллярных явлений и адсорбции жидкости. 
При исследовании краевого угла смачивания ис-
пользовали «Поролюкс» — стандартную жид-
кость с известной плотностью, вязкостью и по-
верхностным натяжением и дистиллированную 
воду. Результаты исследований динамического 
краевого угла смачивания формировались с ис-
пользованием программного обеспечения тензи-
ометра DCAT 21.

Объектами исследований были модельные 
пластины, изготовленные прессованием [13] на 
основе резиновых смесей марок 27-599/3Б (100 % 
ХБК), 52-369/1 (80 % БК + 20 % ХБК), 52-599/1 
(100 % БК), толщиной 2 мм в исходном состоянии, 
прошедшие санитарно-гигиеническую обработ-
ку (предстерилизационную очистку и стерилиза-
цию).

Приготовление моющих средств для обра-
ботки пластин проводилось в соответствии с тре-
бованиями [8, 9]. Предстерилизационная очист-
ка модельных пластин состояла из их обработ-
ки двукратным кипячением в 1% растворе три-
натрийфосфата в течение 30 мин и однократ-
ным кипячением в 0.1% растворе соляной кисло-
ты в течение 30 мин. С целью максимального со-
хранения вымываемых веществ (для исключения 
потерь при промывке) при количественном опре-
делении катионов металлов и неметаллов опола-
скивание модельных пластин до нейтрального 
рН после обработки в каждом моющем растворе 
не проводилось.

Стерилизацию модельных пластин осущест-
вляли в стеклянных колбах, укупоренных алюми-
ниевой фольгой «под обвязку», в дистиллирован-
ной воде в соотношении пластина/вода 1 г : 10 мл. 
Одновременно с образцами пластин в автоклаве 

ic emission spectrometry, and the total quantity 
of compounds containing these elements is much 
higher.

The dynamic contact angle Θ was measured 
using a DCAT 21 tensiometer (Germany). This ten-
siometer is based on the Washbourne method that 
evaluates the increase in the mass of a wetting 
fluid on a test sample held by its porous surface 
after immersion in a liquid, as a result of capillary 
phenomena and liquid adsorption. When studying 
the contact angle, we used “Porolux” — a standard 
liquid with a known density, viscosity and surface 
tension, and distilled water. The results of stud-
ies of the dynamic contact angle were summarized 
using the software of the DCAT 21 tensiometer.

The objects of studies were test plates made by 
pressing [13] and based on rubber compounds of 
27-599/3B (100% ChBR), 52-369/1 (80% BR + 20% 
ChBR), 52-599/1 (100% BR) grades, 2 mm thick in 
its original state. These plates underwent sanitary 
cleansing (pre-sterilization cleaning and steriliza-
tion).

The preparation of detergents for treating the 
plates was carried out under the requirements 
[8, 9]. The pre-sterilization cleaning of the test 
plates consisted of their double boiling in 1% triso-
dium phosphate solution for 30 min and once boil-
ing in 0.1% hydrochloric acid solution for 30 min. 
To maximize the preservation of eluted substances 
(to avoid losses in washing) during the quantita-
tive determination of metal and non-metal cations, 
we did not rinse the test plates to neutral pH after 
treatment in each detergent solution.

Sterilization of test plates was carried out in 
glass fl asks, closed with an aluminium foil strap-
ping, in distilled water at a plate/water ratio of 
1 g : 10 ml. Simultaneously with the samples of 
the plates, an equal amount of distilled water was 
sterilized in an autoclave (control). The plates were 
sterilized in  an autoclave at t = 130°C, pressure 
p = 0.2 MPa for 60 min. This mode of steriliza-
tion is mainly used for rubber stoppers 4C , which 
are used to close liquid forms of MP, and is rec-
ommended for comparative experimental studies 
[8, 14]. After sterilization, the plates were removed 
from the fl ask, rinsed with distilled water until 
reaching neutral pH, placed again in a fl ask with 
distilled water (1 : 10) and sterilized in the autoclave 
in the mode used for sterilizing liquid MP — for 
30 min at t = 120°C, p = 0.11 MPa.

After sterilization, the aqueous extracts were 
poured into clean fl asks and studied for the content 
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of cations of organometallic and non-organome-
tallic compounds using an iCAP 6300 Duo atomic 
emission spectrometer (USA) according to the pro-
cedure [15]. Simultaneously, we studied the aque-
ous extracts obtained from test plates that had not 
undergone pre-sterilization cleaning and sterilized 
in the  autoclave for 30 min at t = 120°C, p = 0.11 
MPa.

RESULTS AND DISCUSSION
Table 1 shows the results of measuring the dy-

namic contact angle Θ for the test rubber plates at 
the baseline and after sanitary cleansing (pre-ster-
ilization cleaning and sterilization in the autoclave 
for 60 min).

It was established that the sanitary cleansing 
of test rubber plates results in the contact angle de-
crease, which indicates the destruction of their sur-
face. The maximum change in the contact angle — 
by 21.85° — was for butyl rubber plates.

The results obtained that indicate the destruc-
tion of the stopper surface, allow us by changes in 
the values of the contact angle to assess the infl u-
ence of sanitary cleansing on the microrelief and 
hydrophilicity of the stopper surface. The data on 
the change in the dynamic contact angle after sani-
tary cleansing of the test rubber plates were com-
pared with the results of the analysis of the con-
tent of migrating substances in aqueous extracts 
obtained from autoclaving of the studied plates, by 
metal and non-metal cations with the atomic emis-
sion spectroscopy (Table 2).

The data in Table 2 indicate that the sanitary 
cleansing of stoppers (the test plates), designed to 
ensure the microbiological and chemical purity of 
sterilized solutions of MP, does not provide the pu-
rity of the solutions with respect to the content of 
metal and non-metal cations, and in some cases 
even increases the migration of cations from the 
surface of the stoppers. So, from the test plates of 

стерилизовали равное количество дистиллирован-
ной воды (контроль). Стерилизацию пластин про-
водили в автоклаве при t = 130 °С, давлении p = 0.2 
МПа в течение 60 мин. Данный режим стерилиза-
ции используется в основном для пробок 4Ц, кото-
рыми укупоривают жидкие формы ЛС, и рекомен-
дован для сравнительных экспериментальных ис-
следований [8, 14]. После стерилизации пластины 
вынимали из колбы, ополаскивали дистиллиро-
ванной водой до нейтрального значения рН, вновь 
помещали в колбу с дистиллированной водой 
(1 : 10) и стерилизовали в автоклаве в режиме, при-
меняемом при стерилизации жидких ЛС — в тече-
ние 30 мин при t = 120 °С, p = 0.11 МПа.

Водные вытяжки после стерилизации сли-
вали в чистые колбы и исследовали на содержа-
ние катионов металлоорганических и металло-
неорганических соединений с использованием 
атомно-эмиссионного спектрометра iCAP 6300 
Duo (США) по методике [15]. Параллельно иссле-
довали водные вытяжки, полученные из модель-
ных пластин, не прошедших предстерилизацион-
ную очистку и простерилизованных в автоклаве в 
течение 30 мин при t = 120 °С, p = 0.11 МПа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В табл. 1 представлены результаты опреде-

ления динамического краевого угла смачива-
ния Θ исследуемых образцов модельных резино-
вых пластин в исходном состоянии и прошедших 
санитарно-гигиеническую обработку (предстери-
лизационную очистку и стерилизацию в автокла-
ве в течение 60 мин). 

Установлено, что в результате санитарно-
гигиенической обработки модельных резиновых 
пластин происходит снижение краевого угла сма-
чивания, свидетельствующее о деструкции их по-
верхности. Наибольшее изменение краевого угла 
смачивания — на 21.85° — отмечено для резино-
вых пластин на основе бутилкаучука. 

Полученные результаты, свидетельствую-
щие о деструкции поверхности пробок, позволя-

Таблица 1. Значения динамического угла смачивания 
Table 1. Dynamic contact angle values

Материал пластины (марка 
резиновой смеси)
Plate material (rubber compound 
grade)

Угол смачивания Θ, град.* / Contact angle Θ, deg.* Снижение угла 
смачивания Θ, град.
Decrease in contact 
angle Θ, deg.

Исходные пластины
Baseline plates

Стерильные пластины
Sterile plates

27-599/3Б | 27-599/3B 109.77 ± 0.17 99.57 ± 0.13 10.50

52-369/1 110.53 ± 0.04 95.64 ± 0.10 14.89

52-599/1 110.73 ± 0.18 88.88 ± 0.94 21.85

* Всего было 3 повторности испытаний.
   There were 3 replicates of the tests in total.
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Таблица 2. Содержание химических элементов в исследуемых образцах (мг/л, ±10 %) 
Table 2. The content of chemical elements in the test samples (mg / l, ± 10%)

Марка резиновой 
смеси
Rubber compound 
grade

Al As B Ca Cd Cr Cu Fe K Li Mg Mn Na Ni P S Si Sr Zn

27-599/3Б: 
27-599/3B: 
СГО не проводилась
without SC
СГО проводилась
with SC

0.002

0.004

—

—

0.061

0.041

0.881

0.815

—

—

—

—

—

—

—

0.001

0.026

0.020

—

—

0.086

0.090

0.001

0.006

0.215

0.232

—

—

—

—

0.503

0.339

1.18

0.75

0.006

0.007

1.150

0.462

52-369/1: 
СГО не проводилась
without SC
СГО проводилась
with SC

0.031

0.012

—

—

0.382

0.121

1.86

1.84

—

—

—

—

—

—

—

0.001

0.043

0.044

—

—

0.613

0.449

0.001

0.002

0.701

0.512

—

0.002

—

—

4.62

1.60

3.44

1.59

0.011

0.013

0.313

0.542

52-599/1: 
СГО не проводилась
without SC
СГО проводилась
with SC

0.050

0.022

—

—

0.649

0.273

2.69

2.74

—

—

—

—

—

—

0.006

0.001

0.069

0.046

—

—

0.154

0.161

0.002

0.001

0.739

0.445

—

0.013

—

—

3.12

2.71

5.52

2.36

0.012

0.013

0.220

0.604

Пр и м е ч а н и е .  СГО — санитарно-гигиеническая обработка.
N o t e .  SC — sanitary cleansing.

ют по изменениям значений краевого угла сма-
чивания оценить влияние санитарно-гигиени-
ческой обработки на изменение микрорельефа 
и гидрофильности поверхности пробок. Данные 
по изменению динамического краевого угла 
смачивания после санитарно-гигиенической об-
работки модельных резиновых пластин были 
сопоставлены с результатами анализа содер-
жания мигрирующих веществ водных вытяжек, 
полученных после автоклавирования исследуе-
мых пластин, по катионам металлов и неметал-
лов методом атомно-эмиссионной спектроско-
пии (табл. 2).

Данные табл. 2 свидетельствуют о том, что 
санитарно-гигиеническая обработка пробок 
(модельных пластин), предназначенная для 
обеспечения микробиологической и химиче-
ской чистоты стерилизуемых растворов ЛС, не 
обеспечивает чистоты растворов в отношении 
содержания катионов металлов и неметаллов, а 
в ряде случаев даже увеличивает миграцию ка-
тионов с поверхности пробок. Так, из модель-
ных пластин марки резиновой смеси 27-599/3Б 
на основе ХБК существенно увеличивается пере-
ход в раствор катионов алюминия, железа, мар-
ганца; из резиновой смеси марки 52-369/1 (80 % 
БК + 20 % ХБК) более интенсивно вымывают-
ся катионы железа, марганца, никеля, цинка, а 
из пластин на основе резиновой смеси 52-599/1 
(100 % БК) усиливается миграция катионов ни-
келя и цинка. 

the 27-599/3B ChBR-based rubber compound, the 
migration of cations of aluminium, iron, manga-
nese into the solution increases significantly; cat-
ions of iron, manganese, nickel, zinc are leached 
more intensively from the 52-369/1 (80% BR + 
20% ChBR) rubber compound, and the increased 
migration of nickel and zinc cations — from the 
plates made of the 52-599/1 (100% BR) rubber 
compound.

The data obtained confi rm that the sanitary 
cleansing which is used for the preparation of stop-
pers before closing the MP has a destructive infl u-
ence both on the surface of the plates, and the plates 
as a whole, which is accompanied by a signifi cant 
leaching of the rubber ingredients into aqueous 
sterile solutions. This also makes it necessary to 
control the amount of rubber ingredients in sterile 
solutions of MP closed with rubber stoppers.

CONCLUSION 
The technique used for the fi rst time for mea-

suring the dynamic contact angle Θ makes it possi-
ble to reveal and quantify the destruction processes 
of the rubber stoppers’ surface that contacts with 
sterile forms of MP with a reproducible instrumen-
tal method.

This method can be used to assess the infl u-
ence of pharmaceutical and technological factors 
(sanitary cleansing, sterilization, contact with solu-
tions of MP, etc.) on the surface state of rubber stop-
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Полученные данные подтверждают, что 
санитарно-гигиеническая обработка, которая ис-
пользуется для подготовки пробок перед уку-
поркой стерильных ЛС, оказывает деструктив-
ное действие как на поверхность пластин, так и 
на пластины в целом, что сопровождается значи-
тельным вымыванием ингредиентов резин в во-
дные стерильные растворы. Это обусловливает 
также необходимость контроля содержания ин-
гредиентов резин в стерильных растворах ЛС, 
укупоренных резиновыми пробками.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Впервые использованная методика опреде-

ления динамического краевого угла смачива-
ния Θ позволяет воспроизводимым инструмен-
тальным методом выявить и количественно оце-
нить процессы деструкции, влияющие на состо-
яние поверхности резиновых пробок, контакти-
руемой со стерильными формами ЛС. 

pers, control the corrosion resistance of closures, 
and also to predict the amount of impurities in ster-
ile solutions of MP.
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Сравнение методик количественного определения 
фармацевтической субстанции висмута субсалицилата 
методами УФ-спектрофотометрии и инверсионной 
вольтамперометрии
Визер А.А., Ивановская Е.А., Лигостаев А.В.

ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава России

The comparison of methods for the quantifi cation of the 
pharmaceutical substance bismuth subsalicylate by UV-
spectrophotometry and stripping voltammetry 
Vizer А.А., Ivanovskaya Е.А., Ligostaev A.V.

