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Осуществлен подбор моноклональных антител, обладающих иммунохимической активностью к антигенам Francisella 
tularensis, на их основе разработаны иммуноферментная и иммунохроматографическая тест-системы для выявления 
возбудителя туляремии. Оценка чувствительности и специфичности разработанных тест-систем показала, что образ-
цы обеспечивали выявление штаммов F. tularensis в концентрации от 5,0∙105 м.к.∙см-3 до 1,0∙106 м.к.∙см-3 и не давали лож-
ноположительных результатов при исследовании гетерологичных микроорганизмов в концентрации 1,0∙108 м.к.∙см-3.
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Введение. Туляремия – опасное инфекционное заболева-
ние, протекающее с лихорадкой и характеризующееся разви-
тием гранулем во многих органах [1]. Крупные вспышки и 
спорадические случаи заболевания периодически регистри-
руются во многих странах мира, в том числе в Российской 
Федерации. Особенностью эпидемиологии туляремии явля-
ется большое разнообразие переносчиков, путей передачи и 
механизмов заражения. 

В настоящее время достигнуты значительные успехи в 
области лабораторной диагностики туляремии, тем не менее 
разработка новых диагностических препаратов для детекции 
Francisella tularensis, в том числе на основе иммунологиче-
ских методов анализа с использованием моноклональных 
антител (МкАт), не утрачивает актуальности [2]. 

С развитием гибридомной технологии МкАт нашли ши-
рокое применение во многих областях биологии. Современ-
ным направлением совершенствования иммунодиагности-
ческих методов анализа является замена поликлональных 
антител на моноклональные [3]. 

Главным преимуществом МкАт является строго опре-
деленная специфичность к конкретной антигенной детер-
минанте – эпитопу. Кроме того, МкАт стандартны по всем 
биологическим свойствам (авидность, аффинность). Нако-
нец, гибридомная технология позволяет наработать МкАт в 
любое время в практически нелимитированном количестве. 
Единственным зарегистрированным и разрешенным к при-
менению на территории Российской Федерации средством 
диагностики возбудителя туляремии, разработанным на 
основе МкАт, является тест-система ДИАТул-М производ-
ства ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противо-
чумный институт «Микроб», Саратов, выполненная в форма-
те ДОТ-ИФА [4].

В связи с этим целью настоящей работы стала разработка 
иммуноферментной и иммунохроматографической монокло-
нальных тест-систем для выявления возбудителя туляремии.

Материал и методы. При разработке тест-систем осу-
ществляли наработку МкАт, продуцируемых культурами 
гибридных клеточных линий, полученных в филиале ФГБУ 
«48 ЦНИИ» Минобороны России (Киров).

С этой целью клетки гибридом 31G1F10, 32E5D3, 
35B11C8, 36C2F11, 36D5F4 и 31E3B9 в дозе 1–2 млн кле-
ток на животное вводили внутрибрюшинно мышам линии 
BALB/с, предварительно обработанным пристанном, и через 

7–10 сут контролировали их приживление. В случае развития 
у мышей выраженного асцита проводили забор перитонеаль-
ного экссудата.

Во всех асцитных жидкостях методом иммунофермент-
ного анализа определяли специфическую активность МкАт 
к антигенам F. tularensis, а также определяли класс иммуно-
глобулинов с использованием иммунохроматографических 
наборов реагентов IsoQuick Strips and Kits for Mouse Mono-
clonal Isotyping (Sigma, США).

Асцитные жидкости с титром антител 1:160 000 и более, 
полученные при культивировании гибридом одного клона, 
объединяли и использовали для получения специфических 
иммуноглобулинов. С этой целью их подвергали двукратно-
му последовательному осаждению насыщенным раствором 
сульфата аммония. Антитела очищали методом ионообмен-
ной хроматографии на колонке с ДЭАЕ-сефацелем (Sigma-
Aldrich, США). Контроль выхода белка по экстинкции осу-
ществляли посредством проточного ультрафиолетового 
абсорбциометра и потенциометрического самописца. В по-
лученном растворе МкАт определяли концентрацию белка 
по методу Лоури [5], а также специфическую активность ме-
тодом иммуноферментного анализа. 

