
Сап и ме ли о и доз — осо бо опас ные ин фек ци -
он ные за бо ле ва ния, вы зы ва е мые па то ген ны ми
бур к холь де ри я ми B. mallei и B. pseudomallei. При -
род ные оча ги за ре гис т ри ро ва ны в Юго- Вос точ -
ной Азии и на се ве ре Ав с тра лии [1—3]. За ра же -
ние лю дей в оча гах про ис хо дит ча ще все го аэро -
ген ным или кон так т ным пу тем от ин фи ци ро ван -
ных жи вот ных. Рас п рос т ра не ние са па и ме ли о и до -
за на дру гих тер ри то ри ях воз мож но за счет за во за
боль ных жи вот ных, в час т нос ти, ло ша дей и ак ва -

ри ум ных рыб, а так же кон та ми ни ро ван ных пи ще -
вых про дук тов, поч вы и во ды. Пос коль ку воз бу ди -
тель са па пос то ян но цир ку ли ру ет в ря де соп ре -
дель ных стран (Мон го лия, Тур ция, Иран и др.), ве -
ро ят ность рас п рос т ра не ния этой ин фек ции на тер -
ри то рию Рос сии су щес т ву ет [4, 5]. От сут с т вие вак -
цин про тив са па и ме ли о и до за и вы со кая кон та ги -
оз ность воз бу ди те лей поз во ля ет от нес ти их к по -
тен ци аль ным аген там би о тер ро риз ма (ПАБ)
[6—8]. Уг ро за при ме не ния воз бу ди те лей са па и

85

Биотехнология, 2015, № 1, С. 85–92

Мет ро ло гия, стан дар ти за ция, кон т роль

УДК 616.9:579.61

Г.Н. ФЕ ДЮ КИ НА*, С.С. ВЕТ ЧИ НИН*, Е.В. БА РА НО ВА, С.Ю. РУД НИЦ КИЙ, П.В. СО ЛОВЬ ЕВ, 
Н.В. КО ЛО СО ВА, С.Ф. БИ КЕ ТОВ

ФБУН «Го су дар с т вен ный на уч ный центр прик лад ной мик ро би о ло гии и би о тех но ло гии» Рос пот реб над зо ра, 
п. Обо ленск, Мос ков с кая об ласть, 142279 

e-mail: galafed@mail.ru, 
            vetchinin@obolensk.com

По лу че ние ком по не н тов им му н ох ро м а тог  р а фи чес ко го  тес т а 
для  вы яв  ле ния воз  бу ди те  лей сапа и  ме ли  о и до з а

По лу че ны гиб ри до мы, про ду ци ру ю щие мо нок ло наль ные ан ти те ла к ли по по ли са ха -
ри ду Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei. По доб ра ны оп ти маль ные ус ло -
вия для конъ ю га ции ан ти тел с на но час ти ца ми кол ло ид но го зо ло та раз ме ром 20 нм.
Им му но- дот -а на лиз по ка зал на ли чие ре ак ции по лу чен ных конъ ю га тов с ли по по ли -
са ха ри да ми кле ток воз бу ди те лей сапа и ме ли о и до за и от сут с т вие пе рек рес т ной ре -
ак ции с клет ка ми трех штам мов грам по ло жи тель ных и пяти штам мов гра мот ри ца -
тель ных бак те рий. По ка за на воз мож ность ис поль зо ва ния по лу чен ных зо ло то конъ ю -
га тов в им му нох ро ма тог ра фи чес ких тес тах для вы яв ле ния и иден ти фи ка ции воз бу -
ди те лей сапа и ме ли о и до за. 

Клю че вые сло ва: им му нох ро ма тог ра фия, кол ло ид ное зо ло то, конъ ю гат, ме ли о и доз, мо нок ло наль ные ан ти те ла, сап.

                                 
Фе дю ки на Га ли на Ни ко ла ев на, Вет чи нин Сер гей Сер ге е вич, Ба ра но ва Ев ге ния Вла ди ми ров на, Руд ниц кий Ста нис лав Юли а но -
вич, Со ло вь ев Па вел Вла ди ми ро вич, Ко ло со ва На та лья Вя чес ла вов на, Би ке тов Сер гей Фе до ро вич.

Спи сок  со кра ще ний: БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; ДМСО — ди ме тил су ль фок сид; ИФА — им му но фер мен т ный ана -
лиз; ИХ — им му нох ро ма тог ра фия, КЗ — кол ло ид ное зо ло то; ЛПС — ли по по ли са ха рид; мо но АТ — мо но кло на ль ные ан ти те ла;
МФА — ме тод флу о рес ци ру ю щих ан ти тел; НЦМ — ни тро цел лю лоз ная мем б ра на; ОП — оп ти че ская плот ность; ПАБ — по -
тен ци а ль ные аген ты био тер ро риз ма; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; ПЭГ — по ли эти лен г ли коль; РНГА — ре ак ция не -
пря мой ге маг глю ти на ции; ТИФА — твер до фаз ный ИФА; ФБР — фос фат но-со ле вой бу фер ный рас твор; ФБР-Т — ФБР, со дер -
жа щий 0,05% твина-20.

