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На терри тори и Росс и йс кой Феде­
ра ц и и ус та новлены п ри род ные оча г и 
опас ны х и нфек ц ионны х боле зней,  к ро­
ме тог о,  с у щес т вуе т рис к за нос а воз­
бу д и телей опас ны х боле зней с  соп ре­
дел ьны х терри тори й.  В с вязи с  эт и м 
с воевременна я и ден т ифи ка ц и я воз­

бу д и телей особо опас ны х и опас ны х 
и нфек ц ионны х заболева ни й в  об ъек­
та х ок ру жа ющей с ред ы и ус та новле­
ние п ри род ы и нфек ц ионны х боле зней 
у  л юдей п редс та вл яе т собой од н у из 
ва ж ны х за дач биолог и чес кой за щ и т ы 
войс к и населени я Росс и йс кой Федера­
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ц и и.  Решение да нной за дач и непос ред­
с т венно за вис и т от  на л и ч и я соот ве т­
с т ву ющ и х дос т у п ны х и эффек т и вны х 
ме тодов и наборов ре а ген тов д л я вы я в­
лени я патогенны х ба к тери й [1,  2].  И м­
м у нофермен т ны й а на л из (ELISA – а нгл. 
en z y me-l i n ked i m mu nosorbent  a ssay, 
ИФА)  – на деж ны й,  селек т и вны й и ч у в­
с т ви тел ьны й ме тод вы я влени я а н т и­
генны х де терм и на н т у  м и к роорг а низ­
мов.  А к т и вное ра зви т ие в  нас тоя щее 
врем я ме тодов м у л ьт и п лекс ног о и м м у­
ноа на л иза не  смогло вы тес ни т ь ИФА из 
п ра к т и к и лабораторной д иа г нос т и к и 
и нфек ц ионны х боле зней и он по-п реж­
нем у ос тае тся «золот ы м с та н дар том» 
и м м у нох и м и чес к и х ме тодов исследо ­
ва ни я [3].  Ос новны м на п ра влением 
совершенс т вова ни я и м м у нох и м и че­
с к и х ме тодов а на л иза в  нас тоя щее вре­
м я я вл яе тся ис пол ь зова ние в  качес т ве 
с пец ифи чес к и х ком понен тов монок ло ­
на л ьны х а н т и тел (М к Ат)  ка к п род у к та 
г ибри дом ной тех нолог и и [4].  В  Росс и й­
с кой Федера ц и и перечень зарег ис т ри­
рова нны х ка к издел и я мед и ц и нс ког о 
на значени я д л я д иа г нос т и к и in  v itro  и 
вы п ус каем ы х и м м у нофермен т ны х на­
боров ре а ген тов на ос нове М к Ат ог ра­
ни чен [5]. 

Цель настоящей работы – разработ­
ка иммуноферментных моноклональных 
тест-систем, предназначенных для выяв­
ления возбудителей туляремии, сапа, ме­
лиоидоза и сибирской язвы.

Для достижения поставленной цели 
нами были получены гибридомы-проду­
центы моноклональных антител к анти­
генным детерминантам возбудителей ту­
ляремии, сапа, мелиоидоза и сибирской 
язвы; подобраны пары моноклональных 
антител, применение которых в составе 
сенситина и иммунопероксидазного конъ­
югата обеспечивает максимальную чув­
ствительность и специфичность иммуно­
ферментного анализа.

Материалы и методы
При получении гибридом-продуцен­

тов МкАт в качестве видоспецифических 
антигенов для возбудителей туляремии, 
сапа и мелиоидоза выбран липополиса­
харидный антиген, для возбудителя си­
бирской язвы – споровый антиген си­
биреязвенного микроба, полученные в 
филиале ФГБУ «48 Центральный науч­
но-исследовательский институт» Мини­
стерства обороны Российской Федерации 
(г. Киров).

Процедуру слияния B-лимфоцитов 
селезенки иммунных мышей и клеток ми­
еломы проводили химическим методом с 
использованием полиэтиленгликоля по 
методике G. Kohler и C. Milstein [6].

