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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ИНФОРМАТИВНОСТИ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ И 
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ И СРЕДСТВ НА ЭТАПАХ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 
ИНДИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ МЕЛИОИДОЗА

ФКУЗ «волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора России

Референс-центром по мониторингу за возбудителями сапа и мелиоидоза проведены испытания наборов реагентов для 
диагностики in vitro возбудителя мелиоидоза и других близкородственных видов буркхолдерий. На этапах специфической 
индикации (СИ) патогенных буркхольдерий оценены диагностические возможности коммерческих и экспериментальных 
наборов реагентов для методов экспресс- и ускоренного анализа. Критериями оценки диагностической ценности набо-
ров реагентов являлись чувствительность, специфичность, а также время проведения исследований. Анализ с исполь-
зованием моно- и мультилокусных амплификационных систем, в том числе ПЦР в реальном времени, позволил в течение 
5–6 ч осуществить идентификацию и дифференциацию Burkholderia pseudomallei, B. thailandensis и B. cepacia.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мелиоидоз; буркхольдерии; полимеразная цепная реакция; иммунологические методы; бактерио-
логическое исследование.
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The comparaTive evaluaTion of informaTiveness of immunologic and molecular 
geneTic meThods and means during sTages of specific indicaTion of melioidosis agenT 

The Volgograd anti-plague research institute of Rospotrebnadzor of Russia, Volgograd, Russia
The reference-center of monitoring of agents of glanders and melioidosis carried out testing of reagents kits for diagnostic of 
agent of melioidosis and other close-related species of Burkholderiae in vitro. At the stage of specific identification of pathogenic 
Burkholderiae the diagnostic possibilities of commercial and experimental kits of reagents for express- and rapid analysis were 
evaluated.  The criteria of evaluation of diagnostic value of kits of reagents were sensitivity, specificity and time of implementation 
of studies. The analysis with application of mono- and multi-locus amplification systems, including real-time polymerase chain 
reaction permitted during 5-6 hours to implement identification and differentiation of Burkholderia pseufomallei, B. thailandensis 
and B. cepacia.

K e y w o r d s :  melioidosis; Burkholderiae; polymerase chain reaction; immunologic methods; bacteriological analysis.

Введение. Одной из основных задач лабораторной диа-
гностики является установление видовой принадлежности 
возбудителя инфекционного заболевания в кратчайшие сро-
ки. Время, затраченное на идентификацию патогена, имеет 
чрезвычайно важное значение в случае особо опасных ин-
фекций. Мелиоидоз – особо опасное инфекционное заболе-
вание, вызываемое аэробными грамотрицательными нефер-
ментирующими бактериями вида Burkholderia pseudomallei, 
относящегося к микроорганизмам ii группы патогенности и 
рассматривающегося как одни из наиболее реальных агентов 
биологического оружия и биотеррористических атак. Кли-
ническая диагностика мелиоидоза затруднена, поскольку 
инфекционный процесс в организме больных людей и жи-
вотных протекает с многообразием клинических симптомов, 
в форме сепсиса с образованием множественных абсцессов 
в лимфатических узлах, печени, селезенке, легких. Решаю-
щее значение для постановки клинического диагноза имеет 
лабораторное исследование, от результатов и времени про-
ведения которого во многом зависит своевременная реализа-
ция лечебных, противоэпидемических и профилактических 
мероприятий [4, 8].

В стандартной схеме лабораторной диагностики мелиои-
доза первичное выделение культуры бактериологическим 
методом возможно не ранее чем через 48–72 ч. В единой 
схеме специфической индикации патогенных биологических 
агентов (СИ ПБА) для быстрого обнаружения возбудителя 
мелиоидоза и его дифференцирования от филогенетиче-
ски близких видов буркхольдерий используют регламенти-
рованные методы экспресс- и ускоренного анализа: метод 
флюоресцирующих антител (МФА), полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР), твердофазный иммуноферментный метод 
(ТИФМ), реакцию непрямой гемагглютинации (РНГА), ко-
торые позволяют получить предварительный результат через 
4–6 ч от начала исследования и своевременно верифициро-
вать диагноз [7].

Целью настоящего исследования были испытание и срав-
нительная оценка информативности диагностических ком-
мерческих (зарегистрированных в Российской Федерации) 
и экспериментальных наборов реагентов для обнаружения 
возбудителей мелиоидоза и других близкородственных ви-
дов буркхольдерий, встречающихся в практике клинических 
исследований. Испытания наборов реагентов проводили 
на базе лабораторий Референс-центра по мониторингу за 
возбудителями сапа и мелиоидоза Волгоградского научно-
исследовательского противочумного института.