* Ав торы для пе ре пи с ки.



ме ли о и до за в ка чес т ве ПАБ тре бу ет раз ра бот ки ус -
ко рен ных ме то дов их иден ти фи ка ции.

Ла бо ра тор ная ди аг нос ти ка сапа и ме ли о и до -
за в на шей стра не рег ла мен ти ро ва на нор ма тив ны -
ми до ку мен та ми Рос пот реб над зо ра [9, 10] и вклю -
ча ет ком п лекс ме то дов ис с ле до ва ния за ра жен но го 
ма те ри а ла. 

Для мо ни то рин га воз бу ди те лей сапа и ме ли -
о и до за соз дан ре фе рен с - центр на базе ФКУЗ Вол -
гог рад с ко го на уч но -ис с ле до ва тель с ко го про ти во чум -
но го ин с ти ту та Рос пот реб над зо ра,  за ни ма ю щий ся
изу че ни ем би о ло ги чес ких, мо ле ку ляр но- ге не ти -
чес ких и би о хи ми чес ких свойств B. pseudo mallei
и B. mallei, а так же раз ра бот кой сов ре мен ных под -
хо дов к ди аг нос ти ке сапа и ме ли о и до за [5]. Соз -
дан ные в Вол гог рад с ком НИП ЧИ им му но фер мен -
т ные тес т - сис те мы  поз во ля ют об на ру жить ан ти ге -
ны воз бу ди те лей сапа и ме ли о и до за в бак те ри аль -
ных  взве сях, об раз цах сред куль ти ви ро ва ния 
псев до мо над, эк с тра цел лю ляр ных ан ти ген ных сме -
сях, про бах тка не вых  жид кос тей и сус пен зи ях ор -
га нов тес т - жи вот ных [11]. 

Су щес т ву ют раз лич ные ме то ды об на ру же -
ния воз бу ди те лей са па и ме ли о и до за: бак те ри о ло ги -
чес кие, би о хи ми чес кие, мо ле ку ляр но- ге не ти чес кие
и се ро ло ги чес кие [12]. Для эк с прес с - ди аг нос ти ки
са па и ме ли о и до за ис поль зу ют ме тод флу о рес ци ру -
ю щих ан ти тел (МФА), ре ак цию неп ря мой ге маг г -
лю ти на ции (РНГА), твер до фаз ный им му но фер мен -
т ный ана лиз (ТИ ФА), ре ак цию двой ной им му но -
диф фу зии, им му ноб ло тинг [5].  Пер с пек тив ным яв -
ля ет ся при ме не ние ме то да по ли ме раз ной цеп ной
ре ак ции (ПЦР) в со че та нии с ТИ ФА на ос но ве мо -
нок ло наль ных ан ти тел (мо но АТ) [5]. Ме тод ПЦР
ши ро ко при ме ня ет ся для де тек ции и меж ви до вой
диф фе рен ци а ции B. mallei и B. pseudomallei
[13—15]. Для быс т рой ди аг нос ти ки па то ген ных
бур к холь де рий так же ис поль зу ют га зо вую, га зо -
жид кос т ную хро ма тог ра фию и мас с - с пек т ро мет -
ри чес кий ме тод [16]. Од на ко от сут с т вие мас с - с пек -
т ро мет ри чес кой ба зы дан ных эн де мич ных для
кон к рет но го ре ги о на бур к хол де рий при во дит к
оши боч ной иден ти фи ка ции [12]. Пе ре чис лен ные
вы ше ме то ды спе ци фич ны и вы со ко чув с т ви тель -
ны, од на ко тре бу ют или боль шо го вре ме ни для
ана ли за, или на ли чия до ро гос то я ще го обо ру до ва -
ния. Кро ме то го, при ис поль зо ва нии мо ле ку ляр -
но- ге не ти чес ких ме то дов воз мож ны ошиб ки из - за 
воз ник но ве ния слу чай ных му та ций у мик ро ор га -
низ мов [5, 17].

В нас то я щее вре мя для им му но де тек ции ви -
ру сов и бак те рий все ши ре ис поль зу ют им му нох -
ро ма тог ра фи чес кий ме тод [18—22], ко то рый не
тре бу ет до ро гос то я ще го обо ру до ва ния и вы со ко -

к ва ли фи ци ро ван но го пер со на ла и обес пе чи ва ет
ко рот кое вре мя ана ли за.

Впер вые о соз да нии ком мер чес кой им му но -
х ро ма тог ра фи чес кой тес т - сис те мы для се ро ди аг -
нос ти ки ме ли о и до за (вы яв ле ния ан ти тел к воз бу -
ди те лю) со об щи ла ком па ния PanBio (Windsor,
Queen sland, Ав с тра лия) [23, 24]. Од на ко в ли те ра -
ту ре (как в Рос сии, так и за ру бе жом) от сут с т ву ют
дан ные о ком мер чес ких тес т - сис те мах для об на ру -
же ния са мих воз бу ди те лей са па и ме ли о и до за. 