И м м у ноглобу л и ны из ас ц и т ны х 
ж и д кос тей вы дел я л и ме тодом д ву­
к рат ног о выс а л и ва ни я нас ы щенны м 
рас т вором с у л ьфата а м мони я (с тепень 
нас ы щени я  – 4 0 %) с  послед у ющ и м д и­
а л изом п рот и в 0 ,15 М нат ри я х лори да с 
доба влением 20 м М фосфат ног о буфер­
ног о рас т вора ,  рН  7, 5±0,1.  Обра зова в­
ш и йся после д иа л иза ос а док у да л я л и 
цен т рифу г и рова нием.  Рас т вор и м м у но­
глобу л и нов фи л ьт рова л и чере з  ш п ри­
цеву ю фи л ьт ру ющ у ю нас а д к у («Merck 
M i l l ipore»,  Герма ни я)  с  д иа ме т ром пор 
0 , 22 м к м.  Окон чател ьн у ю оч ис т к у и м­
м у ноглобу л и нов ос у щес т вл я л и ме то ­
дом ионообменной х роматог рафи и на 
колонке с  ДЭАЭ-се фа целем («Sig ma-
A ld r ich»,  СШ А) [7].

Синтез конъюгатов иммуноглобу­
линов с пероксидазой хрена («Sigma-
Aldrich», США) осуществляли по методу 
P.K. Nakane и A.J. Kawaoi [8]. Рабочее раз­
ведение конъюгатов определяли методом 
«шахматного титрования» [9].

Для лиофилизации иммунофермент­
ного конъюгата использовали защитную 
среду следующего состава: 5 % сахарозы, 
10 мг/мл бычьего сывороточного альбу­
мина в 0,5 М ТРИС-НСl, рН 7,4±0,1; в каче­
стве среды высушивания для иммуногло­
булинов применяли 5 % раствор сахарозы 
в 0,5 М карбонатно-бикарбонатном бу­
ферном растворе, рН 9,6±0,1.

Лиофилизацию проводили в установ­
ке для лиофилизации АЛСУ (ООО ОКБ 
«Фармбиомаш», Россия). Ампулы запаи­
вали и помещали на хранение при тем­
пературе 4 °С. После этапа лиофильного 
высушивания были отобраны образцы из­
готовленных серий тест-систем и прове­
дено их лабораторно-экспериментальное 
изучение. 

Приготовление микробных взвесей с 
заданной концентрацией проводили ви­
зуально с помощью стандартных образцов 
мутности ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России (ОСО 42-28-85П).

Воспроизводимость результатов ИФА 
оценивали путем определения относи­
тельного значения вариации оптической 
плотности субстратно-индикаторной сме­
си. Расчет коэффициента вариации про­
водили по результатам изучения положи­
тельных и отрицательных контрольных 
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Разработка иммуноферментных моноклональных тест-систем, предназначенных для ...

проб для 3 образцов каждой серии четы­
рех наименований тест-систем.

Результаты и обсуждение
Разработка иммуноферментных мо­

ноклональных тест-систем, предназначен­
ных для выявления возбудителей туляре­
мии, сапа, мелиоидоза и сибирской язвы, 
была проведена в несколько этапов. 

На первом этапе осуществляли полу­
чение гибридом-продуцентов МкАт к ан­
тигенным детерминантам возбудителей 
опасных инфекционных заболеваний.

По результатам проведенных гибри­
дизаций, иммунологического скрининга 
гибридных культур, оценки специфиче­
ской активности и специфичности МкАт, 
клонирования и пассажей гибридных кле­
точных линий на мышах линии ВALB/с 
было получено: к липополисахаридным 
антигенам возбудителей туляремии, сапа 
и мелиоидоза –  6, 4 и 5 гибридных клеточ­
ных линий соответственно, к споровому 
антигену сибиреязвенного микроба – 4 ги­
бридных клеточных линии, продуцирую­
щих МкАт. Эффективность гибридизации 

(количество лунок с продуцирующими 
иммуноглобулины колониями от общего 
количества лунок с колониями) составила 
от 2,9 до 7,8 %. Все позитивные гибридные 
клеточные линии были паспортизованы и 
криоконсервированы.

Характеристики МкАт к антигенам 
возбудителей туляремии, сапа, мелиоидоза, 
сибирской язвы представлены в таблице 1.

Следующим этапом работы стал под­
бор пар МкАт (таблица 2), обеспечиваю­
щих максимальный уровень чувствитель­
ности в иммуноферментном анализе и 
перспективных для создания на их основе 
специфических компонентов иммунофер­
ментных тест-систем.