На следующем этапе осуществляли выбор специфиче-
ских компонентов иммуноферментной тест-системы, обеспе-
чивающих выявление возбудителя туляремии и наиболее вы-
сокую чувствительность. Были исследованы различные ком-
бинации полученных специфических туляремийных МкАт 
при их использовании в сенситине и иммунопероксидазном 
конъюгате. Синтез конъюгатов МкАт с пероксидазой хрена 
осуществляли по методике P. Nacane [6]. Рабочее разведение 
конъюгатов определяли методом «шахматного титрования». 
В качестве положительного контроля использовали микроб-
ную культуру F. tularensis штамма 15 НИИЭГ в концентра-
ции 5∙106 м.к.∙см-3. 

Следующим этапом работы стало конструирование экс-
периментальных образцов иммуноферментной монокло-
нальной тест-системы для выявления возбудителя туляре-
мии. Для этого специфические компоненты тест-системы 
разводили защитной средой высушивания до концентрации, 
в 11 раз превышающей рабочее разведение, и подвергали 
лиофильному высушиванию с предварительной фасовкой в 
ампулы. Для лиофилизации иммуноферментного конъюгата 
использовали защитную среду следующего состава: 5 % са-
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харозы, 10 мг·см-3 бычьего сывороточного альбумина в 0,5 М  
трис-НСl с рН 7,4±0,1; в качестве среды высушивания для 
иммуноглобулинов применяли 5 % раствор сахарозы в 0,5 М 
КББ с рН 9,6±0,1.

Сушку проводили в установке для лиофильного высуши-
вания «АЛСУ» (Ижевск, Россия). Ампулы запаивали и по-
мещали на хранение при температуре 4oC. После этапа лио-
фильного высушивания были отобраны образцы для оценки 
диагностических возможностей МкАт.

В состав иммуноферментной тест-системы были вклю-
чены в готовом виде или в виде полуфабрикатов все им-
мунохимические реагенты, необходимые для постановки 
твердофазного иммуноферментного анализа в планшетах, за 
исключением дистиллированной воды. Были изготовлены 3 
лабораторно-экспериментальные серии иммуноферментной 
моноклональной тест-системы для выявления возбудителя 
туляремии.

Следующим этапом являлась разработка иммунохрома-
тографической моноклональной тест-системы для выявле-
ния возбудителя туляремии. 

Растворы для получения коллоидного золота и его конъю-
гатов с антителами готовили на деионизированной воде, по-
лученной при использовании установки Milli-Q (Millipore, 
США).

В качестве специфических компонентов иммунохро-
матографической тест-системы были использованы: МкАт 
гибридных клеточных линий 31E3B9 и 35B11C8, кроличьи 
антивидовые антитела к иммуноглобулинам мыши. Все 
специфические компоненты получены специалистами фи-
лиала ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России (Киров).

Для изготовления иммунохроматографической тест-
системы применяли комплект мембран фирмы MDI Easypack 
(Advanced Microdevise, Индия): нитроцеллюлозную мембра-
ну – CNPF-SN12-L2-P25 со скоростью ламинарного потока 4 
см за 125 с для нанесения тестовой и контрольной зон; под-
ложку для конъюгата – PT-R5; подложку для образца – GFB-
R7L (0,6); подложку для адсорбента – АРО45.

Коллоидное золото (КЗ) получали с использованием 
золотохлористоводородной кислоты (Sigma, США), по ме-
тоду Френса [7]. Результат электронной микроскопии пока-
зал высокую степень однородности частиц по размерным 
характеристикам. Для получения конъюгата коллоидного 
золота с антителами (КЗ-АТ) были использованы частицы 
диаметром 30±2 нм. 

Определение связывания антител с КЗ проводили по ре-
комендациям [8]. Оптимальную концентрацию МкАт для 
получения конъюгата КЗ-АТ определяли на основании полу-
ченных фотометрических данных. Для конъюгирования в со-
ответствии с рекомендациями выбрали концентрацию анти-
тел, на 10–15% превышающую точку выхода на плато. 