Novosibirsk State Medical University 

АННОТАЦИЯ
Представлены результаты сравнительного исследования методик количественного определения актив-

ной фармацевтической субстанции (АФС) висмута субсалицилата методами УФ-спектрофотометрии и ин-
версионной вольтамперометрии (ИВА). Проведена частичная валидация сравниваемых методик по следу-
ющим характеристикам: линейность, предел обнаружения, предел количественного определения, правиль-
ность. В ходе оценки линейности установлены значения коэффициента корреляции методик — 0.9987 для 
УФ-спектрофотометрии и 0.9982 для ИВА. Предел обнаружения и предел количественного определения при 
УФ-спектрофотометрии равнялись 2.35 и 7.12 мкг/мл соответственно, при ИВА — 1.16 и 3.52 мкг соответствен-
но. Правильность определялась по свободному члену уравнения линейности, который был равен 3.34 % от 
значения середины интервала при анализе методом УФ-спектрофотометрии и 1.93 % — методом ИВА.

Таким образом, обе методики могут использоваться для количественного определения АФС висмута суб-
салицилата, однако, в связи с тем, что в данном случае преимущественно определяется содержание висмута, 
метод ИВА является более предпочтительным, так как позволяет анализировать именно эту часть молекулы.

Ключевые слова: количественное определение, висмута субсалицилат, УФ-спектрофотометрия, инверсионная 
вольтамперометрия.

ABSTRACT
The results of a comparative study of methods for the quantitative determination of the active pharmaceutical 

substance (APS) bismuth subsalicylate by UV-spectrophotometry and stripping voltammetry (SV) are presented. Par-
tial validation of the compared methods was carried out according to the following characteristics: linearity, detec-
tion limit, limit of quantifi cation, accuracy. In the course of linearity assessment, the values of the correlation coeffi -
cient of the methods were established — 0.9987 for UV-spectrophotometry and 0.9982 for SV. The detection limit and 
the limit of quantifi cation for UV-spectrophotometry were 2.35 and 7.12 μg/ml respectively, for SV — 1.16 and 3.52 μg 
respectively. The accuracy was determined by the constant term of the linearity equation, which was 3.34% of the 
interval’s middle value when analyzed by UV-spectrophotometry and 1.93% by SV.

Thus, both methods can be used for the quantitative determination of the APS of bismuth subsalicylate; however, 
due to the fact that the content of bismuth is mainly determined in this case, the SV method is more preferable since 
it allows analyzing this particular part of the molecule.

Keywords: quantifi cation, bismuth subsalicylate, UV-spectrophotometry, stripping voltammetry.
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ВВЕДЕНИЕ
Активная фармацевтическая субстанция 

(АФС) висмута субсалицилат активно использу-
ется в медицине с начала ХХ в. как средство при 
различных нарушениях функций желудочно-
кишечного тракта [1, 2]. В ведущих фармакопеях 
мира присутствуют частные статьи как отдельно 
по субстанции, так и по различным лекарствен-
ным препаратам висмута субсалицилата с описа-
нием показателей контроля качества и норм в от-
ношении этих показателей [3, 4]. Одним из наи-
более важных этапов фармацевтического анали-
за является количественное определение. Резуль-
таты количественного определения фармацев-
тической субстанции напрямую влияют на про-
изводство лекарственных препаратов, так как 
при введении в состав лекарственного препарата 
АФС становится действующим веществом. Кро-
ме того, достоверная методика количественного 
определения позволяет проводить фармацевти-
ческую разработку, валидацию процесса произ-
водства, исследования стабильности субстанции 
с определением оптимальных условий хранения 
и другие исследовательские работы при подготов-
ке к фармацевтическому производству. При раз-
работке методики важно учитывать и сопутству-
ющие факторы — простоту и скорость выполне-
ния, финансовую и физическую доступность обо-
рудования, реактивов и расходных материалов, 
так как она предназначена для рутинного прове-
дения анализа в условиях промышленного про-
изводства.

В частных статьях по АФС висмута субсали-
цилат присутствуют методики количественного 
определения методами титриметрии и спектро-
фотометрии [3, 4]. Несмотря на то, что эти мето-
дики воспроизводимы, у них есть ряд ограниче-
ний, обусловленных физико-химическими свой-
ствами данного соединения. Висмута субсалици-
лат, практически не растворимый в воде и этило-
вом спирте, растворяется в минеральных кисло-
тах с разложением [3]. Поэтому для перевода ве-
щества в растворенное состояние требуются край-
не жесткие условия, такие как сжигание в му-
фельной печи или нагревание с растворами силь-
ных кислот, что значительно затрудняет пробо-
подготовку и не позволяет использовать фарма-
копейные методики для экспресс-анализа.

В настоящем исследовании рассмотрены две 
методики количественного определения висму-
та субсалицилата с применением методов УФ-
спектрофотометрии и инверсионной вольтампе-
рометрии. Спектрофотометрия в ультрафиоле-
товой и видимой области спектра — это фарма-

INTRODUCTION
The active pharmaceutical substance (APS) 

bismuth subsalicylate has been actively used in 
medicine since the beginning of the 20th century as 
a remedy for various disorders of the gastrointesti-
nal tract [1, 2]. In the leading pharmacopoeias of the 
world, there are individual monographs both for the 
separate substance and for various medicinal prep-
arations of bismuth subsalicylate with a descrip-
tion of quality control indicators and standards for 
these indicators [3, 4]. One of the most important 
stage of pharmaceutical analysis is quantifi cation. 
Results of the quantitative assay of a pharmaceu-
tical substance directly affect the manufacture of 
medicinal preparations since, when introduced into 
the formulation composition, the APS becomes an 
active ingredient. In addition, a reliable quantifi ca-
tion technique allows to perform pharmaceutical 
development, production process validation, sub-
stance stability studies with determination of opti-
mal storage conditions and other research work in 
preparation for pharmaceutical production. When 
developing a method, it is important to take into 
account the accompanying factors — simplicity and 
speed of execution, fi nancial and physical availabil-
ity of equipment, reagents and supplies since it is 
intended for the routine analysis under industrial 
manufacturing conditions.

In individual monographs on the APS bismuth 
subsalicylate, there are such quantitative tech-
niques as titrimetry and spectrophotometry [3, 4]. 
Despite the fact that these techniques are reproduc-
ible, they have a number of limitations due to the 
physical and chemical properties of this compound. 
Bismuth subsalicylate, practically insoluble in wa-
ter and ethyl alcohol, dissolves in mineral acids 
with degradation [3]. Therefore, to transfer a sub-
stance to a dissolved state, extremely harsh condi-
tions are required, such as combustion in a muffl e 
furnace or heating with solutions of strong acids, 
which complicates sample preparation signifi cantly 
and does not allow for the pharmacopoeial meth-
ods of express analysis.

This study considers two methods for the 
quantitative determination of bismuth subsalicy-
late using UV-spectrophotometry and stripping 
voltammetry (SV). UV-visible spectrophotometry is 
a pharmacopoeial method that is widely used in the 
analysis of drugs and allows to identify and quan-
tify many organic and inorganic compounds. Strip-
ping voltammetry is an electrochemical method 
based on the plating of the analyte on the electrode, 
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копейный метод, получивший широкое приме-
нение в анализе лекарственных средств и позво-
ляющий проводить анализ подлинности и опре-
делять количество многих органических и неор-
ганических соединений. Инверсионная вольтам-
перометрия (ИВА) — электрохимический метод, 
основанный на концентрировании определяемо-
го вещества на электроде с последующим его рас-
творением и регистрацией тока растворения. Не-
смотря на то, что инверсионная вольтампероме-
трия не является фармакопейным методом, она 
часто применяется для анализа пищевых продук-
тов, почвы, сточных вод и т.д. Наличие в структу-
ре катиона висмута позволяет предположить, что 
этот метод может успешно применяться для ко-
личественного определения субстанции при под-
боре оптимальных условий анализа.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сравнение методик количественного опреде-

ления АФС висмута субсалицилат  методами УФ-
спектрофотометрии и инверсионной вольтампе-
рометрии посредством проведения частичной ва-
лидации для дальнейшего использования в оцен-
ке нового лекарственного средства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследований применя-

лась субстанция висмута субсалицилата произ-
водства ФГБУН Институт химии твердого тела и 
механохимии СО РАН (Новосибирск, номер се-
рии 000001).

Анализ методом инверсионной вольтампе-
рометрии осуществлялся на электрохимическом 
анализаторе ТА-4 (ООО «НПП «Томьаналит», 
г. Томск) с использованием программного обеспе-
чения VALabTX, поставляемого в комплекте. Из-
мерения проводились в двухэлектродной ячей-
ке, в качестве рабочего электрода использовался 
ртутный пленочный электрод (амальгамный), в 
качестве электрода сравнения — хлорсеребряный.

Спектры поглощения и значения оптиче-
ской плотности получены на однолучевом авто-
матизированном спектрофотометре СФ-56 (ООО 
«ОКБ Спектр», г. Санкт-Петербург) при длине 
волны максимума поглощения λ = 312 нм. Мето-
дика спектрофотометрического анализа является 
адаптацией методики, предложенной N.S. Shinde 
et al. [5], с изменением условий приготовления 
растворов.

Все применяемые реактивы имели квалифи-
кацию «химически чистые» (х.ч.) или «чистые 
для анализа» (ч.д.а.). В качестве растворителя 
для приготовления раствора висмута субсалици-

followed by its dissolution and registration of the 
dissolution current. Although stripping voltamme-
try is not a pharmacopoeial method, it is often used 
to analyze food, soil, wastewater, etc. The presence 
of a bismuth cation in the structure suggests that 
this method can be successfully used for the quan-
titative determination of a substance when choos-
ing the optimal analysis conditions.

AIM OF THE RESEARCH
Comparison of methods for the quantifi cation 

of the APS bismuth subsalicylate by UV-spectro-
photometry and stripping voltammetry by means of 
partial validation for further use in the evaluation 
of a new medicinal product.

MATERIALS AND METHODS 
As an object of research, we used a bismuth 

subsalicylate substance produced by the Institute 
of Solid State Chemistry and Mechanochemistry 
(Novosibirsk, batch number 000001).

The analysis was carried out on a TA-4 electro-
chemical analyzer (Tomanalyt LLC, Tomsk) using 
the VALabTx software supplied with the kit. The 
measurements were carried out in a two-electrode 
cell, a mercury fi lm (amalgam) electrode was used 
as a working electrode, and a silver chloride elec-
trode – as a reference one.

Absorption spectra and optical density values 
were obtained on a single-beam automated SF-56 
spectrophotometer (OKB Spectr LLC, Saint-Pe-
tersburg) at the maximum absorption wavelength 
λ = 312 nm. The spectrophotometric analysis tech-
nique is an adaptation of the technique proposed 
by N.S. Shinde et al. [5], with a change in the con-
ditions for the preparation of solutions.

All reagents used had the qualifi cation “chemi-
cally pure” (purissimum) or “pure for analysis” (pro 
analysi). An aqueous solution containing 0.2 M 
nitric acid and 0.2 M sodium nitrate was used as 
a solvent for preparing a solution of bismuth sub-
salicylate and the main supporting electrolyte. For 
spectrophotometric analysis, the solutions were 
prepared in a 0.5 M hydrochloric acid solution; the 
same solution was used as a compensating solution.

Within the framework of the study, a partial 
validation of analytical procedures was carried out 
in accordance with the General Pharmacopoeia 
Monograph (GPM) 1.1.0012.15, Validation of Ana-
lytical Procedures, according to the following char-
acteristics: linearity, detection limit, limit of quan-
tifi cation, accuracy [5].
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Linearity was assessed based on the results of 
analysis of a series of solutions. The graphs of the 
dependence of the analytical signal (optical density, 
peak height) on the concentration of the solution 
were constructed, and the values of the correla-
tion coeffi cient r were determined using the least 
squares method (r ≥ 0.99).

The detection limit (DL) and limit of quantifi -
cation (LoQ) were calculated from the signal stan-
dard deviation and the slope of the linear depen-
dence (calibration curve) using equations (1) and 
(2):

DL =
3.3 ∙  S
b

; 

 
(1)

LoQ =
10  ∙  S
b

, 

 
(2)

where S — the standard deviation of the analytical 
signal; 

b — the sensitivity coeffi cient, which is the 
ratio of the analytical signal to the determined val-
ue (the slope of the calibration curve).

To assess the accuracy, an approach was used 
based on the statistical evaluation of the results of 
studying the linearity of the validated method — if 
the constant term of the equation does not differ 
signifi cantly from zero, then the use of the method 
provides results without bias. The criterion was 
chosen according to which the level of signifi cance 
was equal to 5%.

RESULTS AND DISCUSSION
Linearity. Calibration curves obtained for 

bismuth subsalicylate solutions using spectropho-
tometry and stripping voltammetry are shown on 
Fig. 1 and 2. The results of statistical processing 
are presented in Table 1 and 2. The values of the 
correlation coeffi cient r obtained using the meth-
ods of spectrophotometry and stripping voltamme-
try were 0.9987 and 0.9982 respectively. In both 
cases, the result of linearity determination met the 
requirements of the General Pharmacopoeia Mono-
graph (│r│ ≥ 0.99). The linearity for both meth-
ods was calculated within the optimum operating 
range of the devices, the optical density values did 
not exceed 1.0, and the peak height — 3.5 μA. For 
this reason, as well as due to the peculiarities of the 
measurement, characteristic of each method (with 
UV-spectrophotometry, the optical density of the 
solution in the cuvette is measured; with stripping 

лата и основного фонового электролита приме-
нялся водный раствор, содержащий 0.2 М азот-
ной кислоты и 0.2 М натрия нитрата. Для спек-
трофотометрического анализа растворы были 
приготовлены в растворе хлористоводородной 
кислоты 0.5 М, этот же раствор использовался в 
качестве компенсирующего.

В рамках исследования проводилась частич-
ная валидация аналитических методик в соот-
ветствии с общей фармакопейной статьей (ОФС) 
1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик» 
по следующим характеристикам: линейность, 
предел обнаружения, предел количественного 
определения, правильность [5].

Линейность оценивалась на основании ре-
зультатов анализа серий растворов. Были постро-
ены графики зависимости аналитического сигна-
ла (оптическая плотность, высота пика) от кон-
центрации раствора, определены значения коэф-
фициента корреляции r по методу наименьших 
квадратов (r ≥ 0.99).

Предел обнаружения (ПО) и предел количе-
ственного определения (ПКО) были рассчитаны 
по величине стандартного отклонения сигнала и 
угловому коэффициенту графика линейной зави-
симости (калибровочного графика) по уравнени-
ям (1) и (2):

ПО =
3.3 ∙  S
b

; 

 
(1)

ПКО =
10  ∙  S
b

, 

 
(2)

где S — стандартное отклонение аналитического 
сигнала; 

b — коэффициент чувствительности, пред-
ставляющий собой отношение аналитического 
сигнала к определяемой величине (тангенс угла 
наклона калибровочной кривой).