Следует отметить, что при изучении 
комбинаций МкАт к антигенам возбуди­
теля сапа оптимальную чувствительность 
обеспечили антитела гибридной клеточ­
ной линии 289F12H11 при использовании 
их как в составе сенситина, так и в составе 
иммунопероксидазного конъюгата.

На заключительном этапе исследова­
ния были изготовлены по три серии экс­
периментальных образцов иммунофер­

Возбудитель

Характеристики МкАт

Наименование 
гибридом

Титр МкАт в асцитной 
жидкости

(медиана титров)

Субкласс 
иммуноглобулинов

туляремии

31G1F10 1:160000
G131E3B9 1:160000

36D5F4 1:2560000
32E5D3 1:160000

М35B11C8 1:2560000
36C2F11 1:960000

сапа

258F12G11 1:160000 G3

292G4D4 1:640000
G1298С11Е11 1:640000

301Е5 F1 1:320000

мелиоидоза

253В4D4 1:160000

G1

286С7В10 1:160000
296F8D5 1:320000

297С7В11 1:960000

297Н9D8 1:2560000 G2а

сибирской язвы

272F7A10 1:160000
G1272E10G1 1:2560000

280A4H6 1:160000

278H4A7 1:960000 G2а

Таблица 1 — Характеристики МкАт к антигенам  
возбудителя туляремии, сапа, мелиоидоза, сибирской язвы
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ментных моноклональных тест-систем для 
каждого наименования возбудителя и про­
ведена оценка их индикационных свойств. 

Установлено, что иммуноферментная 
моноклональная тест-система для выявле­
ния возбудителя туляремии обеспечивала 
выявление Francisella tularensis штаммов 
503, 543, Schu, 15 НИИЭГ в концентрации 
от 5×105 м.к./мл и не давала ложнополо­
жительных результатов при исследова­
нии гетерологичных микроорганизмов 
бактериальной природы родов Yersinia, 
Burkholderia, Brucella, Legionella, Bacillus, 
Vibrio в концентрации 1×108 м.к./мл.

Тест-система иммуноферментная мо­
ноклональная для выявления возбудителя 
сапа обеспечивала выявление Burkholderia 
mallei штаммов Ц-5, 10230, 11 в концен­
трации от 2,5×105 м.к./мл. Тест-система 
для выявления возбудителя мелиоидо­
за обеспечивала выявление Burkholderia 
pseudomallei штаммов Dalat, Duc-V, С-141 в 
концентрации от 1,25×105 до 5,0×105 м.к./мл 
в зависимости от штамма микроорганиз­
ма. Обе тест-системы были специфичны в 
отношении гетерологичных бактерий ро­
дов Yersinia, Francisella, Brucella, Legionella, 
Bacillus, Vibrio, взятых в концентрации 
1×108 м.к./мл. Необходимо отметить, что, 
несмотря на высокую степень гомоло­
гии антигенных детерминант рассматри­
ваемых возбудителей, вышеуказанные 
тест-системы обеспечивали возможность 
дифференциации возбудителей сапа и 
мелиоидоза в концентрации последних в 
пробе от 1×107 м.к./мл.

Тест-система иммуноферментная мо­
ноклональная для выявления возбудителя 
сибирской язвы обеспечивала выявление 
споровых антигенов B. anthracis штаммов 

СТИ-1, Гиев, 55, Ихтиман, Sterne в концен­
трации от 1,25×105 спор/мл и была специ­
фичной в отношении сапрофитных ба­
цилл и гетерологичных микроорганизмов 
бактериальной природы родов Yersinia, 
Burkholderia, Brucella, Legionella, Bacillus, 
Vibrio, Francisella, взятых в концентрации 
1×108 спор (м.к.)/мл.

Общий вид тест-системы (на примере 
набора реагентов для выявления возбуди­
теля туляремии) и ее компонентов пред­
ставлен на рисунке 1.

Необходимо отметить, что алгоритм 
анализа проб и состав комплекта для всех 
разработанных тест-систем одинаков, что 
способствует снижению риска техниче­
ских ошибок оператора, а также значи­
тельно сокращает общее время постанов­
ки анализа при поступлении большого 
количества проб.

