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Перспективные методы  
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фильтры Sartorius

Капранова М.А., OOO "Сарториус РУС", marina.kapranova@sartorius.com

Выделение респираторных вирусов из воздуха – один из наиболее важных и в то же время слож-
ных вопросов санитарной микробиологии. Вместе с тем определение вирусной загрязненности 
закрытых помещений, в первую очередь больничных палат, необходимо для санитарно-вирусоло-
гического контроля воздушной среды, так как наличие патогенных микроорганизмов представля-
ет эпидемическую опасность распространения инфекций дыхательных путей. Актуальность этой 
проблемы стала особенно очевидной в последние несколько месяцев на фоне разыгравшейся во 
всем мире вспышки коронавирусной инфекции. Одними из первых стран, осознавших необходи-
мость микробиологических исследований воздуха, стали Китай и Япония. В 2014 году ученые Япо-
нии провели ряд исследований по обнаружению и контролю распространения вируса гриппа А, 
и результатом этих исследований стал обязательный мониторинг воздуха в общественных местах, 
в  аэропортах, больницах [1]. Законодательная база Российской Федерации не регламентирует 
контроль содержания вирусов и вирусных частиц в воздухе ни в общественных местах, ни в специ-
ализированных комнатах для работы с микроорганизмами, ни в производственных помещениях. 

Главная сложность внедрения в  практику мониторинга воздуха на  вирусы заключается 
в  нахождении способа отбора пробы, при котором сохраняется жизнеспособность вирусов 
и вирусных частиц, с учетом низкой концентрации инфекционного агента. 

Наиболее часто для  активного отбора проб воздуха 
применяют две группы методов, использующие различные 
физические принципы. Работа импинджеров и импакторов 
основана на  импакции, т.е. инерционном ударе, в  резуль-
тате которого взвешенные в  воздухе частицы осаждаются 
на  поверхности собирающего устройства внутри при-
бора, как правило, содержащего питательную среду. Дру-
гая группа методов основана на  фильтрации воздуха. Воз-
можности данного метода при работе с  бактериальными 
аэрозолями значительно выросли с  момента изобретения 
водорастворимых желатиновых фильтров. Сегодня такие 
фильтры в  промышленных масштабах выпускает компа-
ния Sartorius Stedim Biotech, расположенная в  городе Гет-
тингене в Германии. Благодаря запатентованному способу 
изготовления желатиновых фильтров с  использованием 
осмозащитных веществ количество собираемых на них жиз-
неспособных микроорганизмов удваивается по сравнению 
с  желатиновыми фильтрами без добавок [2]. Кроме того, 
такие фильтры демонстрируют высокую степень механи-
ческой стабильности, что позволяет увеличивать проходя-
щий через них воздушный поток как минимум в два раза и 
сокращать время отбора пробы. После отбора пробы жела-
тиновые мембранные фильтры, содержащие микроорга-
низмы, либо инкубируют в питательной среде, либо хранят 

в  стерильном растворе, таком как пептонный бульон или 
изотонический солевой раствор.  При инкубации в  пита-
тельной среде желатиновый фильтр растворяется, и  орга-
низмы растут непосредственно на агаре.

Обзор доступных на  2019  год методов отбора проб 
и  обнаружения вирусов в  окружающем воздухе приведен 
в работе [3].

Несмотря на то что эффективность желатиновых филь-
тров для  исследования бактерий была продемонстри-
рована в  ряде исследовательских работ [4–6], данные 
об их применении для  вирусов оставались весьма скуд-
ными и ограничивались лишь несколькими работами [7–9]. 

До  недавних пор фильтры ограниченно применялись 
при обнаружении и отборе вирусов из аэрозолей, поскольку 
использование фильтров считалось эффективным только 
в случае стабильных и резистентных вирусов, если вообще 
было возможным.