При приготовлении конъюгата КЗ-АТ в коллоидное зо-
лото с pH 9,0 вносили раствор иммуноглобулинов с вы-
бранной концентрацией. Смесь КЗ-АТ перемешивали на 
вортексе и инкубировали в течение 30 мин при комнатной 
температуре. По окончании времени инкубации в смесь 
добавляли 4% ПЭГ-40 000 (Sigma, США) в объеме, не-
обходимом для получения конечной концентрации 0,25%, 
и вновь перемешивали содержимое на вортексе. Смесь 
инкубировали в течение 15 мин. Удаление несвязавших-
ся антител от частиц КЗ проводили центрифугированием 
при 8000 g в течение 30 мин. По окончании центрифуги-
рования супернатант удаляли, осадок ресуспендировали в 
0,025 М трис-буфере с pH 8,0, содержащем 0,25% БСА и 
10% сахарозу. 

Конъюгат наносили на мембрану методом пропитывания 
с плотностью распределения реагента на подложке 30 мкл 
на 1 см2. 

Для формирования аналитической и контрольной зон 
иммуноглобулины в выбранной концентрации наносили при 
помощи диспенсера с плотностью нанесения 0,1 мкл·мм-1.

Подложки с нанесенным конъюгатом и готовые рабочие 
мембраны сушили в вакууме при температуре 40оС в тече-
ние 2 ч. 

Собранные и нарезанные по 4,5 мм иммунохроматогра-
фические тест-системы помещали в пластиковые контейне-
ры (стрипы), которые запаивали в фольгированные пакеты 
с силикагелевым осушителем. Было изготовлено 3 лабора-
торные серии иммунохроматографической моноклональной 
тест-системы для выявления возбудителя туляремии.

На заключительном этапе проводили лабораторно-

Т а б л и ц а  1
Характеристика препаратов туляремийных МкАт

МкАт 
гибридной 
клеточной 

линии

Класс Объем, 
мл

Содер-
жание 
белка, 
мг·см-3

Специфиче-
ская актив-
ность, титр

Удельная 
специфиче-
ская актив-

ность, ЕА·мг-1

31G1F10 M 4,2 6,2 1:5 120 000 247 742

32E5D3 M 3,9 6,4 1:2 560 000 120 000

35B11C8 M 4,5 6,3 1:2 560 000 121 904
36C2F11 M 3,9 7,2 1:2 560 000 106 000
36D5F4 M 3,6 12,0 1:5 120 000 128 000
31E3B9 M 4,0 6,1 1:1 280 000 62 950

П р и м е ч а н и е. Удельная специфическая активность – отно-
шение произведения величины, обратной титру антител и соответ-
ствующей оптической плотности субстратно-индикаторной смеси, к 
концентрации белка в данном препарате иммуноглобулинов.

Т а б л и ц а  2
Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении F. tularensis штамма 15 НИИЭГ в условиях постановки реакций с ис-
пользованием разных комбинаций туляремийных МкАт

МкАт гибридной 
клеточной линии, 
используемые в 

качестве сенситина

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении F. tularensis штамма 15 НИИЭГ с использованием  
иммунопероксидазного конъюгата, приготовленного на основе препарата, ∙106 м.к.·см-3

МкАт гибридной клеточной линии

31G1F10 32E5D3 35B11C8 36C2F11 36D5F4 31E3B9
31G1F10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
32E5D3 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
35B11C8 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
36C2F11 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
36D5F4 0,5 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
31E3B9 1,0 4,0 0,25 2,0 4,0 2,0



187

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2016; 61(3)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-3-184-187

Immunology

экспериментальное изучение разработанных тест-систем. 
Чувствительность тест-системы оценивали при исследовании 
семи штаммов F. tularensis. Оценку специфичности проводили 
с рядом гетерологичных микроорганизмов: Y. pestis, Y. entero-
colitica, E.coli, Y. pseudotuberculosis, B.mallei, B.pseudomallei, 
B. abortus, B. melitensis, B. suis, L. pneumophila, B. anthracis, V. 
cholerae, взятых в концентрации 1,0·108 м.к.·см-3. 