Для оценки правильности применялся под-
ход, основанный на оценке результатов изуче-
ния линейности валидируемой методики — если 
свободный член уравнения статистически досто-
верно не отличается от нуля, то использование 
методики обеспечивает получение результатов 
без систематической ошибки. Был выбран кри-
терий, по которому уровень значимости был ра-
вен 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Линейность. Калибровочные графики, по-

лученные для растворов висмута субсалицилата 
при использовании методов спектрофотометрии 
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и инверсионной вольтамперометрии, представле-
ны на рис. 1 и 2. Результаты статистической обра-
ботки представлены в табл. 1 и 2. Значения коэф-
фициента корреляции r, полученные при исполь-
зовании методов спектрофотометрии и инверси-
онной вольтамперометрии, составили 0.9987 и 
0.9982 соответственно. В обоих случаях результат 
определения линейности соответствовал требова-
ниям общей фармакопейной статьи (│r│ ≥ 0.99). 
Линейность для обеих методик рассчитана в ди-
апазоне оптимального функционирования при-
боров, значения оптической плотности не превы-
шали 1.0, высоты пика — 3.5 мкА. По этой причи-
не, а также из-за особенностей проведения изме-
рения, характерных для каждого метода (при УФ-
спектрофотометрии измеряется оптическая плот-
ность раствора, находящегося в кювете; при ин-
версионной вольтамперометрии — высота пика 
растворения на электроде в среде электролита, 
испытуемый раствор вносится в электрохимиче-
скую ячейку аликвотами) исследованные диапа-
зоны отличаются по величинам и единицам из-
мерения.

Предел обнаружения и предел количествен-
ного определения методики анализа методом 
спектрофотометрии составили 2.35 и 7.12 мкг/мл 
соответственно, методом инверсионной вольтам-
перометрии — 1.16 и 3.52 мкг соответственно (см. 
табл. 1 и 2).

Правильность обеих методик количествен-
ного определения установлена в соответствии с 
пунктом «в» ОФС «Валидация аналитических 
методик». Отклонение свободного члена урав-
нения от нуля составило 3.34 % при использова-

voltammetry, the height of the dissolution peak at 
the electrode in the electrolyte medium, the test 
solution is introduced into the electrochemical cell 
by aliquots), the studied ranges differ in values and 
units of measurement.

The detection limit and the limit of quantifi -
cation of the analytical procedures by method of 
spectrophotometry were 2.35 and 7.12 μg/ml re-
spectively, by stripping voltammetry — 1.16 and 
3.52 μg respectively (see Tables 1 and 2).

The accuracy of both methods of quantitative 
determination was established in accordance with 
the paragraph b of the General Pharmacopoeia 
Monograph, Validation of Analytical Procedures. 
The deviation of the constant term of the equation 
from zero was 3.34% when using the spectropho-
tometry, and 1.93% — stripping voltammetry, which 
corresponds to the chosen criterion of 5%.

When evaluating the considered validation 
characteristics of the two compared methods, satis-
factory results were obtained, which makes it possi-
ble to use both methods for the quantitative determi-
nation of the APS bismuth subsalicylate. But at the 
same time, it is necessary to note some features of 
both methods. Spectrophotometry is based on mea-
suring the absorption of light of a certain wavelength 
by a substance; in this case, the absorption maxi-
mum of bismuth subsalicylate is in the ultraviolet 
region (λ = 312 nm). This indicates the absorption of 
the organic part of the subsalicylate bismuth mole-
cule which has a complex structure, has not yet been 
studied precisely [7]. In addition, the standard for 
the assay of bismuth subsalicylate is usually based 
on the determination of the bismuth ion, therefore, 

y = 0.0358x – 0.0255
r² = 0.9987
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Рис. 1. График линейной зависимости оптической плотности от концентрации раствора висмута субсалицилата
Fig. 1. Graph of the linear dependence of optical density on the concentration of a solution of bismuth subsalicylate
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Таблица 1. Результаты частичной валидации методики количественного определения АФС висмута субсалици-
лата методом спектрофотометрии
Table 1. Results of the partial validation of the quantitative analysis of the APS bismuth subsalicylate by 
spectrophotometry

Концентрация 
раствора, мкг/мл
Solution concentration, 
μg/ml

Оптическая 
плотность
Optical density

Коэффициент 
корреляции
Correlation 
coeffi cient

ПО, мкг/мл
DL, μg/ml

ПКО, мкг/мл
LoQ, μg/ml

Правильность, %
Accuracy, %

16 0.539

0.9987 2.35 7.12 3.34

18 0.624

20 0.695

22 0.764

24 0.825

26 0.903

28 0.977

нии метода спектрофотометрии и 1.93 % — мето-
да инверсионной вольтамперометрии, что соот-
ветствует выбранному критерию 5 %.

При оценке рассматриваемых валидацион-
ных характеристик двух сравниваемых методик 
были получены удовлетворительные результаты, 
что позволяет использовать обе методики для ко-
личественного определения АФС висмута субса-
лицилата. Но при этом необходимо отметить не-
которые особенности обоих методов. Спектро-
фотометрия основана на измерении поглоще-
ния веществом света определенной длины вол-
ны, в данном случае максимум поглощения вис-
мута субсалицилата находится в ультрафиоле-
товой области (λ = 312 нм). Это указывает на по-
глощение органической части молекулы висму-
та субсалицилата, которая имеет сложную струк-
туру, точно до сих пор не изученную [7]. Кроме 

the analytical procedures by spectrophotometry in 
the ultraviolet region, may not meet all the require-
ments, despite the great advantages.

When analyzed by stripping voltammetry, the 
analytical signal arises from redox reactions on the 
electrode surface. Metal ions enter into such interac-
tions, that is widely used in their determination in 
various media, therefore, in quantitative analysis of 
bismuth subsalicylate in a substance, it is the current 
of bismuth dissolution that is measured. This fact, in 
combination with other advantages of the technique 
(simplicity of implementation, the possibility of 
modifying the analysis to select optimal conditions 
and simultaneous determination of several analytes 
in the sample) distinguishes it as the most effective 
for the quantifi cation of the active pharmaceutical 
substance bismuth subsalicylate.

y = 0.1438x + 0.0506
r² = 0.9982
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Рис. 2. График линейной зависимости высоты пика от содержания висмута субсалицилата в ячейке
Fig. 2. Graph of the linear dependence of the peak height on the content of bismuth subsalicylate in the cell
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того, норма количественного определения вис-
мута субсалицилата обычно основана на опреде-
лении именно иона висмута, поэтому методика 
анализа методом спектрофотометрии в ультра-
фиолетовой области, несмотря на большие пре-
имущества, может не отвечать всем предъявляе-
мым требованиям.

При анализе методом инверсионной вольт-
амперометрии аналитический сигнал возникает 
за счет окислительно-восстановительных реак-
ций на поверхности электрода. В подобные вза-
имодействия вступают ионы металлов, что ши-
роко применяется при их определении в раз-
личных средах, поэтому при количественном 
определении висмута субсалицилата в субстан-
ции измеряется именно ток растворения вис-
мута. Этот факт, в совокупности с другими пре-
имуществами методики (простота выполнения, 
возможность модификации анализа для подбо-
ра оптимальных условий и одновременного ис-
следования нескольких анализируемых веществ 
в пробе) выделяет ее как наиболее эффектив-
ную для количественного определения актив-
ной фармацевтической субстанции висмута суб-
салицилата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенное сравнительное исследование 

двух методик количественного определения АФС 

CONCLUSION 
The comparative study of two methods for the 

quantitative determination of the APS bismuth sub-
salicylate by UV-spectrophotometry and stripping 
voltammetry allows us to draw the following conclu-
sions:

1. Both methods can be used for quantifi cation 
the APS.

2. Stripping voltammetry is more preferable 
since in the quantitative determination of bismuth it 
allows to analyze precisely this part of the molecule.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

Таблица 2. Результаты частичной валидации методики количественного определения АФС висмута субсалици-
лата методом инверсионной вольтамперометрии
Table 2. Results of the partial validation of the quantitative analysis of APS bismuth subsalicylate by stripping 
voltammetry

Внесенное количество 
висмута субсалицилата, мкг
Introduced amount of bismuth 
subsalicylate, μg

Высота пика, 
мкА
Peak height, μA

Коэффициент 
корреляции
Correlation 
coeffi cient

ПО, мкг
DL, μg

ПКО, мкг
LoQ, μg

Правильность, %
Accuracy, %

10 1.510

0.9982 1.16 3.52 1.93

12 1.764

14 2.098

16 2.308

18 2.619

20 2.926

22 3.191

24 3.542

26 4.174

висмута субсалицилата методами УФ-спектро-
фотометрии и инверсионной вольтамперометрии 
позволяет сделать следующие выводы:

1. Обе методики могут быть использованы 
для количественного определения данной АФС.

2. Метод инверсионной вольтамперометрии 
более предпочтителен, поскольку при количе-
ственном определении висмута позволяет анали-
зировать именно эту часть молекулы.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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АННОТАЦИЯ
Це л ь .  Оценка применения антимикробных препаратов (АМП) в пульмонологическом отделении много-

профильного стационара (МПФС) Республики Таджикистан.
Ма т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  Проведен ретроспективный анализ врачебных назначений у пациентов, 

проходивших лечение в пульмонологическом отделении Согдийской областной клинической больницы 
(г. Худжанд, Республика Таджикистан) в 2011–2018 гг. Оценивали использование АМП в совокупности, по 
группам в соответствии с индексом ATC/DDD ВОЗ: пенициллины, цефалоспорины, аминогликозиды, фтор-
хинолоны, тетрациклины, другие антибиотики, а также отдельно по международным непатентованным 
наименованиям лекарственных средств (ЛС). В качестве единицы измерения использовалось количество 
граммов активного вещества, с последующим расчетом показателей «DDD/100 койко-дней» и «процент от 
общей DDD».

Р е з у л ь т а т ы .  Выявлены существенные изменения структуры АМП, применяемых для стартовой анти-
бактериальной терапии инфекций дыхательных путей за исследуемый период. Отмечена выраженная тенден-
ция к снижению использования АМП пенициллинового ряда и макролидов, с переходом на монотерапию цефа-
лоспоринами 3-го поколения (цефтриаксон) и частично фторхинолонами. 

З а к л ю ч е н и е .  Мониторинг применения АМП в отделениях стационара с использованием АТС/DDD-
методологии позволяет принимать стратегические решения относительно тактики антибактериальной тера-
пии, определять направление административных мер и в дальнейшем улучшить ассортимент антибактериаль-
ных препаратов с введением в практику современных эффективных ЛС.

Ключевые слова: фармакоэпидемиологический анализ, DDD-анализ, пульмонологическое отделение, много-
профильный стационар, антимикробные препараты.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день антимикробные препа-

раты (АМП) относятся к числу наиболее востре-
бованных лекарственных средств в клинической 
практике. При этом важно отметить, что препара-
ты данной группы назначаются и используются 
как на амбулаторном, так и на стационарном эта-
пе лечения, что и повышает опасность необосно-
ванного и нерационального их применения [1–3]. 
Как известно, чрезмерное и неконтролируемое 
применение АМП при инфекционных заболева-
ниях существенно снижает эффективность про-
водимой фармакотерапии, повышает риск раз-
вития нежелательных реакций, увеличивает сто-
имость лечения и, что особенно важно, способ-
ствует росту и распространению антибиотикоре-
зистентности [2]. 

В настоящее время по данным ВОЗ около 
50 % всех назначений лекарственных средств яв-
ляются нерациональными, при этом для АМП 
этот показатель достигает 80 % [4]. По данным 
Министерства здравоохранения РФ в России 
20–75 % случаев использования АМП считаются 
нерациональными [3, 5]. Эти цифры свидетель-
ствуют о том, что в мировой медицинской прак-
тике существует ряд проблем, связанных с на-
значением АМП. Первые результаты масштабно-
го европейского проекта European Surveillance of 
Antimicrobial Consumption (ESAC) показали, что 
сегодня скорость адаптации микроорганизмов 
к АМП значительно превышает эффективность 
борьбы с ними, что может вновь сделать челове-
чество беззащитным перед инфекциями, погру-
зив его в постантибиотическую эру. Подтвержде-
нием этих опасений является тот факт, что в по-

INTRODUCTION
Nowadays, antimicrobial drugs (AD) are 

among the most popular medicines in clinical prac-
tice. At the same time, it is important to note that 
drugs of this group are prescribed and used both 
at the outpatient and inpatient stages of treatment, 
which increases the risk of unjustifi ed and irratio-
nal use of them [1–3]. As it is known, excessive and 
uncontrolled use of AD in infectious diseases sig-
nifi cantly reduces the effectiveness of pharmaco-
therapy, increases both the risk of adverse reactions 
and the cost of treatment and, most importantly, 
contributes to the growth and spread of antibiotic 
resistance [2]. 

Currently, according to WHO, about 50% of all 
drug prescriptions are irrational, while for AD this 
indicator reaches 80% [4]. According to the Minis-
try of Health of the Russian Federation, in Russia, 
20–75% of cases of AD use are considered irrational 
[3, 5]. These fi gures indicate that there are a number 
of problems associated with the prescription of AD 
in the world medical practice. The fi rst results of the 
large-scale European Surveillance of Antimicrobial 
Consumption (ESAC) project showed that today the 
rate of microorganisms’ adaptation to AD signifi -
cantly exceeds the effectiveness of controlling them, 
which can once again make humanity defenseless 
against infections, plunging it into a post-antibiotic 
era. Confi rmation of these concerns is the fact that 
in recent decades, when the acquired bacterial re-
sistance increased, an extremely limited number 
of novel AD have entered clinical practice, which is 
largely due to a decrease in the research activity of 
pharmaceutical companies in this direction [1, 4].

ABSTRACT
A i m .  Assessment of the use of antimicrobial drugs (AD) in the pulmonary department of a multifi eld hospital (MH), 

the Republic of Tajikistan.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  A retrospective analysis of medical prescriptions of patients who were treated in the 

pulmonary department of the Sughd Regional Clinical Hospital (city of Khojend, the Republic of Tajikistan) in 2011–2018 
was carried out. The use of AD was evaluated in total, by groups in accordance with the WHO ATC/DDD index: penicillins, 
cephalosporins, aminoglycosides, fl uoroquinolones, tetracyclines, and other antibiotics, as well as separately by interna-
tional nonproprietary names of drugs. The measurable unit was the number of grams of an active substance, followed by 
the calculation of the indicators DDD/100 bed-days and percentage of total DDD.