В свя зи с тем, что для об на ру же ния воз бу ди -
те лей осо бо опас ных ин фек ций тре бу ет ся целый
ком п лек с ди аг нос ти чес ких ме то дов, раз ра бот ка
ди аг нос ти чес ких пре па ра тов на ос но ве ис поль зо -
ва ния им му нох ро ма тог ра фии с их ука зан ны ми вы -
ше пре и му щес т ва ми поз во лит до пол нить спектр
ис поль зу е мых в нас то я щее вре мя в Рос сии тес т -
 сис тем. 

Целью нас то я щей ра бо ты бы ло по лу че ние
мо но АТ к ЛПС B. pseudomallei и B. mallei и соз да -
ние на их ос но ве би о конъ ю га тов с кол ло ид ным зо -
ло том, при год ных для ис поль зо ва ния в ИХ - тес т -
 сис те ме.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ре ак ти вы и ма те ри а лы. ЛПС, по лу чен -
ные ме то дом фе ноль ной эк с трак ции [25] из кле -
ток воз бу ди те лей сапа Burkholderia mallei шт. С-5
(ЛПС С-5) и ме ли о и до за Burkholderia pseudo -
mallei шт. С-141 (ЛПС С-141), были лю без но пре -
дос тав ле ны Го су дар с т вен ной кол лек ци ей па то ген -
ных мик ро ор га низ мов и кле точ ных куль тур
(ГКПМ-О бо ленск) ГНЦ ПМБ. В ра бо те ис поль зо -
ва ли зо ло тох ло рис то во до род ную кис ло ту, цит рат
нат рия ди гид рат, кар бо нат ка лия, кар бо нат нат -
рия, твин-20, (гид рок си ме тил)-а ми но ме тан (трис),
пол ный и не пол ный адъ ю ван ты Фрей н да, ан тик ро -
личьи им му ног ло бу ли ны, конъ ю ги ро ван ные с пе -
рок си да зой хре на, прис тан, ди ме тил суль фок сид
(ДМСО), азид нат рия, пи та тель ную сре ду RPMI
1640, эм б ри о наль ную сы во рот ку те лен ка, ами ноп -
те рин, L-глютамин, ги пок сан тин, ти ми дин, ин ди ка -
тор ные бу маж ные по лос ки с ин тер ва лом рН
4,5—10,0 (Sigma, США), по ли э ти лен г ли коль 4000 
(ПЭГ) (Merck, Гер ма ния), БСА (ICN, Bio medicals,
Ве ли коб ри та ния), би кар бо нат нат рия (Amresco,
США), са ха ро зу (ROTH, Гер ма ния), обез жи рен -
ное су хое мо ло ко (Bio Rad, США), гид ро о кись нат -
рия, ли мон ную кис ло ту, суль фат ам мо ния (Heli -
con, Рос сия), белок- G- се фарозу (ООО "ИМ ТЭК",
Рос сия), со ля ную кис ло ту ("Хим Мед", Рос сия),
нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну (Schlei cher & Schuell,
Гер ма ния), се фа декс G-25, хро ма тог ра фи чес кие
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ко лон ки CL-4B и PD-10 (Pharmacia LKB, Шве -
ция), сте риль ные 12-луночные план ше ты (Costar,
США) и план ше ты для ИФА Nunc maxisorb (Nunc, 
Да ния). 

Все соли были ана ли ти чес кой или хи ми чес -
кой чис то ты. Рас т во ры го то ви ли на де и о ни зо ван -
ной воде, очи щен ной на ус та нов ке MilliQ (Milli -
pore, США).

Им му ни за ция мы шей. Мы шей ли нии
BALB/с (пи том ник ла бо ра тор ных жи вот ных «Ан д -
ре ев ка», сам ки 6—8-недельного воз рас та мас сой
16—18 г) им му ни зи ро ва ли под кож но 100 мкг
ЛПС С-5 и ЛПС С-141 (две груп пы мы шей) с пол -
ным адъ ю ван том Фрей н да в со от но ше нии 1:1, а
че рез 28 дней под кож но вво ди ли по 100 мкг ЛПС с 
не пол ным адъ ю ван том. Че рез 28 дней сле до ва ли
три внут ри вен ные инъ ек ции по 20 мкг ЛПС (с де -
ся тид нев ны ми про ме жут ка ми). Для гиб ри ди за -
ции ис поль зо ва ли спле но ци ты мы шей с тит ром
сы во рот ки в ИФА не ме нее 1:10 000.

Гиб ри ди за ция. Для по лу че ния гиб ри дом
про во ди ли два не за ви си мых сли я ния ми е лом ных
кле ток ли нии SP2/0 Ag14 со спле но ци та ми мы шей,
им му ни зи ро ван ных ЛПС С-5, и ли нии РЗ-Х63
Ag8.653 со спле но ци та ми мы шей, им му ни зи ро -
ван ных ЛПС С-141. Сли я ние про во ди ли в при сут с -
т вии 50 % ПЭГ (мас са/об) и 5 % ДМСО (об/об),
рН 8,0 [26]. Се лек цию гиб рид ных кле ток осу щес т -
в ля ли на сре де RPMI 1640, со дер жа щей 20 %
(об/об) эм б ри о наль ной сы во рот ки те лен ка, 1 мМ
L-глютамин, 1 мМ ги пок сан тин, 0,1 мМ ти ми дин
и 0,3 мкМ ами ноп те рин. Для скри нин га гиб рид -
ных кле ток, про ду ци ру ю щих мо но АТ, ис поль зо ва -
ли твер до фаз ный ИФА [27]. Гиб ри до мы мо но АТ
кло ни ро ва ли ме то дом пре дель ных раз ве де ний. 