Разработанные нами иммунофермент­
ные тест-системы предназначены для об­
наружения и идентификации возбудите­
лей опасных инфекционных заболеваний 
в материалах, полученных от больных или 
погибших людей и животных, а также в 
пробах из объектов окружающей среды. 
Они серьезно расширяют набор диагно­
стических средств, используемых в России 
для идентификации возбудителей опасных 
инфекционных болезней. На отечественном 
рынке до настоящего времени отсутству­
ют иммуноферментные средства детекции 
возбудителя сибирской язвы. Тест-система 
для выявления и идентификации возбу­
дителей сапа и мелиоидоза (производства 
ФКУЗ «Волгоградский научно-исследова­
тельский противочумный институт» Рос­
потребнадзора) рекомендована только для 
экспериментальных исследований. Имму­
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Тест-система для 
выявления возбудителя

Наименование МкАт в составе Чувствительность 
ИФА при выявлении 

положительных 
контрольных образцов, 

м.к. (спор)/мл
сенситина конъюгата

туляремии 31E3B9 35B11C8 (2,5–5,0)×105

сапа 289F12H11 289F12H11 (2,5–5,0)×105

мелиоидоза 255B6E1 255A6F5 (1,25–5,0)×105

сибирской язвы 278H4A7 272F7A10 (1,25–2,5)×105

Таблица 2 — Результаты подбора пар МкАт, обеспечивающих максимальную  
чувствительность иммуноферментного анализа, в зависимости от штамма возбудителя
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Разработка иммуноферментных моноклональных тест-систем, предназначенных для ...

ноферментная тест-система для выявле­
ния возбудителя туляремии (производства 
ФКУЗ «Ставропольский научно-исследо­
вательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора) изготавливается с ис­
пользованием поликлональных иммуногло­
булинов и не может считаться высокоспеци­
фичной. Разработанные нами тест-системы, 
в отличие от указанных выше, могут быть 
использованы как для оснащения мобиль­
ных комплексов анализа патогенных биоло­
гических агентов, так и при осуществлении 
специфической индикации патогенов в ста­
ционарных лабораториях специализиро­
ванных служб.

Выводы
1. Получены панели гибридом-проду­

центов МкАт к видоспецифическим анти­
генным детерминантам возбудителей туля­
ремии, сапа, мелиоидоза и сибирской язвы.

2. С использованием МкАт изготовле­
ны иммуноферментные моноклональные 
тест-системы, предназначенные для выявле­
ния в материалах, полученных от больных 
или погибших людей и животных, а также 
в пробах из объектов окружающей среды 
возбудителей туляремии и сапа с чувстви­
тельностью (2,5–5,0)×105 м.к./мл, возбудителя 
сибирской язвы – (1,25–2,5)×105 спор/мл, воз­
будителя мелиоидоза – (1,25–5,0)×105 м.к./мл. 

Рисунок 1 — Тест-система иммуноферментная моноклональная для выявления возбудителя туляре-
мии (общий вид и ее компоненты)
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The Development of Immunoenzyme Monoclonal Test 
Systems for Detection of Tularemia, Glanders, Melioidosis 

and Anthrax Agents 

The identification of causative agents of dangerous infectious diseases of bacterial origin is one 
of the main tasks of the biological protection of troops and the civilian population of the Russian 
Federation. This article is dedicated  to the problem of the development of immunoenzyme 
monoclonal test system for detection of tularemia, glanders, melioidosis and anthrax agents. In 
order to achieve the above-mentioned goal, the hybridomas-producers of monoclonal antibodies 
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to antigenic determinants of pathogens of tularemia, glanders, melioidosis and anthrax have been 
prepared. The pairs of monoclonal antibodies, the application of which in the composition of 
sensitin and immunoperoxidase conjugate provide maximum sensivity and specificity of enzyme 
immunoassay test, have been selected and the immunoenzyme monoclonal test systems for detection 
of tularemia, glanders, melioidosis and anthrax agents have been developed based on the above 
mentioned monoclonal antibodies. These developed test-systems can help to identify the pathogens  
of dangerous infectious  diseases in microbial cultures, in probes taken  from sick and dead people 
and animals and from environmental probes.

Key words: tularemia; glanders; melioidosis; anthrax; monoclonal antibodies; ELISA.
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