R e s u l t s .  Signifi cant changes in the structure of AD used for the initial antibacterial therapy of respiratory tract 
infections during the study period were revealed. There is a marked tendency to reduce the use of AD of the penicillin fam-
ily and macrolides, with the transition to monotherapy with cephalosporins of the 3rd generation (ceftriaxone) and partially 
with fl uoroquinolones. 

C o n c l u s i o n .  Monitoring the use of AD in hospital departments on basis of the ATC/DDD methodology allows to 
make strategic decisions regarding the tactics of antibacterial therapy, determine the orientation of administrative mea-
sures and improve the range of antibacterial agents with the introduction of the modern effective drugs into practice in the 
future.

Keywords: pharmacoepidemiological analysis, DDD analysis, pulmonary department, multifi eld hospital, antimicro-
bial drugs.
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следние десятилетия на фоне роста приобретен-
ной бактериальной резистентности в клиниче-
скую практику поступило крайне ограниченное 
количество новых АМП, что во многом связано со 
снижением научно-исследовательской активно-
сти фармацевтических компаний в этом направ-
лении [1, 4].

В Республике Таджикистан к мировым про-
блемам добавляются местные негативные осо-
бенности применения антибактериальных пре-
паратов: в настоящее время АМП свободно про-
даются в аптеках, несмотря на законодатель-
но установленный их рецептурный отпуск; 
не существует системы надзора за устойчиво-
стью возбудителей к АМП; во многих лечебно-
профилактических учреждениях (ЛПУ) отсут-
ствует лабораторная база для исследования чув-
ствительности возбудителя к антибиотикам. 
Именно поэтому существует практика назначе-
ния на первом этапе лечения АМП с широким 
спектром действия, что создает предпосылки 
для формирования резистентной микрофлоры 
и снижает эффективность проводимой фарма-
котерапии в последующем [3, 5].

Исходя из сложившейся ситуации весьма ак-
туальным для Республики Таджикистан являет-
ся анализ динамики использования АМП и опре-
деления основных закономерностей их назна-
чения как на уровне страны, так и на локальном 
уровне отдельно взятого ЛПУ. Анализ назначе-
ний АМП на уровне отделений стационара вы-
являет проблемы, связанные с их чрезмерным 
или, напротив, недостаточным использованием. 
Кроме того, в условиях постоянного роста цен на 
медико-фармацевтические услуги, неустойчивой 
социально-экономической ситуации и тотально-
го недофинансирования системы здравоохране-
ния приоритетной задачей является обеспечение 
качества фармацевтической помощи как с точки 
зрения ее эффективности и безопасности, так и 
рациональности расходов. В Республике Таджи-
кистан подобные исследования малочисленны, 
а информация о потреблении АМП на уровне ре-
спублики, регионов и отдельных стационаров но-
сит отрывочный и разрозненный характер.

Именно поэтому фармакоэпидемиологиче-
ская и фармакоэкономическая оценка реального 
состояния потребления АМП в Республике Тад-
жикистан является актуальной и своевременной.

Одним из методов фармакоэпидемиологиче-
ского анализа является ATC/DDD-методология, 
позволяющая получать количественные данные 
о потреблении АМП и сопоставлять их между раз-
личными отделениями, ЛПУ, регионами, страна-

In the Republic of Tajikistan, local negative as-
pects of the use of antibacterial agents are added 
to the world problems: currently, AD are freely sold 
in pharmacies, despite the legally established pre-
scription release; there is no system for monitoring 
the resistance of pathogens to AD; in many health 
care facilities (HCF), there are no laboratory fa-
cilities for pathogen’s antibiotic susceptibility test-
ing. Therefore, there is a practice of prescribing of 
broad-spectrum AD at the fi rst stage of treatment, 
which creates prerequisites for the formation of re-
sistant microfl ora and reduces the effectiveness of 
pharmacotherapy afterwards [3, 5].

Based on the current situation, it is very rel-
evant for the Republic of Tajikistan to analyze the 
dynamics of the use of AD and determine the main 
patterns of their administration both at the country 
level and at the local level of a HCF. Analysis of AD 
prescriptions at the level of hospital departments 
reveals problems associated with their excessive or, 
on the contrary, insuffi cient use. In addition, in the 
context of the constant increase in prices for medi-
cal and pharmaceutical services, the unstable so-
cio-economic situation and the total underfunding 
of the health system, the priority task is to ensure 
the quality of pharmaceutical care, both in terms 
of its effectiveness and safety, and the expenditure 
rationality. In the Republic of Tajikistan, such stud-
ies are not numerous, and information on the con-
sumption of AD at the level of the republic, regions 
and individual hospitals is fragmentary and mis-
cellaneous.

Therefore, the pharmacoepidemiological and 
pharmacoeconomical assessment of the real state 
of AD consumption in the Republic of Tajikistan is 
relevant and timely.

One of the methods of pharmacoepidemiologi-
cal analysis is the ATC/DDD methodology, which 
allows us to obtain quantitative data on AD con-
sumption and compare them between different de-
partments, HCFs, regions, and countries. It is the 
ATC/DDD methodology that is the international 
standard for research on the use of drugs since 
1996 [2, 6]. The DDD (Defi ned Daily Dose) is the 
average defi ned dose of drug for an adult weighing 
70 kg, calculated by the WHO Collaborating Cen-
tre for Drug Statistics Methodology [2, 7]. The DDD 
analysis is a method of evaluating the rationality of 
drug prescribing, which gives an overall picture of 
drug consumption and allows making appropriate 
management decisions [6, 8]. The DDD monitoring 
of AD makes it possible to obtain real data on their 
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ми. Именно ATC/DDD-методология с 1996 г. яв-
ляется международным стандартом исследова-
ний по применению ЛС [2, 6]. DDD (Defi ned Daily 
Dose) — это средняя установленная доза ЛС для 
взрослого человека массой 70 кг, рассчитывае-
мая Центром ВОЗ по методологии лекарствен-
ной статистики [2, 7]. DDD-анализ является мето-
дом экспертизы рациональности назначения ЛС, 
который дает общую картину лекарственного по-
требления и позволяет принимать соответствую-
щие управленческие решения [6, 8]. Проведение 
DDD-мониторинга АМП дает возможность полу-
чать реальные данные об их применении и оце-
нивать тенденции использования этой группы 
препаратов в отдельно взятом стационаре или его 
подразделении в какой-либо временной период 
[2, 7, 9].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка использования АМП в пульмоноло-

гическом отделении многопрофильного стацио-
нара (МПФС) Республики Таджикистан с помо-
щью DDD-методологии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводилось на базе пульмо-

нологического отделения Согдийской област-
ной клинической больницы (г. Худжанд, Респу-
блика Таджикистан). Проведен анализ врачеб-
ных назначений у пациентов, получавших лече-
ние в данном отделении. Нозологическая струк-
тура случаев госпитализации в отделение, требу-
ющих проведения антибактериальной терапии, 
включала внебольничную пневмонию и обостре-
ние хронических обструктивных заболеваний 
легких. Исследование проводилось в динамике, в 
течение 2011–2018 гг. Оценивали использование 
АМП в совокупности, по группам в соответствии 
с индексом ATC/DDD ВОЗ [9]: пенициллины, це-
фалоспорины, аминогликозиды, фторхиноло-
ны, тетрациклины, другие антибиотики, а также 
отдельно по международным непатентованным 
наименованиям ЛС. В качестве единицы измере-
ния использовалось количество граммов актив-
ного вещества, с последующим расчетом показа-
телей «DDD/100 койко-дней» и «процент от об-
щей DDD». Для учета результатов исследования, 
расчетов описательной статистики, построения 
диаграмм использовали программные ресурсы 
пакета Microsoft Offi ce Excel, 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенный DDD-анализ показал, что в це-

лом применение АМП в данном пульмонологиче-

use and evaluate trends in the use of this group of 
drugs in a particular hospital or its unit in any time 
period [2, 7, 9].

AIM OF THE RESEARCH
Assessment of the use of AD in the pulmonary 

department of a multifi eld hospital (MH) of the Re-
public of Tajikistan using the DDD methodology.

MATERIALS AND METHODS 
The study was conducted on the basis of the 

pulmonary department of the Sughd Regional Clin-
ical Hospital (city of Khojend, the Republic of Ta-
jikistan). The analysis of medical prescriptions in 
patients treated in this department was carried out. 
The nosologic structure of cases of hospitalization 
in the department requiring antibacterial therapy 
included community-acquired pneumonia and ex-
acerbation of chronic obstructive pulmonary dis-
eases. The study was conducted in dynamics, dur-
ing 2011–2018. The use of AD was evaluated in the 
aggregate, by group, in accordance with the WHO 
ATC/DDD index [9]: penicillins, cephalosporins, 
aminoglycosides, fl uoroquinolones, tetracyclines, 
and other antibiotics, as well as separately by inter-
national nonproprietary names of drugs. The mea-
surable unit was the number of grams of the active 
substance, followed by the calculation of the indi-
cators DDD/100 bed-days and percentage of total 
DDD. To account the results of the study, calculate 
descriptive statistics, and plot diagrams, the soft-
ware resources of the Microsoft Offi ce Excel, 2007 
package were used.

RESULTS AND DISCUSSION
The DDD analysis showed that in general, the 

use of AD in this pulmonary department increased 
signifi cantly from 2011 to 2018, and in the peri-
od of 2016–2018 was in the range of 19.75–21.56 
DDD/100 bed-days, while in the previous fi ve years 
this indicator was only 0.67–1.9 DDD/100 bed-
days. In addition, the structure of the use of AD in 
the pulmonary department of the MH has changed 
signifi cantly (see Table 1). 

Thus, if in 2011 cephalosporins and fl uoroqui-
nolones and, to a much lesser extent, penicillins 
were the basis of antimicrobial therapy for respira-
tory tract infections (RTI), then in 2015–2018 the 
vast majority of prescriptions were for AD from the 
cephalosporin group. It should also be noted that in 
recent years, the range of AD used for the treatment 
of RTI has expanded signifi cantly, primarily due to 
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ском отделении с 2011 по 2018 г. существенно уве-
личилось и в период 2016–2018 гг. находилось в 
пределах 19.75–21.56 DDD/100 койко-дней, в то 
время как в предыдущие пять лет этот показатель 
составлял лишь 0.67–1.9 DDD/100 койко-дней. 
Кроме того, существенно изменилась структура 
применения АМП в пульмонологическом отделе-
нии МПФС (табл. 1). 

Так, если в 2011 г. основу антимикробной те-
рапии инфекций дыхательных путей (ИДП) со-
ставляли цефалоспорины и фторхинолоны и в 
значительно меньшей степени пенициллины, то 
в 2015–2018 гг. подавляющее большинство на-
значений относится к АМП из группы цефалоспо-
ринов. Следует также отметить, что в последние 
годы существенно расширился спектр АМП, при-
меняемых для лечения ИДП, в первую очередь за 
счет включения в схемы фармакотерапии заболе-
ваний нижних дыхательных путей макролидов и 
аминогликозидов.

Как видно из рис. 1, за весь анализируемый 
период наиболее назначаемыми препаратами 
были АМП из группы цефалоспоринов, процент 
от общей DDD которых находился в пределах 
57.7–93.8. Достаточно востребованными при ле-
чении ИДП были АМП из группы фторхинолонов, 
которые занимают второе место по применению в 
МПФС (6.9–38.6 % от общей DDD). При этом от-
мечается стабильно высокий интерес к препара-
там данного класса в 2015–2018 гг.: в этот пери-
од их применение выросло в 5.6 раза. Достаточ-
но стабильно назначались АМП из группы ами-
ногликозидов, удельный вес которых в структуре 
АМП, используемых при лечении ИДП, в различ-
ные годы составляет 3.15–26.4 % от общей DDD. 
Следует отметить нерегулярное, спорадичное 
применение АМП из группы пенициллинов и 
макролидов. Данный факт требует углубленно-
го анализа с точки зрения рациональности фар-

the inclusion of the macrolides and the aminogly-
cosides in the pharmacotherapy regimens for lower 
respiratory tract diseases.

As can be seen from Fig. 1, for the entire ana-
lyzed period, the most prescribed drugs were the 
AD from the cephalosporin family, the percent-
age of total DDD was in the range of 57.7–93.8. 
AD from the fl uoroquinolones family were quite 
popular in the treatment of RTI, and occupy the 
second place in the use of MH (6.9–38.6% of the 
total DDD). At the same time, there was a consis-
tently high interest in drugs of this class in 2015–
2018: during this period, their use increased by 5.6 
times. AD from the aminoglycosides family were 
quite steadily prescribed, the proportion of which 
in the structure of AD used in the treatment of RTI 
in various years was 3.15–26.4% of the total DDD. 
It should be noted the irregular, sporadic use of AD 
from the penicillin and macrolide families. This 
fact requires an in-depth analysis from the point 
of view of the pharmacotherapy rationality, taking 
into account the fact that the drugs of these groups 
are considered in international guidelines as fi rst-
line AD for the treatment of infectious diseases of 
the lower respiratory tract. According to these rec-
ommendations, the initial antibacterial therapy of 
pneumonia should be carried out using AD from 
the penicillin or macrolide families (if atypical fl ora 
is suspected) or protected penicillins or cephalo-
sporins of the 3rd generation, as the frontline drugs 
for severe RTI [10].