По лу че ние мо но АТ. Для по лу че ния пре па -
ра тив ных ко ли честв мо но АТ мы шам ли нии
BALB/с (сам ки 22—24-недельного воз рас та мас -
сой 20—22 г) вво ди ли внут риб рю шин но по 0,5 мл 
прис та на и че рез две не де ли — 107 гиб рид ных кле -
ток. Сфор ми ро вав шу ю ся у мы шей ас цит ную жид -
кость от би ра ли, цен т ри фу ги ро ва ли при 10 000 об/мин
(ро тор F 34-6-38, цен т ри фу га 5810R, Eppendorf) в
те че ние 30 мин, раз во ди ли 0,1 М фос фат но- со ле -
вым бу фе ром (ФБР), рН 8,6, в со от но ше нии 1:4 и
на но си ли на ко лон ку бе лок G-сефарозы при ско -
рос ти 0,5 мл/мин. Про мы ва ли ко лон ку бу фе ром
для на не се ния со ско рос тью 1,4 мл/мин и за тем
элю и ро ва ли мо но АТ 0,1 М цит рат ным бу фе ром,
рН 3,0. Рас т вор ан ти тел ней т ра ли зо ва ли 10 М
NaOH, осаж да ли суль фа том ам мо ния (50 % на сы -
ще ния) при 4° в те че ние ночи и цен т ри фу ги ро ва -
ли при 10 000 об/мин в те че ние 30 мин. Оса док рас -
т во ря ли в ФБР и пе ре во ди ли в не об хо ди мый бу -

фер с по мощью хро ма тог ра фии на ко лон ке се фа -
дек са G-25. Кон цен т ра цию бел ка в пре па ра те оп ре -
де ля ли спек т ро фо то мет ри чес ки (спек т ро фо то метр 
SmartSpec Plus, BioRad) при дли не вол ны 280 нм
по фор му ле: 

C(мг/мл) = N · 0,77 · ОП280, 
где N — раз ве де ние об раз ца мо но АТ, ОП280 — оп -
ти чес кая плот ность при 280 нм. 

Ан ти те ла ана ли зи ро ва ли с ис поль зо ва ни ем
элек т ро фо ре за в по ли ак ри ла мид ном геле по ме то -
ду Laemmli в ре ду ци ру ю щих ус ло ви ях [28]. Спе -
ци фи чес кую ак тив ность мо но АТ оп ре де ля ли по
стан дар т ным ме то ди кам с по мощью твер до фаз но -
го ИФА [27]. В ра бо те ис поль зо ва ли ан ти те ла с
тит ром в ИФА с ЛПС воз бу ди те лей сапа и ме ли о и -
до за не ме нее 1:10000. Оп ре де ле ние ин дек са ад ди -
тив нос ти мо но АТ про во ди ли по [29].

Син тез кол ло ид но го зо ло та (КЗ). Кол ло ид -
ное зо ло то по лу ча ли вос с та нов ле ни ем 0,01%-но -
го рас т во ра зо ло тох ло рис то во до род ной кис ло ты
1%-ным рас т во ром цит ра та нат рия [30]. Что бы по -
лу чить час ти цы кол ло ид но го зо ло та раз ме ром око -
ло 20 нм, к 50 мл рас т во ра зо ло тох ло рис то во до род -
ной кис ло ты до бав ля ли 1,5 мл рас т во ра цит ра та
нат рия при ки пе нии и мяг ком пе ре ме ши ва нии. Че -
рез 20 мин по лу ча ли золь крас но го цве та с ОП
0,97±0,03 ( = 519 нм) и рН 5,5.

Оп ре де ле ние оп ти маль но го зна че ния pH
конъ ю га ции. По лу ча ли зо ло то- со дер жа щие золи
с раз ным зна че ни ем рН (7,0, 7,5, 8,0 и 8,5), ис поль -
зуя све жеп ри го тов лен ный 0,2 М рас т вор K2CO3.
Из ме ре ние рН про во ди ли с по мощью по ло сок ин -
ди ка тор ной бу ма ги. Не об хо ди мое ко ли чес т во рас -
т во ра мо но АТ сме ши ва ли с КЗ, че рез 20 мин ре -
гис т ри ро ва ли спек т ры пог ло ще ния сме сей на
спек т ро мет ре Lambda 25 (Perkin Elmer, США).

Оп ре де ле ние “зо ло то го чис ла”. Оп ти маль -
ную кон цен т ра цию мо но АТ оп ре де ля ли по ме то ди -
ке, опи сан ной в [31]. Для это го го то ви ли раз ве де -
ния мо но АТ в воде (по 0,2 мл) от 0 до 150 мкг/мл,
до бав ля ли по 2 мл КЗ и пе ре ме ши ва ли при ком нат -
ной тем пе ра ту ре. Че рез 10 мин в каж дую смесь
вно си ли по 0,2 мл све жеп ри го тов лен но го 10%-но -
го рас т во ра NaCl и про дол жа ли пе ре ме ши ва ние
еще 10 мин. Из ме ря ли ОП рас т во ров при дли не
вол ны 580 нм и стро и ли гра фик кон цен т ра ци он -
ной за ви си мос ти. 