Результаты и обсуждение. На первом этапе разработки 
иммуноферментной и иммунохроматографической моно-
клональных тест-системы провели наработку и определили 
иммунохимическую активность МкАт методом ИФА к F. 
tularensis (табл. 1).

Как следует из анализа данных, представленных в табл. 1, 
все приготовленные препараты туляремийных МкАт относи-
лись к классу М, характеризовались содержанием белка 6,1 
мг·см-3 и более, специфической активностью в титре антител 
1:128 000 и выше, а также имели высокий уровень удельной 
специфической активности и как следствие этого оказались 
перспективными в плане создания на их основе иммунофер-
ментной и иммунохроматографической тест-систем, предна-
значенных для выявления F. tularensis.

В ходе отбора пары МкАт для использования в качестве 
сенситина и иммунопероксидазного конъюгата, обладаю-
щей наибольшей чувствительностью при выявлении F. tula-
rensis штамма 15 НИИЭГ, максимальную чувствительность  
0,25∙106 м.к.·см-3 обеспечивали антитела гибридных клеточ-
ных линий 31E3B9 и 35B11C8 (табл. 2).

Показатель чувствительности снижался в 2 раза по-
сле этапа лиофильного высушивания специфических ком-
понентов иммуноферментной тест-системы и составил  
0,5∙106 м.к.·см-3.

В дальнейшем МкАт гибридных клеточных линий 31E3B9 
и 35B11C8 использовали при разработке иммунохроматогра-
фической тест-системы.

На этапе лабораторно-экспериментального изучения раз-
работанных тест-систем провели оценку их чувствительно-
сти и специфичности (табл. 3).

Образцы иммуноферментной тест-системы обеспе-
чивали выявление штаммов F. tularensis в концентрации  

5,0·105 м.к.·см-3, иммунохроматографи-
ческой тест-системы – в концентрации 
1,0·106 м.к.·см-3 и не давали ложнополо-
жительных результатов при исследова-
нии гетерологичных микроорганизмов 
в концентрации 1,0·108 м.к.·см-3.

Выводы. 1. В результате проведен-
ных исследований разработаны вы-
сокочувствительные и специфичные 
моноклональные тест-системы для вы-
явления возбудителя туляремии: имму-
ноферментная тест-система обеспечи-
вает выявление штаммов F. tularensis 
в концентрации 5,0·105 м.к.·см-3, им-
мунохроматографическая – в концен-
трации 1,0·106 м.к.·см-3, тест-системы 
не дают ложноположительных резуль-
татов при исследовании гетерологич-
ных микроорганизмов в концентрации 
1,0·108 м.к.·см-3.

2. Полученные результаты свиде-
тельствуют о целесообразности приме-
нения разработанных тест-систем для 
выявления возбудителя туляремии в 
условиях стационарных лабораторий, а 
также в полевых условиях мобильными 
диагностическими группами.
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Т а б л и ц а  3
Чувствительность и специфичность иммуноферментной и иммунохроматографической 
моноклональных тест-систем для обнаружения и идентификации возбудителя туляре-
мии

Вид микроорганизма Коли-
чество 

исследо-
ванных 

штаммов

Количество выяв-
ляемых штаммов 
с помощью им-

муноферментной 
тест-системы

Количество выяв-
ляемых штаммов с 
помощью иммунох-
роматографической 

тест-системы

Определяемая  
концентрация, 

м.к. · см-3  
(n = 3)

F. tularensis 7 7 7 0,5∙106–1,0∙106

Y. рestis 3 0 0 1,0∙108

Y. enterocolitica 3 0 0 1,0∙108

E. coli 1 0 0 1,0∙108

Y. рseudotuberculosis (I) 3 0 0 1,0∙108
B. mallei 3 0 0 1,0∙108
B. рseudomallei 3 0 0 1,0∙108
B. аbortus 6 0 0 1,0∙108
B. melitensis 6 0 0 1,0∙108
B. suis 4 0 0 1,0∙108
L. pneumophila (1) 3 0 0 1,0∙108
B. аnthracis 3 0 0 1,0∙108
V. cholerae 1 0 0 1,0∙108

П р и м е ч а н и е. n – количество определений.