Материалы и методы. Для внутреннего контроля качества 
лабораторных исследований руководствовались ГОСТ Р ИСО/
МЭК 17025-2006 «Общие требования к компетентности испы-
тательных и калибровочных лабораторий», ГОСТ Р ИСО 9001 
«Система качества. Термины и определения», а также МУ 
4.2.2787-10 [4]. Использованные в испытаниях диагностиче-
ские препараты (16 медицинских изделий) разработаны и про-
изведены ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» Роспотребнадзора.

В исследовании использовали штаммы B. pseudomallei, B. 
thailandensis, B. cepacia, полученные из коллекционного цен-
тра Волгоградского научно-исследовательского противочум-
ного института. В качестве контрольных образцов готовили 
взвеси клеток штаммов плотностью 1 · 106 м.кл./мл в 0,9% 
хлориде натрия; подготовку и аликвотирование контрольных 
образцов проводили с обязательным контролем показателя 
КОЕ/мл. Серии проб (по 5 типичных штаммов каждого ви-
да буркхольдерий) шифровали и передавали в лаборатории 
Референс-центра для исследования различными методами. 
Все виды работ с ПБА ii группы патогенности выполняли в 
соответствии с требованиями СП 1.3.1285-03 [5].

В исследовании с помощью МФА применяли коммерче-
ский набор «Иммуноглобулины диагностические флюорес-
цирующие мелиоидозные моноклональные» (РУ № ФСР 
2011/11615, ТУ 9389-001-01898084-2011, серия 52/13) и экс-
периментальные серии флюоресцирующих иммуноглобули-
нов, полученных на основе разноэпитопных моноклональ-
ных антител (МКА) 1f4, 3С6, 5С2, 5С9, 6В7, 7А8, 4А10 к антигену 
200 kda B. pseudomallei (по 1 серии каждого типа МКА).

РНГА ставили с коммерческим набором реагентов «Диа-
гностикум эритроцитарный сапной и мелиоидозный им-
муноглобулиновый сухой» (РУ № ФСР 2011/11613, ТУ 
9388-003-01898084-2011, серия 90/13). Для подтверждения 
специфичности РНГА прибегали к реакции ее торможения 
(РТНГА). Результаты учитывали через 2–3 ч и окончательно 
на следующие сутки.

При ТИФМ использовали экспериментальный набор реа-
гентов «Тест-система иммуноферментная моноклональная 
для выявления водорастворимых антигенов возбудителя ме-
лиоидоза» с вариантами иммунопероксидазного конъюгата 
на основе МКА 5С2 и 2А6.

Для исследований с помощью ПЦР использовали ком-
мерческий набор реагентов для выявления ДНК возбудите-
лей сапа (B. mallei) и мелиоидоза (B. pseudomallei) методом 
ПЦР «burk23s – eph” (РУ № ФСР 2012/13066, ТУ 9389-004-
01898084-2011, серия 1-13) и 5 экспериментальных генодиаг-
ностических средств: 1) набор реагентов для выявления ДНК 
возбудителей сапа (B. mallei) и мелиоидоза (B. pseudomallei) 
методом ПЦР с гибридизационно-флюоресцентной детекци-
ей «Амплиген burk», 2) набор праймеров bps1s/bps2as для 
обнаружения ДНК возбудителя мелиоидоза методом ПЦР 
с гибридизационно-флюоресцентной детекцией, 3) набор 
праймеров bcr1-bcr2 для обнаружения ДНК бактерий ком-
плекса B. cepacia методом ПЦР, 4) набор праймеров burt1s-
burt2as для обнаружения ДНК B. thailandensis, 5) набор 
реагентов для детекции и типирования генов устойчивости 
к антибиотикам β-лактамного ряда у патогенных бактерий 
рода Burkholderia в формате мультиплексной ПЦР.

Пробоподготовку для ПЦР проводили в соответствии с 
СП 1.3.1285-03 и МУ 1.3.2569 -09 [3]. Постановку реакций 
осуществляли с использованием амплификаторов Терцик 
(ЗАО «НПФ ДНК-технология», Россия), rotor-gene 6000 
(«corbett research», Австралия), c1000 (“bio-rad”, США).  
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В случае элетрофоретической детекции продукты ПЦР ана-
лизировали с помощью электрофореза в 1,5% агарозном геле 
и визуализировали окрашиванием бромистым этидием [2]. 
При гибридизационно-флюоресцентной детекции накопле-
ние специфического продукта амплификации участка ДНК 
B. mallei и B. pseudomallei детектировалось по каналу fam/
green, накопление продукта амплификации ДНК внутренне-
го контрольного образца (ВКО) – по каналу cy5/red.