По лу че ние конъ ю га тов мо но АТ с КЗ.
Конъ ю га цию ан ти тел с час ти ца ми КЗ про во ди ли
по ме то ди ке [31]. Не пос ред с т вен но пе ред ис поль -
зо ва ни ем ан ти те ла ди а ли зо ва ли про тив 0,005 M
кар бо нат но го бу фе ра, рН 8,2. Ве ли чи ну рН кол ло -
ид но го рас т во ра до во ди ли до не об хо ди мо го зна че -
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ния с по мощью све жеп ри го тов лен но го 0,2 М рас т -
во ра K2CO3. 10 мл КЗ до бав ля ли к 0,008 мл мо но -
АТ 3D3 с кон цен т ра ци ей 7,4 мг/мл или к 0,029 мл
мо но АТ 2D11 с кон цен т ра ци ей 3,4 мг/мл. Смесь
мяг ко пе ре ме ши ва ли в те че ние 30 мин при ком нат -
ной тем пе ра ту ре, за тем до бав ля ли 0,5 мл 10 %-но -
го рас т во ра БСА и про дол жа ли ин ку би ро вать еще
30 мин. Пос ле цен т ри фу ги ро ва ния при 18100 g в
те че ние 30 мин и двук рат но го про мы ва ния в 0,01
М ФБР, рН 7,4, со дер жа щем 0,3% БСА, оса док ре -
сус пен ди ро ва ли в 1,5 мл бу фе ра, со дер жа ще го
0,02 M трис, рН 8,2, 1 % са ха ро зы, 1 % БСА, 0,02 %
твина-20 и 0,01 % ази да нат рия. Зна че ния ОП по -
лу чен ных конъ ю га тов сос тав ля ли 4,6 для мо но АТ
3D3 и 5,3 для мо но АТ 2D11 ( = 520 нм).

Пря мой им му но дот -а на лиз. Фун к ци о наль -
ную ак тив ность и спе ци фич ность конъ ю га тов мо но -
АТ-КЗ оп ре де ля ли ме то дом пря мо го им му но дот -а на -
ли за. В центр НЦМ на но си ли по 2 мкл ан ти ге на
ЛПС С-5 или С-141 в кон цен т ра ции 0,3 мг/мл, а по 
пе ри мет ру — сус пен зию кле ток Yersinia ente ro coli -
tica (№ 665, ГКПМ, Обо ленск), Yersinia pseudo -
tuberculosis (№ 1061, ГКПМ, Обо ленск), Pseudo -
monas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC
13311), Staphylococcus epidermis (ATCC 14990),
Bacillus subtilis (ATCC 6633), или Bacillus cereus
(ATCC 9634) (из кол лек ции куль тур ФБУН ГНЦ
ПМБ) в кон цен т ра ции 109 кл/мл. Мем б ра ны су ши -
ли на воз ду хе, ин ку би ро ва ли в 5 %-ном рас т во ре
мо ло ка в те че ние 1 ч при тем пе ра ту ре 37°, триж ды 
про мы ва ли в ФБР с 0,05 % твина-20 (ФБР-Т) и ин -
ку би ро ва ли 20 мин в рас т во ре би о конъ ю га та с ОП 
2,0. Пос ле от мыв ки филь т ров в ФБР-Т по лу чен -
ный ре зуль тат ре гис т ри ро ва ли ви зу аль но.

Сэн д вич дот -а на лиз. По 4 мкл мо но АТ
3D3 или 2D11 с кон цен т ра ци ей 2 мг/мл на но си ли
на нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну. Мем б ра ну ин ку -
би ро ва ли в 5%-ном мо ло ке, от мы ва ли дваж ды в
ФБР-Т, пог ру жа ли в рас т во ры ЛПС С-5 или С-141
с кон цен т ра ци ей 10 мкг/мл на 40 мин при 37, от -
мы ва ли 4 раза ФБР-Т и ин ку би ро ва ли с каж дым
конъ ю га том в те че ние 20 мин с пос ле ду ю щей от -
мыв кой ФБР-Т и во дой.