It is necessary to note a fairly high interest in 
the pulmonary department of the MH to AD from 
the aminoglycoside family (6.17–26.4% of the total 
DDD) (see Fig. 1). Given that AD of this family are 
not the frontline drugs for RTI, this choice can-
not be considered rational. It should be considered 

Таблица 1. Динамика применения антимикробных препаратов (DDD/100 койко-дней) в пульмонологическом 
отделении многопрофильного стационара
Table 1. Dynamics of the use of AD (DDD/100 bed-days) in the pulmonology department of the multifi eld hospital

Группа препаратов / Drug group 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Пенициллины / Penicillins 0.07 0.16 — — — — — 0.26

Цефалоспорины / Cephalosporins 1.09 0.50 0.55 0.76 2.39 16.54 12.61 4.13

Аминогликозиды / Aminoglycosides — 0.28 — 0.05 0.90 0.68 1.42 0.50

Фторхинолоны / Fluoroquinolones 0.73 0.073 0.13 — 0.52 3.03 4.81 3.20

Линкосамиды / Lincosamides — 0.034 — — — — — —

Макролиды / Macrolides — 0.011 — — 0.053 1.31 0.91 0.31

В целом по группе АМП
In general in AD groups

1.9 1.06 0.68 0.81 3.86 21.56 19.75 8.4
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макотерапии, учитывая тот факт, что препараты 
указанных групп в международных рекоменда-
циях рассматриваются в качестве стартовых АМП 
для лечения заболеваний нижних дыхательных 
путей инфекционного генеза. Согласно указан-
ным рекомендациям, стартовая антибактериаль-
ная терапия пневмонии должна проводиться с 
использованием АМП из группы пенициллинов 
или макролидов (при подозрении на атипичную 
флору) или защищенными пенициллинами или 
цефалоспоринами 3-го поколения, как препара-
тами выбора при тяжелых ИДП [10].

Необходимо отметить достаточно высокий 
интерес в пульмонологическом отделении МПФС 
к АМП из группы аминогликозидов (6.17–26.4 % 
от общей DDD) (см. рис. 1). Учитывая, что АМП 
данной группы не являются препаратами выбо-
ра при ИДП, данный выбор нельзя считать раци-
ональным. Позитивным следует считать то, что 
удельный вес препаратов данного класса (про-
цент от общей DDD) в структуре примененных 
АМП за анализируемый период снизился почти в 
5 раз, однако по количеству DDD интерес к препа-
ратам данного класса остается примерно на оди-
наковом уровне (см. табл. 1).

positive that the proportion of drugs of this class 
(a percentage of the total DDD) in the structure of 
AD used for the analyzed period decreased by al-
most 5 times, but in terms of the amount of DDD, 
the interest in drugs of this class remains approxi-
mately at the same level (see Table 1).

In the course of further analysis of the AD pre-
scription, it was found (Fig. 2) that an increase in 
the use of cephalosporin antibiotics over the speci-
fi ed period of time was primarily due to cephalo-
sporins of the 3rd generation, namely ceftriaxone. 
Thus, in 2011, the proportion of ceftriaxone was 
16.44% of the total DDD, and by 2016 this indicator 
had increased almost 4.3 times (Fig. 2).

In the future, the analyzed indicator tends to 
a decrease, but remains at a fairly high level. In 
other words, an increase in the use of the cephalo-
sporins during the study period was solely due to 
the 3rd generation cephalosporin — ceftriaxone, the 
proportion of which in the overall structure of AD 
use in 2016 was 70.25% of the total DDD. Interest 
in the fi rst-generation cephalosporin, cefazolin, by 
2016 was almost lost (1.75% of the total DDD), with 
a slight trend towards an increase in this indicator 
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Рис. 1. DDD-анализ групп антимикробных препаратов, применяемых в пульмонологическом отделении 
МПФС в 2011–2018 гг. 

Fig. 1. DDD analysis of AD families used in the pulmonary department of the multifi eld hospital in 2011–2018
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В ходе дальнейшего анализа применения 
АМП было установлено (рис. 2), что увеличение 
использования цефалоспориновых антибиотиков 
за указанный период времени произошло в пер-
вую очередь за счет цефалоспоринов 3-го поколе-
ния, а именно цефтриаксона. Так, в 2011 г. доля 
цефтриаксона составляла 16.44 % от общей DDD, 
а уже к 2016 г. этот показатель увеличился прак-
тически в 4.3 раза (см. рис. 2). 

В дальнейшем анализируемый показатель 
имеет тенденцию к снижению, однако остается 
на достаточно высоком уровне. Иными словами, 
рост использования цефалоспоринов за исследу-
емый период произошел исключительно за счет 
цефалоспорина 3-го поколения — цефтриаксона, 
удельный вес которого в общей структуре приме-
нение АМП в 2016 г. составил 70.25 % от общей 
DDD. Интерес к цефалоспорину первого поколе-
ния цефазолину до 2016 г. был практически утра-

in 2018. At the same time, there was an uneven use 
of cefepime in different years, more often sporadic. 
Only in 2014–2015, its proportion in the structure 
of drugs for the treatment of RTI was quite high, 
which may be due to the peculiarities of the drug 
procurement in the MH and the distribution of AD 
by departments. 

The frequency analysis of the prescription of 
fl uoroquinolone family antibacterial agents, which 
are quite often used for the treatment of RTI, showed 
that in all follow-up periods, drugs from this family 
occupied the second place among all AD used for the 
treatment of RTI. There is a clear decrease in inter-
est in the representative of this family ofl oxacin over 
the analyzed period. So, if in 2011, 2013 the percent-
age of the total DDD of ofl oxacin was 38.36–18.56, 
then in 2016–2018 this indicator was in the range 
of 2.42–4.34% of the total DDD. At the same time, 
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Рис. 2. DDD-анализ применения антимикробных препаратов в пульмонологическом 
отделении МПФС в 2011–2018 гг.

Fig. 2. DDD analysis of the use of AD in the pulmonary department of the multifi eld hospital in 2011–2018
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чен (1.75 % от общей DDD) с незначительной ди-
намикой к увеличению данного показателя в 
2018 г. В то же время наблюдалось неравномер-
ное использование цефепима в различные годы, 
чаще спорадическое. Лишь в 2014–2015 гг. доля 
данного препарата в структуре ЛС для лечения 
ИДП была достаточно высокой, что может быть 
обусловлено особенностями закупки ЛС в МПФС 
и распределением их по отделениям. 

Частотный анализ применения антибакте-
риальных препаратов из группы фторхинолонов, 
которые достаточно часто используются для ле-
чения ИДП, показал, что во все периоды наблю-
дения препараты данной группы занимали вто-
рое место среди всех АМП, используемых для ле-
чения ИДП. Четко прослеживается снижение ин-
тереса к представителю данного класса офлокса-
цину за анализируемый период. Так, если в 2011, 
2013 гг. процент от общей DDD офлоксацина со-
ставлял 38.36–18.56, то в 2016–2018 гг. этот пока-
затель находился в пределах 2.42–4.34  % от об-
щей DDD. При этом ципрофлоксацин применял-
ся лишь в 2016–2018 гг. (11.65–33.81  % от общей 
DDD). Другие АМП из данной группы в пульмо-
нологическом отделении не применялись. Похо-
жая картина отмечалась и при анализе уровня 
применения АМП данной группы по количеству 
DDD/100 койко-дней (рис. 3, 4). Выявлена выра-
женная тенденция к существенному снижению 
использования офлоксацина и переходу к фарма-

ciprofl oxacin was used only in 2016–2018 (11.65–
33.81% of the total DDD). Other AD from this family 
were not used in the pulmonary department. A simi-
lar pattern was observed when analyzing the level 
of AD administration in this family by the DDD/100 
bed-days parameter (Fig. 3, 4). There is a pronounced 
tendency to signifi cantly reduce the use of ofl oxacin 
and switch to pharmacotherapy with ciprofl oxacin. 
The data obtained require careful analysis, taking 
into account the fact that the causative agents of re-
spiratory infections are not very sensitive to drugs of 
this family, with the exception of the so-called respi-
ratory fl uoroquinolones. 

The study showed that since 2015, there has 
been a tendency to a decrease in interest in anti-
biotics from the aminoglycosides family. During 
2011–2014, of the drugs of this family, just genta-
micin was used. And only since 2015, in the clinical 
practice of the pulmonary department, the use of a 
new generation aminoglycoside — amikacin (4.40–
11.98% of the total DDD) was noted. At the same 
time, the value of the DDD/100 bed-days indicator 
of amikacin in the specifi ed period was 0.52–0.37 
(see Fig. 3, 4). The stable and rather high interest in 
the AD of this family, amikacin in particular, can be 
explained only in terms of the results of the antibi-
otic susceptibility tests since this family of drugs is 
not included in any of the lists of guidelines on the 
empirical antimicrobial therapy of RTI.
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Fig. 3. Dynamics of the use of AD in the pulmonary department of the multifi eld hospital in 2011–2015
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котерапии ципрофлоксацином. Полученные дан-
ные требуют тщательного анализа, учитывая тот 
факт, что возбудители респираторных инфекций 
малочувствительны к препаратам данной груп-
пы, за исключением так называемых респиратор-
ных фторхинолонов. 

Исследование показало, что с 2015 г. отмеча-
ется тенденция к снижению интереса к антибиоти-
кам из группы аминогликозидов. В течение 2011–
2014 гг. из препаратов данной группы использо-
вался лишь гентамицин. И только с 2015 г. в кли-
нической практике врачей пульмонологического 
отделения отмечено применение аминогликози-
да нового поколения — амикацина (4.40–11.98 % 
от общей DDD). При этом значение показателя 
«DDD/100 койко-дней» амикацина в указанный 
период составляло 0.52–0.37 (см. рис. 3, 4). Ста-
бильный и достаточно высокий интерес к АМП 
данной группы, в частности к амикацину, может 
быть объяснен только с точки зрения результатов 
теста на чувствительность микрофлоры к АМП, 
так как данная группа ЛС не входит ни в один из 
перечней рекомендаций по эмпирической анти-
микробной терапии ИДП.

Аминогликозиды имеют сравнительно узкий 
спектр действия, направленный в основном на 
грамотрицательную флору, анаэробов, стафило-
кокков и т.д. Как правило, они мало активны в от-
ношении пневмококков, гемофильной палочки 
и внутриклеточных возбудителей, т.е. в отноше-
нии наиболее частых возбудителей ИДП. Целесо-
образность использования этих препаратов воз-
никает только при тяжелом течении заболевания 

The aminoglycosides have a relatively narrow 
spectrum of action, aimed mainly at gram-negative 
fl ora, anaerobes, staphylococci, etc. As a rule, they 
are not very active against pneumococci, Hemophi-
lus bacillus and intracellular pathogens, i.e., in re-
lation to the most common pathogens of RTI. The 
expediency of using these drugs arises only in the 
severe course of the disease or in the presence of 
concomitant diseases and risk factors that worsen 
the prognosis of the disease or are associated with 
gram-negative microfl ora and anaerobes [10].

Noteworthy is the low interest in AD from the 
penicillin family, the proportion of which in the 
structure of AD consumption in the pulmonary de-
partment was 1.37–9.9% of the total DDD (see Fig. 1). 
We would like to note the unreasonably rare use of 
drugs of this group as an initial therapy for RTI. 
Taking into account the available data and inter-
national guidelines for the treatment of RTI, today 
it is penicillins, in particular amoxicillin, that are 
recognized as the most effective drugs for the ini-
tial empirical antibacterial therapy of the broncho-
pulmonary system diseases in which S. pneumoni-
ae is the most frequent and signifi cant pathogen 
with high susceptibility to AD from the penicillin 
family [11]. This trend is typical for most European 
countries, where the proportion of the inhibitor-
protected penicillins in the total structure of peni-
cillins consumption exceeded 50% [5]. The data 
obtained require an analysis of the situation in the 
Republic of Tajikistan, taking into account the re-
gional features of the susceptibility of microfl ora 
to AD.
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Рис. 4. Динамика применения антимикробных препаратов в пульмонологическом отделении МПФС в 2016–2018 гг.
Fig. 4. Dynamics of the use of AD in the pulmonary department of the multifi eld hospital in 2016–2018
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Thus, the data obtained once again confi rm a 
signifi cant change in the approaches to the initial 
antibacterial therapy of RTI in the Republic of Ta-
jikistan, with the predominant use of cephalospo-
rins of the 3rd generation, namely ceftriaxone.

CONCLUSION
The DDD analysis of the use of AD in the pul-

monary department of the multifi eld hospital in the 
Republic of Tajikistan showed signifi cant changes 
in the structure of the AD consumption used for the 
initial antibacterial therapy of respiratory tract in-
fections in the period 2011–2018. There is a clear 
trend towards a decrease in the use of antimicro-
bial agents of the penicillin and macrolide families, 
with the transition to monotherapy with cephalo-
sporins of 3rd generation (ceftriaxone) and partially 
with fl uoroquinolones. 

Monitoring the use of AD in the departments 
of the MH using the ATC/DDD methodology allows 
to make strategic decisions regarding the tactics of 
antibacterial therapy, determine the direction of 
administrative measures and further improve the 
range of antibacterial agents with the introduction 
of modern effective drugs into practice.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

или при наличии сопутствующих заболеваний и 
факторов риска, которые ухудшают прогноз забо-
левания или ассоциируются с грамотрицательной 
микрофлорой и анаэробами [10].

Обращает на себя внимание низкий интерес 
к АМП из группы пенициллинов, доля которых в 
структуре потребления АМП в пульмонологиче-
ском отделении составляла 1.37–9.9  % от общей 
DDD (см. рис. 1). Хотелось бы отметить необосно-
ванно редкое использование препаратов данной 
группы в качестве стартовой терапии ИДП. Учи-
тывая имеющиеся данные и международные ре-
комендации по лечению ИДП, сегодня именно 
пенициллины, в частности амоксициллин, при-
знаны наиболее эффективными препаратами для 
стартовой эмпирической антибактериальной те-
рапии заболеваний бронхолегочной системы, 
при которых S. pneumoniae является наиболее ча-
стым и значимым этиопатогеном с высокой чув-
ствительностью к АМП из группы пенициллина 
[11]. Такая тенденция характерна для большин-
ства европейских стран, где удельный вес ингиби-
торозащищенных пенициллинов в общей струк-
туре потребления данной группы АМП превы-
шал 50 % [5]. Полученные данные требуют анали-
за ситуации, сложившейся в Республике Таджи-
кистан с учетом региональных особенностей чув-
ствительности микрофлоры к АМП.

Таким образом, полученные данные еще раз 
подтверждают существенное изменение подходов 
к стартовой антибактериальной терапии ИДП в 
фармакотерапии ИДП в Республике Таджикистан, 
с преимущественным использованием цефалоспо-
ринов 3-го поколения, а именно цефтриаксона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
DDD-анализ применения антимикроб-

ных препаратов в пульмонологическом отделе-
нии многопрофильного стационара Республи-
ки Таджикистан показал существенные измене-
ния структуры потребления антимикробных пре-
паратов, используемых для стартовой антибак-
териальной терапии инфекций дыхательных пу-
тей в период 2011–2018 гг. Выявлена выраженная 
тенденция к снижению применения антимикроб-
ных препаратов пенициллинового ряда и макро-

лидов, с переходом на монотерапию цефалоспо-
ринами 3-го поколения (цефтриаксон) и частич-
но фторхинолонами. 