Исследование проб бактериологическим методом про-
водили в соответствии с МУ 4.2.2787-10 [4]. Видовую при-
надлежность выделенных чистых культур микроорганизмов 
подтверждали повторно с использованием испытуемых диа-
гностических средств.

Результаты и обсуждение. СИ ПБА предусматривает ин-
дикацию и идентификацию микроорганизмов в неизвестных 
бактериальных взвесях с помощью обязательных (табельных) 
методов лабораторной диагностики в соответствии с переч-
нем наиболее вероятных ПБА. Поскольку длительность ана-
лиза регламентирована как можно более короткими сроками 
(до 48 ч), основными критериями оценки диагностической 
ценности наборов реагентов являются чувствительность, 
специфичность, а также время проведения исследований и 
выдачи результатов.

На этапе СИ МФА (см. таблицу) позволил через 6 ч полу-
чить сигнальный ответ о наличии в сериях проб 3 и 4 возбу-
дителя мелиоидоза или близкородственных буркхольдерий, 
т. е. было невозможно дифференцировать B. pseudomallei 
от практически идентичного по антигенной структуре  
B. thailandensis. Результат анализа проб, содержащих B. 
cepacia (серия 2), был отрицательным, что свидетельствовало 

о специфичности испытуемых флюоресцирующих монокло-
нальных мелиоидозных иммуноглобулинов только для ви-
дов буркхольдерий группы «pseudomallei” – B. pseudomallei,  
B. mallei, B. thailandensis (см. таблицу). При использовании 
7 типов моноклональных флюоресцирующих мелиоидозных 
иммуноглобулинов к различным антигенным детерминантам 
B. pseudomallei (МКА 1f4, 3С6, 5С2, 5С9, 6В7, 7А8, 4А10) преиму-
ществ в сравнении с коммерческим препаратом по параме-
трам специфической активности и специфичности выявлено 
не было (см. таблицу).

Используемый для постановки РНГА препарат (см. табли-
цу) обладает группоспецифическими свойствами и позволя-
ет выявить комплексный (общий) антиген для возбудителей 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, что также объяс-
няет невозможность дифференцирования B. pseudomallei от  
B. thailandensis в сериях проб 3 и 4. Данный диагностиче-
ский препарат оказался применимым лишь на этапах клас-
сического лабораторного анализа (3 сут исследования) по-
сле подращивания исследуемых бактериальных суспензий; 
в пределах 4–6 ч от начала исследований в РНГА получен 
отрицательный результат, так как концентрации бактерий 
в пробах были ниже показателя чувствительности метода  
(> 1 · 106 м.кл./мл). С культурами B. cepacia зарегистриро-
ван отрицательный результат, что подтверждает заявленный 
показатель специфичности данного набора реагентов в соот-
ветствии с ТУ (см. таблицу).

В течение 4–6 ч от начала исследований результаты приме-
нения ТИФМ с экспериментальным набором реагентов, приго-
товленным на основе МКА к гликопротеину капсулы возбуди-
теля мелиоидоза (антиген 200 kda), были отрицательными cо 

Сводные результаты СИ на наличие/отсутствие возбудителей инфекционных болезней
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возбудителей са-
па и мелиоидоза 

методом ПЦР 
с гибридиза-

ционно-
флюорес-

центной детек-
цией "Амплиген 

burk"

праймеры bps1s/
bps2as для 

обнаружения 
ДНК возбудите-
ля мелиоидоза 
методом ПЦР 

с гибриди-
зационно-
флюорес-
центной 

детекцией

праймеры 
bcr1–bcr2 
для обнару-
жения ДНК 

бактерий 
комплекса b. 
cepacia мето-

дом ПЦР

праймеры 
burt1s-

burt2as для 
обнаруже-

ния ДНК b. 
thailandensis

реагенты для 
детекции и 
типирова-
ния генов 
β-лактамаз 
патогенных 
burkholderia 
spp. в форма-
те мультило-
кусной ПЦР

Результаты исследований, полученные через 5–6 ч после поступления проб на исследование
Отрицательные 
пробы