Им му нох ро ма тог ра фи чес кий тест. На по -
лос ки НЦМ ши ри ной 5 мм на но си ли по 10 мкл мо -
но АТ 3D3 и 2D11 с кон цен т ра ци ей 2 мг/мл в ка чес -
т ве тес то вой зоны. Об раз цы стек ло во ло кон но го
филь т ра PTR-5 про из вод с т ва MDI (Ин дия) раз ме -
ром 5  5 мм про пи ты ва ли рас т во ра ми конъ ю га -
тов с ОП 2 (по 10 мкл на 1 конъ ю гат ную «по ду шеч -
ку») и по ме ща ли под стрип в на ча ле по лос ки. На
по лос ку на но си ли 100 мкл ФБР, со дер жа ще го
ЛПС С-5 B. mallei в кон цен т ра ции 30 мкг/мл. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По лу че ние мо но АТ

В ре зуль та те се лек ции, кло ни ро ва ния и рек -
ло ни ро ва ния по зи тив ных гиб ри дов было вы де ле -
но 6 гиб ри дом, про ду ци ру ю щих мо но АТ к ЛПС
мик ро ор га низ мов, вы зы ва ю щих сап и ме ли о и доз.
Для по лу че ния конь ю га тов ан ти тел с кол ло ид ным 
зо ло том были отоб ра ны 2 мо но АТ — 2D11 (IgG1)
и 3D3 (IgG1) — по ка зав ших на и боль ший ин декс
ад ди тив нос ти с ЛПС сапа и ме ли о и до за, рав ный
65 % (дру гие ком би на ции пар мо но АТ всех по лу -
чен ных гиб ри дом име ли ин декс ад ди тив нос ти ме -
нее 30%). 

По лу чен ные мо но АТ спе ци фи чес ки вза и мо -
дей с т во ва ли с ЛПС С-5 и С-141 при про ве де нии
твер до фаз ного ИФА и им му ноб ло тинга. Мо но АТ
не име ли пе рек рес т ной ре ак ции в ИФА с клет ка -
ми гра мот ри ца тель ных бак те рий (Burkholderia
thailandensis 251, B. cepacia 17759, B. cepacia
BTX, B. cepacia ATCC 17769, E. coli АТСС 25922,
Yersinia enterocolitica 665, Y. pseudotuberculosis
1061, Salmonella typhi murium ATCC 13311, Bru -
cella abortus 19ВА, Bru cella melitensis 16M, Fran -
cisella tularensis 15/10) и псев до мо над (Pseudo -
monas aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa
170003, P. fluorescens 34, P. pu tida 37, P. stutzeri
АТСС 17591). 

Про цесс по лу че ния конъ ю га тов мо но АТ-КЗ

Ме тод по лу че ния КЗ, ис поль зо ван ный в дан -
ной ра бо те, от но сит ся к на и бо лее рас п рос т ра нен -
ным кон ден са ци он ным ме то дам, ос но ван ным на
вос с та нов ле нии га ло ге ни дов зо ло та (в дан ном слу -
чае, зо ло тох ло рис то во до род ной кис ло ты) хи ми че -
с ки ми вос с та но ви те ля ми [32]. В ка чес т ве вос с та но -
ви те ля ис поль зо ва ли цит рат нат рия, впер вые при -
ме нен ный для этих це лей в 1951 г. [33] и ис поль зо -
ван ный в пи о нер с кой ра бо те [34] для син те за зо ло -
тых на но час тиц сред не го раз ме ра (по ряд ка 20 нм).

Для соз да ния фун к ци о наль но го им му но зо -
ло то го конъ ю га та были оп ти ми зи ро ва ны ус ло вия
конъ ю га ции мо но АТ с КЗ. Пос коль ку бел ки име -
ют по ли ам фо лит ную при ро ду, они об ла да ют
рН-за ви си мым ста би ли зи ру ю щим дей с т ви ем [35].
Конъ ю га цию про во ди ли при раз ных зна че ни ях
рН (7,0, 7,5, 8,0 и 8,5). Спек т ры пог ло ще ния рас т -
во ров конъ ю га тов пред с тав ле ны на рис. 1.

Для по лу че ния обо их ви дов ме че ных ан ти -
тел в ка чес т ве оп ти маль но го был выб ран pH 7,5
(для ис с ле до ван ных ан ти тел pI = 6,8 — 7,4).
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За тем были оп ре де ле ны ми ни маль ные ко -
ли чес т ва мо но АТ в сос та ве конъ ю га тов, дос та -
точ ные для пре дот в ра ще ния ко а гу ля ции зо ло то -
го золя при до бав ле нии к нему кон цен т ри ро ван -
но го рас т во ра NaCl [35] («зо ло тое чис ло»). Из бы -
ток бел ка мо жет выз вать кон ку рен т ную ад сор б -
цию сво бод ных мо ле кул бел ка, ос тав ших ся в рас -
т во ре, и при во дить к от ры ву уже конъ ю ги ро ван -
ных мо ле кул [36]. Для оп ре де ле ния зо ло то го чис -
ла оди на ко вое ко ли чес т во КЗ конъ ю ги ро ва ли с
мо но АТ в воз рас та ю щей кон цен т ра ции при пос -
то ян ной тем пе ра ту ре и ана ли зи ро ва ли ОП каж до -
го рас т во ра при дли не вол ны 580 нм [31]. По лу -
чен ные кон цен т ра ци он ные за ви си мос ти пред с тав -
ле ны на рис. 2.