Мониторинг применения антимикробных 
препаратов в отделениях МПФС с использованием 
АТС/DDD-методологии позволяет принимать 
стратегические решения относительно тактики 
антибактериальной терапии, определять направ-
ление административных мер и в дальнейшем 
улучшить ассортимент антибактериальных пре-
паратов с введением в практику современных эф-
фективных ЛС.

Конфликт интересов. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов.
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АННОТАЦИЯ
В обзоре даны современные представления об этиологии и патогенезе ВИЧ-инфекции, освещаются вопро-

сы иммунного ответа при данном заболевании, а также проблемы резистентности ВИЧ к современным лекар-
ственным препаратам. 

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, СПИД, инфекционные болезни, резистентность ВИЧ, иммунопатогенез ВИЧ. 

ABSTRACT
The paper presents the review on current ideas about the etiology and pathogenesis of HIV infection. It highlights the 

issues of the immune response in this disease, as well as the problems of HIV resistance to modern drugs.

Keywords: HIV infection, AIDS, infectious diseases, HIV resistance, HIV immunopathogenesis.

ВИЧ-инфекция является актуальной пробле-
мой здравоохранения во многих странах мира. 
Согласно данным Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ) на начало 2019 г. в мире на-
считывалось примерно 37.9 млн чел. с ВИЧ-
инфекцией. К одним из самых пораженных ре-
гионов относятся страны Африканского конти-
нента (25.7 млн чел.) [1]. На начало 2019 г. от 
ВИЧ-инфекции и ее осложнений по всему миру 
скончалось более 32 млн чел. [2]. В Российской 
Федерации, по состоянию на 31 декабря 2019 г., 
проживает 1 068 839 чел. с лабораторно под-
твержденным диагнозом «ВИЧ-инфекция» [3]. 
За 2019 г. в РФ выявлено 94 668 новых случаев 
ВИЧ-инфекции. Показатель заболеваемости со-

HIV infection is an urgent health care problem 
in many countries around the world. According to 
the World Health Organization (WHO), about 37.9 
million people were suffering from HIV infection 
around the world at the beginning of 2019. Among 
the most affected regions are the countries of the 
African continent (25.7 million people) [1]. By the 
beginning of 2019, more than 32 million people 
have died from HIV infection and its complications 
around the worldwide [2]. As of December 31, 2019, 
1 068 839 people in the Russian Federation were 
living with a laboratory-confi rmed HIV infection 
[3]. In 2019, 94 668 new HIV cases were reported 
in the Russian Federation. The incidence rate was 
64.5 per 100 000 people. The highest level of prev-
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ставил 64.5 на 100 тыс. населения. Наиболее вы-
сокий уровень пораженности наблюдается среди 
социально-активных граждан в возрастной груп-
пе от 30 до 44 лет. В 2019 г. на долю полового ге-
теросексуального контакта пришлось 62.7 % слу-
чаев инфицирования ВИЧ, что свидетельствует о 
выходе эпидемии за пределы уязвимых групп на-
селения.

На сегодняшний день с помощью антиретро-
вирусных препаратов, направленных на ингиби-
рование различных ферментов, участвующих в 
патогенезе ВИЧ, удается обеспечить эффектив-
ное подавление репликации ВИЧ и улучшение 
состояния больных, но вирусу удается быстро 
адаптироваться к действию лекарственных пре-
паратов. Генетическая изменчивость вируса су-
щественно снижает эффективность антиретрови-
русных препаратов и затрудняет разработку про-
филактических средств (вакцин) [4]. Наиболее 
распространенными причинами вариабельности 
вируса иммунодефицита человека являются: из-
менение фермента обратной транскриптазы, про-
теазы и интегразы ВИЧ [5]; быстрая вирусная ре-
пликация, в результате которой образуется боль-
шое количество вирионов в день у инфицирован-
ного человека [6]; возникновение процессов ре-
комбинации между двумя или более различными 
штаммами вируса ВИЧ внутри одного и того же 
инфицированного индивидуума.

Постоянное совершенствование знаний о 
структуре, изменчивости и репликации ВИЧ име-
ет важное значение для уточнения вирусологиче-
ских и иммунологических механизмов патогене-
за ВИЧ-инфекции. Полученные сведения могут 
быть использованы для усовершенствования и 
разработки новых методов терапии и профилак-
тики ВИЧ-инфекции.

Этиология ВИЧ-инфекции. В 1983 г. в 
лабораториях Л. Монтанье (Франция) и Р. Галло 
(США) от больных СПИД был выделен новый ре-
тровирус, названный соответственно HTLV-III и 
LAV. С июля 1986 г. он носит название HIV/ВИЧ 
(Human Immunodefi ciency Virus/вирус иммуноде-
фицита человека) [7].

В настоящее время различают два типа вируса 
иммунодефицита человека: ВИЧ-1 и ВИЧ-2, кото-
рые отличаются по своим антигенным свойствам и 
структурной организации. ВИЧ-1 является основ-
ным возбудителем заболевания во всем мире, в то 
время как распространенность ВИЧ-2 ограниче-
на некоторыми регионами Западной и Централь-
ной Африки. ВИЧ относится к подсемейству лен-
тивирусов семейства ретровирусов. Особенностью 
ретровирусов является способность осуществлять 

alence is observed among 30–44 year-old citizens 
who are leading an active social life. Heterosexual 
contact accounted for 62.7% of HIV cases in 2019. 
It indicates that the epidemic has moved beyond 
the vulnerable groups of population.

To date, with the help of antiretroviral drugs 
aimed at inhibiting various enzymes involved in 
the pathogenesis of HIV, it is possible to effectively 
suppress HIV replication and improve the condi-
tion of patients, but the virus manages to quickly 
adapt to the action of drugs. Genetic variability of 
the virus signifi cantly reduces the effectiveness of 
antiretroviral medications and complicates the de-
velopment of preventive measures (vaccines) [4]. 
The most common reasons for the variability of the 
human immunodefi ciency virus are the following: 
the change of reverse transcriptase, protease and 
integrase HIV enzymes [5]; the rapid viral replica-
tion resulting in daily formation of a large number 
of virions in an infected person [6]; emergence of 
recombination processes between two or more dif-
ferent HIV strains in the same infected individual.

Continuous improvement of knowledge about 
the structure, variability and replication of HIV 
is important to clarify the virological and immu-
nological mechanisms in the pathogenesis of HIV 
infection. The fi ndings can be used to improve and 
develop new methods of treatment and prevention 
of HIV infection.

Etiology of HIV infection. In 1983, a new 
retrovirus was isolated from patients with AIDS at 
L. Montagnier (France) and R. Gallo (USA) labora-
tories, and named HTLV-III and LAV respectively. 
Since July, 1986, this name has been known as HIV 
(Human Immunodefi ciency Virus) [7].

Today, 2 types of human immunodefi ciency 
virus are distinguished: HIV-1 and HIV-2 that 
are different in their antigenic properties and the 
structural organization. HIV-1 is the main caus-
ative agent of the disease around the world while 
the HIV-2 prevalence is restricted to some regions 
of the Western and Central Africa. HIV belongs to 
the Lentivirinae subfamily within the Retroviri-
dae family. Retroviruses are characterized by their 
ability to perform the reaction of matrix synthe-
sis in the reverse direction from ribonucleic acid 
(RNA) to deoxyribonucleic acid (DNA) [8]. The 
genome of retrovirus consists of two identical cop-
ies of single-stranded RNA molecules that encode 
12 proteins and enzymes [8]. The main HIV RNA 
structural proteins are: Gag (group-specifi c anti-
gen), Pol (polymerase), Env (envelope). HIV-1 and 
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реакцию матричного синтеза в обратном направ-
лении от рибонуклеиновой кислоты (РНК) к дез-
оксирибонуклеиновой кислоте (ДНК) [8]. Геном 
ретровируса состоит из двух идентичных копий 
одноцепочечных молекул РНК, которые кодиру-
ют 12 белков и ферменты [8]. Основными струк-
турными белками РНК ВИЧ являются: Gag (group-
specifi c antigen), Pol (polymerase), Env (envelope). 
Вирусы ВИЧ-1 и ВИЧ-2 различаются по организа-
ции своего генома, но основная структура (т.е. на-
личие трех структурных генов, Gag, Pol и Env) оди-
накова для всех вирусов [9]. 

В настоящее время в мире все чаще появля-
ются данные о различных мутациях в генетиче-
ской структуре ВИЧ, которые приводят к повы-
шению вирулентности, более быстрому прогрес-
сированию заболевания и неэффективности ан-
тиретровирусной терапии. 

J.Y. Wang et al. в 2018 г. описали появление 
нового циркулирующего рекомбинантного штам-
ма ВИЧ-1 CRF65 в Цзилине (Китай). Вирус CRF65 
отличался от всех известных подтипов и созда-
вал отдельную ветвь на филогенетическом дере-
ве [10]. Также в Китае в 2017 г. описано появление 
еще двух новых рекомбинантных штаммов ВИЧ — 
CRF87_cpx и CRF88_BC [11].

Французскими учеными из Национально-
го центра исследований ВИЧ-инфекции в 2018 г. 
описана более тяжелая клиническая картина те-
чения ВИЧ-инфекции у пациентов, инфициро-
ванных рекомбинантными штаммами [12].

S. Ogawa et al. сообщают о рекомбинантном 
штамме ВИЧ-1 CRF01_AE (gag p17), сходным с 
CRF69_01B. Данный штамм характеризуется вы-
сокой лекарственной устойчивостью, в особен-
ности к ингибиторам обратной транскриптазы и 
протеазы ВИЧ [13].

В исследовании Я.С. Ульяновой и соавт., по-
священном острой ВИЧ-инфекции на террито-
рии Новосибирской области, установлено, что у 
пациентов, инфицированных новым рекомби-
нантным штаммом ВИЧ-1 CRF63_02А, заболе-
вание протекает с большей длительностью ли-
хорадки и генерализованным поражением лим-
фатических узлов по сравнению с субтипом А 
ВИЧ-1 [14].

Мутации в генетической структуре ВИЧ сви-
детельствуют о высокой вариабельности вируса 
и способности к быстрому формированию рези-
стентности к лекарственным препаратам, что тре-
бует их детального изучения и разработки новых 
методов лечения ВИЧ-инфекции.

Патогенез ВИЧ-инфекции. Прогресси-
рование ВИЧ-инфекции от стадии инкубации до 

HIV-2 viruses differ in the organization of the ge-
nome, but the basic structure (i.e. presence of three 
structural genes, Gag, Pol and Env) is identical to 
all viruses [9]. 

Nowadays, the fi ndings in various mutations 
in HIV genetic structure leading to increased vir-
ulence, faster progression of the disease and inef-
fi ciency of antiretroviral therapy are appearing in 
the world with increasing frequency. 

In 2018, J.Y. Wang et al. described the emer-
gence of a new HIV-1 circulating recombinant HIV-1 
CRF65 strain in Jilin (China). CRF65 virus differed 
from the all known subtypes and has created a 
separate branch on the phylogenetic tree [10]. Also 
in China in 2017, the emergence of two more new 
recombinant HIV strains, CRF87_cpx and CRF88_
BC was described [11].

In 2018, the French scientists from the French 
National Reference Centre for HIV described more 
severe clinical course of HIV infection in patients 
with recombinant strains [12].

S. Ogawa et al. reported a recombinant strain of 
HIV-1 CRF01_AE (gag p17), similar to CRF69_01B. 
This strain is characterized by high drug resistance, 
in particular to inhibitors of reverse transcriptase 
and HIV protease [13].

The research of Ya.S. Ul’yanova et al. devoted 
to an acute HIV infection in the Novosibirsk Region 
established, that in patients infected with the new 
recombinant strain of HIV-1 CRF63_02A, the dis-
ease proceeds with the longer duration of fever and 
generalized damage of lymph nodes compared with 
HIV-1 subtype A [14].

Mutations in genetic structure of HIV show 
high variability of virus and ability to rapid devel-
opment of drug resistance, which requires their 
detailed study and development of new methods of 
treating HIV infection.

Pathogenesis of HIV infection. The HIV 
infection progression from incubation period to 
profound immunodefi ciency is a consequence of the 
pathogenesis and immune response of the patient’s 
body to a virus. 

HIV cannot survive outside bloodstream or 
lymphatic system. Besides, the virus is easily inac-
tivated with common detergents and disinfectants. 
HIV transmission strongly depends on biological 
properties of virus isolate, its concentration in the 
infected liquid of the body and, fi nally, the suscep-
tibility of the host [15].

In case of contamination as a result of het-
erosexual intercourse being the most common 
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глубокого иммунодефицита является следствием 
патогенеза ВИЧ-инфекции  и иммунного ответа 
организма пациента на вирус. 

ВИЧ не способен выжить вне кровотока или 
лимфатической системы. Кроме того, вирус легко 
инактивируется при воздействии обычных мою-
щих и дезинфицирующих средств. Передача ВИЧ 
сильно зависит от биологических свойств изоля-
та вируса, его концентрации в инфицированной 
жидкости организма и, наконец, восприимчиво-
сти хозяина [15].

В случае инфицирования в результате гете-
росексуального полового акта, который является 
наиболее распространенным путем передачи ин-
фекции во всем мире, слизистая оболочка шей-
ки матки является первой инфицируемой тканью 
[16]. Здесь дендритные клетки и CD4+ лимфоци-
ты могут быть инфицированы через рецепторза-
висимые механизмы и позволяют вирусу распро-
страняться в регионарные лимфатические узлы, 
а затем в кровоток. Репликация вируса в лимфа-
тической ткани инфицированных слизистых обо-
лочек и регионарных лимфатических узлов про-
исходит уже на ранних стадиях инфекции [17]. 
В частности, вирусные частицы могут быть обна-
ружены в дендритных клетках, макрофагах и ак-
тивированных CD4+ Т-клетках, которые являют-
ся основными мишенями инфекции. Инфици-
рованные клетки могут подвергаться лизису или 
служить постоянными «резервуарами» вируса, 
формируя так называемые депо вируса [18, 19]. 
C. Wallet et al. в своем исследовании обнаружи-
ли ВИЧ в микроглиальных клетках и макрофагах 
центральной нервной системы у умершего паци-
ента, который длительно получал антиретрови-
русную терапию и имел неопределяемый уровень 
вирусной нагрузки (РНК ВИЧ) [20]. Это представ-
ляет собой большое препятствие для полной эли-
минации вируса из организма, поскольку позво-
ляет ВИЧ постоянно персистировать в организме 
человека, даже несмотря на высокоэффективную 
антиретровирусную терапию.