- - - - - - - - -

Серия1
b. cepacia - - - - - - + - +
Серия 2
b. thailandensis + - - - - - - + +
Серия 3
b. pseudomallei + - - + + + - + +

Результаты исследований, полученные через 48–72 ч на этапе идентификации чистых культур
Отрицательные 
пробы

- - - - - - - - -

Серия 1
b. cepacia - - - - - - + +
Серия 2
b. thailandensis + + + - - - - + +
Серия 3
b. pseudomallei + + + + + + - + +

П р и м е ч а н и е . (-) – отрицательный результат; (+) – положительный результат.
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всеми исходными пробами (см. таблицу). Через 72 ч на этапе 
идентификации при работе со взвесями чистых культур (кон-
центрация 1 · 107–109 м.кл./мл), изолированных из серий проб 3 
и 4, апробированы 2 варианта экспериментальной тест-системы, 
описанные выше. С одним из них достигнута чувствительность 
1 · 107 м.кл./мл в детекции штаммов B. pseudomallei при отри-
цательном результате реакции с клетками B. thailandensis, с дру-
гим вариантом, наоборот, выявлялись штаммы B. thailandensis в 
концентрации 5 · 106 м.кл./мл. Результаты исследований свиде-
тельствовали о недостаточной чувствительности эксперимен-
тального набора для ТИФМ. Данные тест-системы могут быть 
рекомендованы в качестве средства обнаружения растворимых 
антигенов возбудителя мелиоидоза на этапах идентификации и 
дифференциации выделенных культур буркхольдерий ii и iii–
iv групп патогенности.

При использовании вариантов ПЦР-анализа на этапе ин-
дикации через 5 ч получен положительный результат отно-
сительно наличия возбудителей в пробах 2, 3, 4 и определен 
вид микроорганизма во всех пробах (см. таблицу).

Праймеры burt1s-burt2as, помимо ДНК B. thailandensis, с 
высокой чувствительностью обнаруживали ДНК возбудите-
лей сапа и мелиоидоза, поэтому вид микроорганизма в про-
бах серии 3 установлен методом вычитания результатов ам-
плификации, полученных в реакции с другими праймерами.

Использование наборов реагентов с гибридизационно-
флюоресцентной детекцией позволило получить результат 
на 1–1,5 ч быстрее, так как при таком способе детекции ис-
ключается этап электрофореза. Флюоресцентные технологии 
более безопасны и способствуют снижению риска контами-
нации продуктами ПЦР, поскольку при регистрации резуль-
татов не открываются пробирки после этапа амплификации.

Большой диагностический интерес представляли ре-
зультаты с экспериментальным «Набором реагентов для де-
текции и типирования генов устойчивости к антибиотикам 
β-лактамного ряда у патогенных бактерий рода Burkholderia с 
помощью мультиплексного ПЦР- анализа». Результаты испы-
таний свидетельствовали о диагностической эффективности, 
чувствительности и специфичности тест-системы. Данный 
набор при использовании отличался экономичностью рас-
ходования реагентов, экспрессностью и информативностью 
в получении результатов и позволил при одномоментной 
постановке ПЦР осуществить идентификацию и дифферен-
циацию всех 3 видов близкородственных микроорганизмов 
уже на первом этапе через 6 ч. Проведенная ранее апробация 
мультилокусной тест-системы на широком наборе штаммов 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis и штаммов различ-
ных геномоваров cepacia-комплекса продемонстрировала 
возможность дифференциации различных видов рода Burk-
holderia по набору генов β-лактамаз молекулярных классов 
b и d, а также отсутствие детекции ДНК видов отдаленной 
гетерологии (псевдомонады, вибрионы, различные виды эн-
теробактерий, грамположительные кокки и бациллы) [1].

При проведении СИ ПБА, положительные результаты 
МФА и ПЦР дали основание установить наличие в пробах 
серии 4 возбудителя мелиоидоза. С помощью различных ва-
риантов ПЦР через 5–6 ч после поступления проб на иссле-
дование проведена идентификация до видов B. pseudomallei, 
B. thailandensis, B. cepacia в пробах серии 2, 3 и 4 и получен 
предварительный ответ.

Бактериологическое исследование воспроизведено в 
традиционном виде для всех неферментирующих глюкозу 
грамотрицательных бактерий и дало возможность идентифи-
цировать В. cepacia, В. thailandensis, В. pseudomallei в соот-
ветствующих пробах через 72 ч. После идентификации выде-
ленных культур и повторного исследования проб с помощью 
перечисленных выше методов получен окончательный ответ 
с указанием вида буркхольдерий (см. таблицу).