Чтобы последовательно разобраться с  предлагаемым 
методом мониторинга, в  статье представлены исследова-
ния, проведенные в 1991 году Хельмутом Яшхофом (Helmut 
Jaschhof), одним из авторов патента на желатиновые филь-
тры компании Sartorius [10]. 

Работа проводилась с  использованием эксперимен-
тально полученных аэрозолей колифагов T1 и  T3, а  также 
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вирусов гриппа (штамм A|PR|8 | 34 (H1N1)), и  убедительно 
продемонстрировала, что применение желатиновых филь-
тров типа 12602 производства Sartorius Stedim Biotech обе-
спечивает стабильную эффективность отбора указанных 
вирусных частиц даже при высоких скоростях входящего 
потока (до 1,6 м/с) и длительном времени отбора (до 15 мин).

Успешное испытание эффективности данного метода 
на практике в условиях сезонного пика острых респиратор-
ных заболеваний (ОРЗ) в  начале 1990  г. (3–5-я неделя) ока-
залось возможным благодаря высокой механической ста-
бильности желатинового фильтра и  устойчивости вируса 
гриппа. Исследование основывалось на  результатах испы-
таний с  использованием экспериментально полученных 
аэрозолей вирусов и бактериофагов.

Пробы воздуха отбирали на протяжении 3 дней в поме-
щении приемного покоя детской поликлиники г. Грайфс-
вальда. Далее водорастворимые фильтры с  отобранным 
материалом помещали в среду для культивирования виру-
сов. Параллельно проводились эксперименты по  культи-
вированию вирусных частиц из  назального секрета паци-
ентов детского возраста, поступивших в  приемный покой 
с недавно выявленными ОРЗ.

Экспериментальная часть 
Материалы и  методы. Исследованное помещение: прием-
ный покой детской поликлиники г. Грайфсвальда (объем 
помещения приблизительно 120 м3), который на протяжении 
2  часов посетили не более 57 детей в  сопровождении роди-
телей. Температура: +25 °C, относительная влажность 60 %.

Материалы исследования. Назальный секрет пациен-
тов детского возраста с  недавно выявленными ОРЗ. Жела-
тиновый фильтр производства Sartorius Stedim Biotech (тип 
12602-050). Фильтрование воздуха производилось в течение 
3 дней с пропусканием 1,8 м3 воздуха через каждый желати-
новый фильтр каждые 15  минут при скорости потока воз-
духа 120 л/мин.

После отбора пробы фильтр упаковывали в  полиэти-
леновый пакет с 5 мл изотонического буферного раствора 
для  культивации клеток (pH 7,4), содержащего 0,5% дрож-
жевой экстракт (Difco), пенициллин G (400 ЕД/мл) и  стреп-
томицин (400 мкг/мл). Все образцы выдерживались в тече-
ние 4 часов (для промежуточного хранения использовалась 
холодильная камера).

Вирусологические анализы  
Назальный секрет. К  пробам добавили раствор Хенкса 
(по 3 мл на каждую пробу) и центрифугировали в течение 
30 мин на скорости 3000 об./мин с добавлением 10 мкл рас-
твора антибиотика на 1 мл супернатанта, после чего прово-
дили инкубацию в течение 1 ч при комнатной температуре. 
Амниотическую жидкость куриных яиц, подвергавшихся 

инкубации на протяжении 10 дней, высевали вместе с дан-
ными пробами и инкубировали в течение 3 дней при темпе-
ратуре +33 °С. Были приготовлены 3 пересеянных культуры 
для  слепого исследования; вирусы выявляли с  помощью 
реакции торможения гемагглютинации (РТГА).

Пробы воздуха. Материал фильтров растворяли с добав-
лением буфера при нагревании на водяной бане в течение 
5 мин и при температуре +37 °С. Как описывалось выше, рас-
твор антибиотика добавляли к суспензии, которую исполь-
зовали для  инокуляции инкубированных куриных яиц. 
Затем в среде культивировали клетки человеческого амни-
она линии FL и клетки асцитной карциномы. Для обнаруже-
ния вирусов использовали стандартные методы: РТГА, тест 
на  наличие цитопатического действия (ЦПД) и  реакцию 
на торможение гемадсорбции (РТГад).