Через 10–12 дней после заражения РНК виру-
са обнаруживается в крови методом полимераз-
ной цепной реакции [21, 22]. Показатель виремии 
РНК ВИЧ быстро повышается до пикового уровня 
более 100 млн копий, что примерно соответствует 
фазе сероконверсии антител [23, 24]. 

Высокий уровень виремии, как правило, но-
сит временный характер, поскольку в резуль-
тате иммунного ответа генерируются вирус-
нейтрализующие антитела, которые подавляют 
репликацию вируса. В течение последующих не-
дель уровень вирусной нагрузки снижается на не-

route of HIV transmission worldwide, the cervical 
mucous membrane is the first to be infected [16]. 
Here, dendritic cells and CD4+ lymphocytes can 
be infected via receptor-dependent mechanisms 
and allow a virus to invade into regional lymph 
nodes, and then into bloodstream. Virus replica-
tion in the lymphatic tissue of the infected mucous 
membranes and regional lymph nodes already oc-
curs at the early stages of the infection [17]. In par-
ticular, viral particles can be detected in dendritic 
cells, macrophages and activated CD4+ T-cells 
which are the main targets of infection. The infect-
ed cells can undergo lysis or serve as permanent 
reservoirs of the virus, forming the so-called virus 
depots [18, 19]. C. Wallet et al. in their study have 
found HIV in microglial cells and macrophages of 
the central nervous system in a deceased patient 
who had been receiving long-term antiretroviral 
therapy and had an undetectable viral load (HIV 
RNA) [20]. This is a big obstacle for the full elimi-
nation of the virus from the human body as it en-
ables HIV to persist in the organism constantly, 
even despite the highly effective antiretroviral 
therapy.

In 10–12 days after contamination, the viral 
RNA is detected in the blood by polymerase chain 
reaction method [21, 22]. The indicator of HIV vire-
mia quickly rises to a peak level of more than 100 
million copies, which approximately corresponds to 
the stage of antibody seroconversion [23, 24]. 

As a result of the immune response, the high-
level viremia is temporary as a rule, due to the for-
mation of neutralizing antibodies which suppress 
virus replication. Within the next weeks, the lev-
el of viral load decreases by several digits until it 
reaches a lower steady-state level or falls below the 
detection threshold [25]. 

Several factors related to the innate and ac-
quired antiviral immunity can infl uence virus repli-
cation and an establishment of “stabilization” phase 
of viral load. However, the role of the virus-specifi c 
cell-mediated immune response, in particular, the 
specifi c cytotoxic activity of CD8+ T-cells, seems to 
be key in the initial control of virus replication at 
this stage of the infection, before the appearance of 
virus-neutralizing antibodies [26, 27]. In some pa-
tients, in the presence of congenital immunopathol-
ogy or hematologic diseases, the viral load stabili-
zation phase is absent, and HIV infection proceeds 
without the formation of specifi c antibodies. So, 
A.M. Spivak et al. describe several cases of sero-
negative HIV infection lasting for several years in 
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сколько порядков, пока не достигнет более низко-
го устойчивого уровня или не упадет ниже уровня 
обнаружения [25]. 

Несколько факторов, связанных с врожден-
ным и приобретенным противовирусным им-
мунитетом, могут влиять на репликацию виру-
са и установление фазы «стабилизации» вирус-
ной нагрузки. Однако роль вируспецифическо-
го клеточно-опосредованного иммунного ответа, 
в частности специфической цитотоксической ак-
тивности CD8+ Т-клеток, по-видимому, являет-
ся ключевой в первоначальном контроле репро-
дукции вируса на этой стадии инфекции, до появ-
ления вирус-нейтрализующих антител [26, 27]. У 
некоторых пациентов, при наличии врожденной 
иммунопатологии или гематологических заболе-
ваний, фаза «стабилизации» вирусной нагрузки 
отсутствует, а ВИЧ-инфекция протекает без обра-
зования специфических антител. Так, А.М. Spivak 
et al. описывают несколько случаев течения серо-
негативной ВИЧ-инфекции на протяжении не-
скольких лет у пациентов с миеломной болезнью, 
хроническим лимфолейкозом, миелодиспласти-
ческим синдромом [28].

Фаза острой ВИЧ-инфекции протекает от не-
скольких дней до нескольких недель после зара-
жения ВИЧ у большинства инфицированных лю-
дей. Основными симптомами являются: высокая 
лихорадка, макулопапулезная сыпь, стоматит, 
лимфаденопатия, артралгия, фарингит, недомо-
гание, потеря веса и миалгия [14, 29].

По результатам многочисленных исследо-
ваний установлено, что прогрессирование ВИЧ-
инфекции до стадии СПИДа значительно бы-
стрее наступает у пациентов с тяжелым течением 
острой ВИЧ-инфекции [30, 31]. Клинические про-
явления острой ВИЧ-инфекции в среднем длят-
ся от 7 до 18 дней и редко превышают 21 день. Во 
время острой ВИЧ-инфекции количество CD4+ 
Т-клеток резко снижается, что связано с высо-
ким уровнем виремии до начала противовирусно-
го иммунного ответа [14, 29, 32]. После выработ-
ки специфических вирус-нейтрализующих анти-
тел уровень вирусной нагрузки снижается и пул 
CD4+ Т-клеток восстанавливается. Восстановле-
ние пула CD4+ лимфоцитов происходит до уров-
ня ниже, чем до инфицирования ВИЧ, что связа-
но с персистенцией вируса. Кроме того, вирус ин-
дуцирует дисфункцию CD4+ Т-клеток и других 
клеток иммунной системы [33, 34].

Через несколько недель после развития 
острой стадии ВИЧ-инфекции большинство ин-
фицированных вступают в латентную стадию, 
особенностями которой являются отсутствие кли-

patients with myeloma, chronic lymphoid leukosis, 
myelodysplastic syndrome [28].

The phase of acute HIV infection proceeds 
from several days to several weeks after HIV con-
tamination in most infected persons. The main 
symptoms are: high fever, maculopapular rash, sto-
matitis, lymphadenopathy, arthralgia, pharyngitis, 
malaise, weight loss and myalgia [14, 29]. 

According to the results of numerous studies, 
the progression of HIV infection to the AIDS stage 
is much faster in patients with a severe course of 
acute HIV infection [30, 31]. On average, clinical 
manifestations of acute HIV infection last from 
7 to 18 days and rarely exceed 21 days. During 
acute HIV infection, the number of CD4+ T-cells 
decreases abruptly, being associated with a high 
level of viremia before the onset of the antiviral 
immune response [14, 29, 32]. After the produc-
tion of specific virus-neutralizing antibodies, the 
level of viral load decreases and the CD4 + T-cell 
pool is restored. The restoration of the CD4+ lym-
phocyte pool occurs to a level lower than before 
HIV infection, which is associated with the virus 
persistence. Besides, the virus induces dysfunc-
tion of CD4 + T-cells and other cells of the immune 
system [33, 34].

A few weeks after the development of the acute 
stage of HIV infection, most of those infected en-
ter the latency stage, featuring in the absence of 
clinical manifestations and low viral load. This is 
explained by the antiviral action from both innate 
and adaptive immune responses [35]. In particu-
lar, antibodies bind to HIV antigens specifi cally, 
causing neutralization of the virus [36] or promot-
ing elimination of the infected cells by a mecha-
nism known as antibody-dependent cell cytotoxity 
(ADCC) mediated by T-lymphocytes and natural 
killer cells [34, 37]. Besides, HIV-specifi c T-cells 
recognize viral antigens on the surface of the in-
fected cells and contribute to their elimination by 
the antigen-specifi c cytotoxic mechanisms [38, 39]. 
During the whole asymptomatic stage, HIV is con-
tinuously replicating, counteracting antiviral im-
munity and promoting a state of systemic chronic 
infl ammation.

There are several reasons for antiviral immu-
nity to be unable to ensure complete HIV elimi-
nation. Among them, the most significant is the 
persistence of the integrated virus in lymphoid de-
pots. The low expression of viral antigens and the 
high frequency of mutations in the virus genome 
contribute to the formation of immune tolerance. 



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru 97

doi: 10.31549/2542-1174-2021-1-92-104

Kapustin D.V. et al. / Journal of Siberian Medical Sciences 1 (2021) 92–104

нических проявлений и низкий уровень вирус-
ной нагрузки. Это обусловлено противовирус-
ным действием, оказываемым как врожденными, 
так и адаптивными иммунными реакциями [35]. 
В частности, антитела специфически связываются 
с антигенами ВИЧ, вызывая нейтрализацию ви-
руса [36] или способствуя элиминации инфициро-
ванных клеток с помощью механизма, известно-
го как антителозависимая клеточная цитотоксич-
ность (ADCC — antibody-dependent cell cytotoxity), 
опосредованная Т-лимфоцитами и естественны-
ми киллерными клетками [34, 37]. Кроме того, 
ВИЧ-специфические Т-лимфоциты распознают 
вирусные антигены на поверхности инфициро-
ванных клеток и способствуют их элиминации ан-
тигенспецифическими цитотоксическими меха-
низмами [38, 39]. Всю бессимптомную фазу ВИЧ 
непрерывно размножается, противодействуя про-
тивовирусному иммунитету и вызывая состояние 
хронического системного воспаления.

Существует несколько причин, по которым 
противовирусный иммунитет не способен обеспе-
чить полную элиминацию ВИЧ. Среди них наи-
более значимой является персистенция интегри-
рованного вируса в лимфоидных «депо». Низкая 
экспрессия вирусных антигенов и высокая частота 
мутаций в геноме вируса способствуют формиро-
ванию иммунологической «толерантности». Та-
ким образом, репликация вируса продолжается в 
лимфоидном «депо», с эпизодами транзиторных 
пиков виремии (вирусной нагрузки), поддержи-
вая тем самым системное хроническое воспале-
ние, истощая резервы иммунной системы [18, 20].

У некоторых ВИЧ-инфицированных паци-
ентов уровень вирусной нагрузки остается нео-
пределяемым без применения антиретровирус-
ной терапии в течение многих лет, что свидетель-
ствует об эффективном иммунном ответе [40, 41]. 
В исследовании N.Y. Gebara et al. описано не-
сколько пациентов с неопределяемым уровнем 
вирусной нагрузки в течение 5 и более лет после 
инфицирования ВИЧ [42].

В латентной стадии ВИЧ-инфекции уровень 
CD4+ лимфоцитов постепенно снижается и раз-
вивается их дисфункция [35]. Прогрессирова-
ние заболевания характеризуется разрушением 
структуры лимфоидной ткани, что является след-
ствием репликации вируса и хронической акти-
вации клеток иммунной системы. Это приводит 
к увеличению проникновения вируса в окружаю-
щие CD4+ Т-клетки и благоприятствует дальней-
шему распространению ВИЧ. Эта стадия ВИЧ-
инфекции ассоциируется с обширной репродук-
цией вируса в слизистой оболочке кишечника и 

Thus, the virus continues to replicate in the lym-
phoid depot with episodes of transient peaks of 
viremia (viral load), maintaining chronic systemic 
inflammation, exhausting the immune system 
[18, 20].

In some HIV-infected patients, the level of vi-
ral load remains undetectable without antiretrovi-
ral therapy for many years, indicating the effective 
immune response [40, 41]. In the study of N.Y. Ge-
bara et al., several patients with undetectable level 
of viral load within 5 years or more after contami-
nation with HIV are described [42].

At the latent stage of HIV infection, the level 
of CD4+ lymphocytes gradually decreases and their 
dysfunction develops [35]. The disease progression 
is characterized by an impairment of lymphoid tis-
sue structure, being the consequence of viral rep-
lication and chronic activation of immune system 
cells. This results in increased penetration of the 
virus into surrounding CD4+ T-cells and promotes 
the further HIV propagation. This HIV stage is as-
sociated with extensive virus reproduction in the 
intestinal mucosa and submucosa, as well as in 
draining lymph nodes with local depletion of the 
CD4+ T-cell pool [43, 44].

Further progression of the disease depends on 
the ability of the infected human body to restrain 
viral replication and restore the pool of CD4+ lym-
phocytes. With a progressive increasing in viral 
load, further immune system destruction occurs, 
and the number of CD4+ T-cells continues to de-
cline to less than 200 cells and lower. A critical re-
duction of CD4+ lymphocytes leads to the develop-
ment of opportunistic infections: bacterial, viral, 
fungal and parasitic, as well as contributes to the 
emergence of tumor and its progression, indicat-
ing to a serious immune system disorder [45, 46]. 
The most widespread AIDS-defi ning opportunis-
tic infections are caused by Pneumocystis carinii, 
Candida albicans, cytomegalovirus, herpes zoster 
or enteropathic parasites (Criptosporidium and 
Giardia, Isospora belli spp.), and can be character-
ized by the development of severe forms against the 
pronounced immunodefi ciency, and lead to serious 
life-threatening complications [46].

The stage of secondary diseases is usually 
characterized by diffuse edema of lymph nodes, 
pronounced weight loss, fever and respiratory and 
gastrointestinal symptoms. Progressive encepha-
lopathy caused by HIV or other opportunistic in-
fections is also associated with an increased risk 
of mortality. Neoplastic diseases such as Kaposi’s 
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подслизистой оболочке, а также в дренирующих 
лимфатических узлах с локальным истощением 
пула CD4+ Т-клеток [43, 44].

Дальнейшее прогрессирование заболевания 
зависит от способности инфицированного орга-
низма сдерживать репликацию вируса и восста-
навливать пул CD4+ лимфоцитов. При прогрес-
сирующем нарастании вирусной нагрузки про-
исходит дальнейшее разрушение иммунной си-
стемы, и количество CD4+ Т-клеток продолжа-
ет снижаться до уровня менее 200 клеток и ниже. 
Критическое снижение уровня CD4+ лимфоци-
тов приводит к развитию оппортунистических 
инфекций: бактериальных, вирусных, грибко-
вых и паразитарных, а также способствует воз-
никновению и прогрессированию опухолевых за-
болеваний, что свидетельствует о серьезном на-
рушении в функционировании иммунной систе-
мы [45, 46]. Наиболее распространенные оппор-
тунистические инфекции, определяющие ста-
дию СПИДа, вызываются Pneumocystis carinii, 
Candida albicans, цитомегаловирусом, опоясы-
вающим герпесом или энтеропатическими пара-
зитами (виды Criptosporidium и Giardia, Isospora 
belli), которые могут характеризоваться развити-
ем тяжелых форм на фоне глубокого иммуноде-
фицита и приводить к серьезным жизнеугрожаю-
щим осложнениям [46].