При уве ли че нии ион ной силы (пос ле до бав -
ле ния NaCl) крас ный рас т вор ста но вил ся бес ц вет -
ным, что сви де тель с т во ва ло об аг ре га ции на но час -
тиц зо ло та. При дос та точ ном ко ли чес т ве бел ка
кол ло ид ос та вал ся ста биль ным, что вид но по сни же -

нию и вы хо ду на пос то ян ное зна че ние пог ло ще ния
при дли не вол ны 580 нм (см. рис. 2). Кон цен т ра -
ция, при ко то рой кри вая для би о конъ ю га та мо но АТ
3D3 вы хо дит на пла то, со от вет с т ву ет 5,0 мкг/мл, а
для мо но АТ 2D11 — 9 мкг/мл. С уче том 10 %-но го 
от к ло не ния [31] оп ти маль ные зна че ния кон цен т -
ра ций мо но АТ сос та ви ли 5,5 и 9,9 мкг на 1 мл
золя, со от вет с т вен но.

Им му но дот -а на лиз. На рис. 3 пред с тав ле -
ны ре зуль та ты вза и мо дей с т вия по лу чен ных конъ -
ю га тов с ЛПС С-5 и ЛПС С-141 и клеток грам по ло -
жи тель ных (Bacillus subtilis ATCC 6633, Ba cillus
cereus ATCC 9634, Staphylococcus epider mis ATCC 
14990) и гра мот ри ца тель ных (Yersi nia ente roco -
litica  665, Pseudomonas aerugino sa ATCC 9027,
Yersinia pseudotuberculosis 1061, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311)
бак те рий.

Об раз цы НЦМ I и II ин ку би ро ва ли в конъ ю га -
те 3D3-КЗ, об раз цы III и IV — в конъ ю га те 2D11-КЗ. 
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Рис. 1. Спек т ры пог ло ще ния конъ ю га тов мо но АТ 3D3-КЗ (а) и 2D11-КЗ (б) с КЗ при зна че нии рН 7,0—8,5. Вер х ние
кри вые от ра жа ют спектр гид ро зо ля зо ло та, а че ты ре ниж ние — конъ ю га тов, по лу чен ных при раз ных pH

Рис. 2. Изо тер мы конъ ю га ции мо но АТ 3D3 (а) и 2D11 (б) с час ти ца ми КЗ



Пят на в цен т ре НЦМ сви де тель с т ву ют о ре ак ции
вза и мо дей с т вия зо ло тых конъ ю га тов с ЛПС сапа и
ЛПС ме ли о и до за. Свя зы ва ние конъ ю га тов с кон т -
роль ны ми мик ро ор га низ ма ми от сут с т во ва ло.

Ре зуль та ты дот -а на ли за сви де тель с т ву ют о
том, что по лу ченные конъ ю гаты не диф фе рен ци -
ру ют ЛПС штам ма С-5 воз бу ди те ля сапа от ЛПС
штам ма С-141 воз бу ди те ля ме ли о и до за.

В свя зи с тем, что зо ло то- со дер жа щие конъ -
ю га ты пред по ла га ет ся ис поль зо вать для соз да ния
ИХ - тес та с целью од нов ре мен ной де тек ции сапа
и ме ли о и до за, не об хо ди мо было оп ре де лить оп ти -
маль ные пары ан ти тел в ана ли ти чес кой зоне и в
конъ ю га те. Для это го ис поль зо ва ли сэн д вич - дот -а на -
лиз в со че та нии с ИХ - тес том. Ре зуль та ты сэн д вич
дот -а на ли за пред с тав ле ны на рис. 4. 

Из рис. 4 вид но, что на и бо лее ин тен сив ную
ок рас ку в точ ке вза и мо дей с т вия наб лю да ли при на -
не се нии на НЦМ мо но АТ 3D3 и ис поль зо ва нии для
об на ру же ния ЛПС штам мов С-5 и С-141 конъ ю га та
с мо но АТ 2D11 (пят но 1 в об раз цах НЦМ II и IV). 

В свя зи с тем, что оба зо ло то- со дер жа щих
конъ ю га та бо лее эф фек тив но вы яв ля ют ЛПС С-5
в сэн д вич - дот -а на ли зе (см. рис. 4), для под бо ра
пары мо но АТ - конъ ю гат для ИХ - тес та ис поль зо ва ли 
имен но этот ЛПС. Ре зуль та ты ИХ тес та пред с тав ле -
ны на рис. 5. Все ва ри ан ты ИХ - тес т - по ло сок вы яв -
ля ли ЛПС С-5, од на ко на и бо лее яр кая ок рас ка тес -
то вой по ло сы была ха рак тер на для пары мо но АТ
3D3 и конъ ю га та 2D11-КЗ (по лос ка 3). Все ос таль -
ные ком би на ции мо но АТ и зо ло тых конъ ю га тов по -
ка за ли ме нее ин тен сив ные по ло сы на ИХ - ст ри пах.

На ос но ва нии по лу чен ных ре зуль та тов пред -
поч ти тель ным пред с тав ля ет ся ис поль зо ва ние па -

ры мо но АТ 3D3 и 2D11-КЗ при даль ней шей раз ра -
бот ке ИХ - тес т - сис те мы для де тек ции воз бу ди те -
лей сапа и ме ли о и до за. 