Вирус гриппа, полученный из  назальных выделений, 
типировали и  идентифицировали путем перекрестного 
титрования, используя реакцию пассивной гемагглюти-
нации с  иммунными сыворотками крови кролика, содер-
жащими антитела к  вирусу гриппа A|Greifswald|1 | 89 (H1N1) 
и  A|Greifswald|1 | 90 (H3N2) и  антигены вируса гриппа 
A|Sichuan|2 | 87 (H3N2) и  вируса гриппа A|Greifswald|2 | 88 
(H3N2).

Вирусные РНК и паттерны белков вирусов определяли 
методом электрофореза в полиакриламидном геле.

Обсуждение результатов
В  день исследования из  находившихся в  помещении 
детей в  возрасте от  8  лет 75% имели респираторные 
инфекции, острые катаральные симптомы: кашель, чиха-
ние, насморк проявлялись не более чем у  40% паци-
ентов. Из  отобранных экспериментальных материалов 
были выделены три типа вирусов из  назального секрета 

Рис.1. Сканирующая электронная микрофотография вируса 
гриппа A|PR|8|34 (H0N1), выделенного из культуры эмбриона 
куриного яйца (время культивирования — 11 дней). Вирусные 
частицы выделяли методом центрифугирования в гради-
енте плотности сахарозы  
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и  вирус гриппа А  из пробы воздуха. Данные вирусы 
были успешно культивированы в среде инкубированных 
куриных яиц с  эмбрионами во время третьего пассажа 
с целью пересева (вирус гриппа A|Greifswald|2 | 90 [H3N2]) 
(рис.1).

Анализ методом РТГА показал, что антигены выде-
ленных вирусов и  антигены вариантов A|Greifswald|2 | 88 
и  A|Sichuan|2 | 87 были в  целом аналогичными и  не отли-

чались от  штамма, культивированного из  носовых выде-
лений пациента, который находился в  помещении во 
время отбора проб воздуха с  помощью фильтров (вирус 
гриппа A|Greifswald|1 | 90 [H3N2]).

Скорости миграции белков выделенных вирусов (HA, 
NP, NS и M) и все полосы вирусных РНК, полученные мето-
дом электрофореза в  полиакриламидном геле, имели 
высокую степень соответствия (рис.2). Попытки выделе-
ния других вирусов из  проб воздуха с  помощью клеточ-
ных культур оказались неудачными.

Взятие проб во время преэпидемической фазы рас-
пространения ОРЗ подтверждает эффективность метода 
сбора с  помощью фильтров для  обнаружения аэрозоль-
ных частиц вируса гриппа.

Обнаружение вируса гриппа А  в воздухе приемного 
покоя детской поликлиники в  период незначительного 
увеличения сезонной заболеваемости ОРЗ в  регионе 
хорошо согласуется с  данными по  исследованию экспе-
риментально созданных статических аэрозолей коли-
фагов и  вируса гриппа А  [11] и  подтверждает практиче-
скую пригодность желатиновых фильтров для  отбора 
из воздуха частиц респираторных вирусов.

* * * *
Учитывая относительное сокращение трудозатрат 

при использовании несложного метода фильтрования, 
применение желатиновых мембранных фильтров служит 
перспективным средством для  анализа возникновения, 
стабильности и  распространения инфекционных вирус-
ных аэрозолей, например, в области генной инженерии. 
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Рис.2. Разделение РНК вируса гриппа A|Greifswald|1|90 
(H3N2), выделенного из проб пациентов, и вируса гриппа 
A|Greifswald|2|90, собранного и выделенного из воздуха, 
методом электрофореза в полиакриламидном геле  
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