Стадия вторичных заболеваний обычно ха-
рактеризуется диффузным отеком лимфатиче-
ских узлов, выраженным снижением массы тела, 
лихорадкой и респираторными и желудочно-
кишечными симптомами. Прогрессирующая эн-
цефалопатия, вызванная ВИЧ или другими оп-
портунистическими инфекциями, также связана 
с повышенным риском смертности. Неопласти-
ческие заболевания, такие как саркома Капоши и 
лимфомы, чаще всего возникают вследствие глу-
бокого иммунодефицита [47].

Резистентность ВИЧ к лекарствен-
ным препаратам. С помощью современных 
антиретровирусных препаратов, направленных 
на ингибирование различных ферментов виру-
са, удается быстро подавить репликацию ВИЧ 
и улучшить состояние пациентов, но сложная 
структурная организация вируса позволяет ему 
быстро адаптироваться к действию лекарствен-
ных препаратов. В последние десять лет отме-
чается рост устойчивости ВИЧ к химиопрепара-
там. 

Передача  устойчивых к лекарственным пре-
паратам штаммов ВИЧ-1  пациентам, ранее не по-
лучавшим антиретровирусную терапию, приво-
дит к неэффективности первой линии терапии и 

sarcoma and lymphomas develop most often due to 
advanced immunodefi ciency [47].

HIV drug resistance. With the help of mod-
ern antiretroviral drugs aimed at inhibiting various 
viral enzymes it is possible to quickly suppress HIV 
replication and improve the condition of patients, 
but the complex structural organization of the vi-
rus allows it to adapt to the effects of drugs quickly. 
HIV resistance to chemotherapy has increased over 
the past decade.

Transmission of drug-resistant strains of HIV-1 
in patients naïve to the antiretroviral drugs leads to 
ineffectiveness of the fi rst-line therapy and the dis-
ease progression [48, 49]. According to the WHO, in 
the countries of Western Europe and the USA, the lev-
el of primary resistance makes 12–23% (the USA — 
19–23%, France and the UK — 14%, the Nether-
lands — 13%, Spain — 12%) [50].

According to the Federal Scientifi c and Meth-
odological Center for the Prevention and Control of 
AIDS, in the Russian Federation in 2019, the preva-
lence of HIV-1 drug resistance in patients naïve to 
the antiretroviral drugs in the Far East Federal 
District was 7.6%, in  the Siberian — 7.0%,  in the 
Ural — 1.7%, in the North-West — 3.9%, in the Cen-
tral — 5.7%, in the Volga — 2.8%, in the South — 
5.1%. Among the most common mutations resistant 
to drugs from the class of protease inhibitors are 
M46I/L, I58V; to nucleoside reverse transcriptase 
inhibitors — M184V/I, M41L; to non-nucleoside 
reverse transcriptase inhibitors — K103N, G190S, 
K103S [51].

Since 2009, in the world there has been an in-
crease in detection of multidrug resistant strains 
[52, 53], which are characterized by the lack of 
complete virological response to almost all modern 
antiretroviral drugs.

Features of immunopathology and cel-
lular metabolism in HIV infection. Cells of 
the immune system exist in two functional states: 
dormancy and activation. Their metabolism is 
closely related to their activation, and therefore to 
their functions. Recognition of an antigen induces 
activation and proliferation of T-lymphocytes and 
leads to changes in cellular metabolism. For ex-
ample, HIV-induced changes in metabolism of im-
mune cells contribute to immune activation, main-
tenance of chronic systemic infl ammation, and 
depletion of the CD4+ lymphocyte pool. The study 
of C.S. Palmer et al. described pathological changes 
of metabolism in immune cells in  HIV infection, 
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прогрессированию заболевания [48, 49]. По дан-
ным ВОЗ в странах Западной Европы и США уро-
вень первичной резистентности составляет 12–
23 % (США  — 19–23 %, Франция и Великобрита-
ния — 14 %, Нидерланды — 13 %, Испания — 12 %) 
[50].

По данным Федерального научно-методичес-
кого центра по профилактике и борьбе со СПИД 
в Российской Федерации в 2019 г. распространен-
ность лекарственной устойчивости ВИЧ-1 у паци-
ентов без опыта приема антиретровирусных пре-
паратов в Дальневосточном федеральном округе 
составила 7.6 %, в Сибирском — 7.0 %, Уральском — 
1.7 %, Северо-Западном — 3.9 %, Центральном — 
5.7 %, Приволжском — 2.8 %, Южном — 5.1 %. 
Среди наиболее часто встречающихся мутаций, 
устойчивых к препаратам из класса ингибиторов 
протеазы — M46I/L, I58V; к нуклеозидным ин-
гибиторам обратной транскриптазы — M184V/I, 
M41L; к ненуклеозидным ингибиторам обратной 
транскриптазы — K103N, G190S, K103S [51].

С 2009 г. в мире отмечается рост выявле-
ния штаммов с множественной лекарственной 
устойчивостью [52, 53], которые характеризуют-
ся отсутствием полного вирусологического отве-
та практически на все современные антиретрови-
русные препараты.

Особенности иммунопатологии и 
клеточного метаболизма при ВИЧ-ин-
фекции. Клетки иммунной системы пребывают 
в двух функциональных состояниях: покоя и ак-
тивации. Их метаболизм тесно связан с их актива-
цией, а следовательно — функциями. Распознава-
ние антигена индуцирует активацию и пролифе-
рацию Т-лимфоцитов и приводит к изменениям 
в клеточном метаболизме. Например, вызванные 
ВИЧ изменения в метаболизме иммунных клеток 
способствуют активации иммунитета, поддерж-
ке хронического системного воспаления и исто-
щению пула CD4+ лимфоцитов. В исследовании 
C.S. Palmer et al. описаны патологические измене-
ния метаболизма в клетках иммунной системы на 
фоне ВИЧ-инфекции, которые приводят к их дис-
функции с последующим формированием глубо-
кого иммунодефицита [17].

Патогенез ВИЧ-инфекции тесно связан с по-
вышенным уровнем IL-7 в плазме крови [54]. В 
большинстве случаев ВИЧ инфицирует активи-
рованные, а не находящиеся в состоянии покоя 
CD4+ лимфоциты, что указывает на важную роль 
изменения клеточного метаболизма в патогенезе 
ВИЧ-инфекции [55]. В 2012 г. S. Loisel-Meyer et al. 
первыми установили роль транспортера глюко-
зы Glut1 в регуляции проникновения ВИЧ в CD+ 

which lead to their dysfunction and subsequent se-
vere immunodefi ciency [17].

The pathogenesis of HIV infection is closely re-
lated to the increased levels of IL-7 in human blood 
plasma [54]. In most cases, HIV infects activated 
rather than resting CD4+ lymphocytes, which in-
dicates an important role of changes in cellular 
metabolism in the pathogenesis of HIV infection 
[55]. In 2012, S. Loisel-Meyer et al. were the fi rst to 
establish the role of Glut1-mediated glucose trans-
port in the regulation of HIV penetration into CD+ 
cells and thymocytes [56]. Subsequently, Glut1 was 
revealed to be an important metabolic marker of 
the activation of HIV+ effector CD4+ lymphocytes 
and monocytes, the level of which was increased in 
HIV patients [17]. T-cell function is closely related 
to the cellular metabolism [57]. Immune cells use 
two main pathways of energy production: glycolysis 
and oxidative phosphorylation. Metabolic transi-
tion from the resting state to the activation is medi-
ated, in particular, by an increase in Glut1 expres-
sion [17].

High glucose metabolic activity correlates with 
depletion of the CD4+ lymphocyte pool, and in-
creased glycolytic activity is associated with T-cell 
activation in HIV-infected individuals, as the study 
of J.A. Hollenbaugh et al. has confi rmed [58]. It has 
been experimentally found that inhibition of gly-
colysis reduces the viral load [56].

Glut1 is the main transporter of glucose to 
macrophages. As a result of HIV infection, macro-
phages are transformed. These macrophages are 
characterized by increased Glut1 expression and 
glycolytic metabolism contributing to the high pro-
duction of proinfl ammatory mediators, including 
IL-6, TNF, IL-1 [59].

Further study of the pathogenesis of HIV-in-
fection, in particular immunometabolism of cells, 
is important for the development of new etiotropic 
therapy methods. Despite the fact that the current 
antiretroviral therapy signifi cantly reduces the 
level of viral load and slows down the progressive 
decreasing of the CD4+ lymphocyte pool, the per-
manent activation of T-cells and the maintenance 
of chronic infl ammation contributes to the further 
exhaustion of the immune system. Thus, the devel-
opment of drugs that block T-cell hyperactivation 
(in particular, associated with Glut1) is a promising 
research method.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru100

doi: 10.31549/2542-1174-2021-1-92-104

Капустин Д.В. и др. / Journal of Siberian Medical Sciences 1 (2021) 92–104

клетки и тимоциты [56]. Впоследствии показано, 
что Glut1 является важным метаболическим мар-
кером активации ВИЧ+ «эффекторных» CD4+ 
лимфоцитов и моноцитов, уровень которого по-
вышен у ВИЧ-инфицированных пациентов [17]. 
Функция Т-клеток тесно связана с клеточным ме-
таболизмом [57]. Иммунные клетки использу-
ют два основных пути выработки энергии: глико-
лиз и окислительное фосфорилирование. Мета-
болический переход из «спокойного» состояния в 
фазу активации опосредован, в частности, увели-
чением экспрессии Glut1 [17].

Высокая метаболическая активность глюко-
зы коррелирует с истощением пула CD4+ лим-
фоцитов, а повышенная гликолитическая ак-
тивность связана с активацией Т-клеток у ВИЧ-
инфицированных, что подтверждено в исследо-
вании J.A. Hollenbaugh et al. [58]. Эксперимен-
тально установлено, что ингибирование гликоли-
за снижает вирусную нагрузку [56].

Glut1 является основным переносчи-
ком глюкозы в макрофаги. В результате ВИЧ-
инфицирования происходит трансформация ма-
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ния и других системах цитирования. Аннотация, 
ключевые слова, информация об авторах и назва-
ние учреждений должны быть также предостав-
лены на английском языке.

5. Таблицы помещаются в текст статьи. Та-
блицы должны быть пронумерованы последо-
вательно в соответствии с порядком, в котором 
они упоминаются в тексте (например, табл. 1, 
табл. 2 и т. д.).

6. Рисунки вставляются в текст статьи, а так-
же предоставляются в виде отдельных пронуме-
рованных файлов формата .jpg или .gif с разре-
шением не менее 300 dpi. Рисунки должны быть 
контрастными и четкими, буквы, цифры и сим-
волы на них должны быть различимы. Рисунка-
ми считаются графики, рентгенограммы, фото-
графии или любые другие графические объек-
ты. Фотографии людей не должны быть узнавае-
мыми, либо к ним должно быть приложено пись-
менное разрешение на их публикацию. Рисунки 
должны быть пронумерованы последовательно 
в соответствии с порядком, в котором они впер-
вые упоминаются в тексте — рис. 1, рис. 2 и т. д. 
Подписи размещаются в тексте под рисунками. 
В подписях к микрофотографиям указывается 
степень увеличения и способ окраски. 

7. В тексте статьи используются следующие за-
головки: введение, цель исследования, материа-
лы и методы, результаты и обсуждение, заключе-
ние, список литературы. 

8. Используются только стандартные обще-
принятые сокращения (аббревиатуры). Не при-
меняются сокращения в названии статьи. Пол-
ный термин, вместо которого вводится сокраще-
ние, должен предшествовать первому использо-
ванию этого сокращения в тексте.

9. Обязательно наличие списка литературы. 
Библиографические ссылки в тексте статьи дают-
ся арабскими цифрами в квадратных скобках, в 
полном соответствии с нумерацией списка лите-
ратуры.  Ссылки в тексте статьи должны даваться 
последовательно по возрастанию: [1]…[2]…[3]… и 
т. д. Развернутое описание источника в списке ли-
тероатуры предоставляются по ГОСТ 7.0.5-2008. 
Список литературы должен содержать публи-
кации за последние 5 лет. В списке литературы 
все информационные источники перечисляются 
в порядке их цитирования. 

10. Редакция JSMS берет на себя присвоение 
каждой публикуемой статье номера УДК и осу-
ществление полного перевода статьи на англий-
ский язык. 

11. Статьи, не соответствующие указанным ре-
дакцией требованиям, к опубликованию не при-
нимаются.

ПОРЯДОК  РЕЦЕНЗИРОВАНИЯ 
РУКОПИСЕЙ ,  ПРИНИМАЕМЫХ  ДЛЯ 
ПУБЛИКАЦИИ

1. Рукописи статей, поступивших в редакцию, 
направляются для рецензирования членам ре-
дакционного совета с целью их экспертной оцен-
ки на предмет соответствия требованиям JSMS 
и Высшей аттестационной комиссии при Мини-
стерстве образования и науки РФ.

Рецензенты уведомляются о том, что в целях 
обеспечения авторских и других неимуществен-
ных прав присланные рукописи не подлежат раз-
глашению, копированию, распространению. Ре-
цензирование проводится анонимно.

При отказе в направлении на рецензирование 
представленной автором рукописи редакция на-
правляет автору мотивированный ответ в элек-
тронном виде. 

Редакция журнала по письменному запросу 
направляет авторам рецензии на поступившие 
материалы в электронном виде. Авторы обязаны 
учесть замечания рецензентов и внести в статью 
соответствующие исправления или предоставить 
мотивированный ответ о несогласии с замечани-
ями рецензента. 

Редакционная коллегия принимает решение 
о возможности публикации статьи или отклоня-
ет её по результатам рецензирования.

Рецензии хранятся в редакции журнала в те-
чение 5 лет с момента публикации.

2. Редакцией не допускаются к публикации: 
— статьи, тематика которых не соответствует 

научному направлению журнала; 
— статьи, авторы которых отказываются 

от технической доработки статей;
— статьи, авторы которых не внесли конструк-

тивные замечания рецензента в текст статьи 
и не предоставили мотивированный ответ о несо-
гласии с замечаниями рецензента. 

В случае отклонения статьи редакция направ-
ляет автору мотивированный отказ. Редакция 
JSMS не хранит рукописи, не принятые к печати. 
Рукописи, принятые к публикации, не возвраща-
ются.
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