Та ким об ра зом, по лу че ны два би о конъ ю га -
та час тиц кол ло ид но го зо ло та раз ме ром 20 нм и
мо нок ло наль ных ан ти тел про тив ли по по ли са ха ри -
да кле ток B. pseudomallei и B. mallei. Дот -а на лиз
по ка зал, что зо ло то- со дер жа щие конъ ю га ты на ос -
но ве ис поль зо ван ных мо но АТ вы яв ля ли толь ко
ЛПС воз бу ди те лей са па и ме ли о и до за и не вза и мо -
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Рис. 3. Пря мой дот -а на лиз для оп ре де ле ния спе ци фич -
нос ти зо ло то- со дер жа щих им му но конъ ю га тов 2D11 (I и II) и
3D3 (III и IV). В цен т ре об раз цов I и III на хо дит ся ЛПС С-5, а
об раз цов II и IV — ЛПС С-141: 1 — Bacillus subtilis ATCC 6633;
2 — Yersinia enterocolitica  665; 3 — Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027; 4 — Yersinia pseudotuberculosis 1061; 5 — E. coli
ATCC 25922; 6 — Salmonella typhimurium ATCC 13311; 7 — Ba cil -
lus cereus ATCC 9634; 8 — Staphylococcus epidermis ATCC 14990

Рис. 4. Сэн д вич - дот -а на лиз ЛПС воз бу ди те лей сапа и
ме ли о и до за: 1 — мо но АТ 3D3, на не сенные на НЦМ; 2 — мо -
но АТ 2D11, на не сен ные на НЦМ. Об раз цы I и II ин ку би ро ва -
ли в рас т во ре ЛПС воз бу ди те ля сапа, 10 мкг/мл, об раз цы III и
IV — в рас т во ре ЛПС воз бу ди те ля ме ли о и до за, 10 мкг/мл. Да -
лее об раз цы I и III ин ку би ро ва ли с конъ ю га том 3D3-КЗ, об раз -
цы II и IV — с конъ ю га том 2D11-КЗ

Рис. 5. Ре зуль та ты вза и мо дей с т вия мо но АТ с ЛПС С-5
с по мощью зо ло то- со дер жа щих им му но конъ ю га тов 3D3-КЗ
(А) и 2D11-КЗ (Б) на ИХ - тес т - по лос ках. В ана ли ти чес кую зо -
ну тес т - по ло сок 1 и 3 на не се ны мо но АТ 3D3, а тес т - по ло сок
2 и 4 — мо но АТ 2D11



дей с т во ва ли с кон т роль ны ми штам ма ми грам по -
ло жи тель ных и гра мот ри ца тель ных бак те рий. Би -
о конъ ю га ты не диф фе рен ци ро ва ли ЛПС воз бу ди -
те лей са па и ме ли о и до за, но поз во ля ли от ли чать
па то ген ные бур к хол де рии от не па то ген ных. При
соз да нии ИХ - тес тов мож но ре ко мен до вать при ме -
не ние мо но АТ 3D3 в ана ли ти чес кой зо не, мо но АТ 
2D11 в сос та ве зо ло то- со дер жа ще го им му но конъ -
ю га та. По лу чен ная на их ос но ве ИХ - тес т - сис те ма
мо жет быть ис поль зо ва на в ка чес т ве од но го из ин -
с тру мен тов де тек ции воз бу ди те лей са па и ме ли о и -
до за. Важ но от ме тить, что ИХ - тес т - сис те ма яв ля -
ет ся эк с прес с - сис те мой, с по мощью ко то рой мож -
но об на ру жи вать воз бу ди те лей са па и ме ли о и до за
в те че ние 10 мин. Сле ду ет от ме тить, что при раз ра -
бот ке ИХ - тес т - сис те мы не об хо ди мо про во дить ис -
с ле до ва ния с мак си маль ным ко ли чес т вом штам -
мов па то ген ных бур к холь де рий для то го, что бы
убе дить ся, что все ис с ле ду е мые штам мы воз бу ди -
те лей свя зы ва ют ся с ис поль зу е мы ми в ИХ - тес т -
 сис те ме мо нок ло наль ны ми ан ти те ла ми.

По лу че но 17.02.15
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Ob ta  i  n ing of Com po nents of  Im mu noc -
h ro ma tog raphy Test  for Glan  ders and Me l io -
i  do sis Ca u ses De tec t i  on

Hyb ri do mas pro du cing mo no clo nal an ti bo di es to the li -
po po ly sac cha ri de from Bur k hol de ria mal lei and Bur k hol de ria
pse u do mal lei have been ob ta i ned. Op ti mal con di ti ons for the an -
ti bo dy con j uga ti on with col lo i dal gold part ic les (20 nm) were se -
lec ted. The dot-im mu no a na ly sis sho wed that the ob ta i ned con ju -
ga tes in te ract with the glan ders and me lio i do sis ca u ses and fail to
cross-re act with 3 Gram-po si ti ve and 5 Gram-ne ga ti ve bac te ria
stra ins. The ob ta i ned gold-con j uga tes were shown to be hel p ful in 
im mu noc h ro ma tog rap hy tests for the de tec ti on of the glan ders
and me lio i do sis ca u ses.

Key words: col lo i dal gold, con ju ga te, glan ders, im mu -
noc h ro ma tog rap hy, me lio i do sis, mo no clo nal an ti bo di es.
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