Заключение. При проведении СИ ПБА основными регла-
ментированными методами являются МФА, РНГА, ТИФМ и 
ПЦР [7]. Предусмотренные ими диагностические препараты 
должны обеспечивать в кратчайшие сроки установление ви-

довой принадлежности возбудителя, что особенно важно в 
условиях чрезвычайных ситуаций, вызванных вспышками 
опасных инфекционных заболеваний.

Сравнительные испытания имеющихся медицинских им-
мунобиологических препаратов (МИБП) показали, что в пер-
вые часы от момента поступления проб выявление В. pseudo-
mallei и филогенетически близких видов буркхольдерий с 
помощью иммунологических методов РНГА, МФА, ТИФМ 
недостаточно эффективно, поскольку МФА не позволил 
идентифицировать буркхольдерии ii и iii–iv групп патоген-
ности, а РНГА и ТИФМ с испытуемыми наборами реагентов 
– обнаружить буркхольдерии в пробах с низкой концентра-
цией бактерий. Основным недостатком бактериологического 
метода являлась длительность анализа, для выполнения ко-
торого в полном объеме требовалось 3–4 сут.

Большое значение при диагностике мелиоидоза могут 
представлять молекулярно-генетические методы, главным 
образом различные варианты ПЦР. Диагностические воз-
можности наборов реагентов для различных вариантов ПЦР 
значительно превышали соответствующие показатели чув-
ствительности и специфичности для иммунологических 
методов, а диагностическая ценность (за счет отсутствия 
ложноположительных результатов) была выше по основным 
показателям. После завершения этапов сравнительных испы-
таний и государственной регистрации данные тест-системы 
могут быть рекомендованы в качестве средств экспресс-
обнаружения возбудителя мелиоидоза и дифференциации 
буркхольдерий ii и iii–iv групп патогенности.

Вышеизложенное объективно обосновывает необходи-
мость более широкого использования ПЦР в рамках дея-
тельности Референс-центра по мониторингу за возбудите-
лями сапа и мелиоидоза и лабораторий различного уровня 
на этапах индикации проб, подозрительных на зараженность 
патогенными бактериями рода Burkholderia. Дальнейшие 
контрольные сравнительные испытания наборов реагентов 
для различных вариантов ПЦР на широком наборе штаммов 
гомологичных и гетерологичных видов микроорганизмов 
позволят принять окончательное решение об их преимуще-
ствах и алгоритмах их применения в схемах лабораторной 
диагностики патогенных буркхольдерий.
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СПОСОБ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКИ САЛЬМОНЕЛЛЕЗНОГО И ОСТРОГО 
АЛКОГОЛЬНОГО ГАСТРОЭНТЕРИТОВ

Кафедра инфекционных болезней и эпидемиологии ГБОУ вПО «Тверская государственная медицинская академия» 
Минздрава РФ, 170100, Тверь

Цель исследования – разработка способа дифференциальной диагностики сальмонеллезного и алкогольного гастро-
энтеритов на основе фосфолипидного спектра сыворотки крови. Исследовали показатели фосфолипидных фракций сы-
воротки крови у 50 здоровых, 50 больных острым алкогольным гастроэнтеритом (ОАГЭ) и 50 больных сальмонеллезным 
гастроэнтеритом (СГЭ). Изучено относительное содержание следующих фракций общих фосфолипидов: суммарных 
лизофосфолипидов (ЛФЛ), сфингомиелина, фосфатидилхолина (ФХ), фосфатидилэтаноламина (ФЭ). Фосфолипидный 
спектр сыворотки крови может быть использован для дифференциальной диагностики СГЭ и ОАГЭ. Нарушения ме-
таболизма липидов при данных патологических состояниях носят разнонаправленный характер. СГЭ характеризуется 
снижением по сравнению с нормой относительного содержания ЛФЛ и повышением уровня ФХ, ОАГЭ – повышением 
относительного содержания ЛФЛ, ФЭ и снижением уровня ФХ.
Содержание в сыворотке крови ЛФЛ ниже 35% или 30 мг% позволяет диагностировать ОАГЭ. Содержание в сыворот-
ке крови ФХ выше 40% или 50 мг% позволяет диагностировать СГЭ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  сальмонеллез; алкоголь; гастроэнтерит; фосфолипиды.

V.K. Makarov, P.V. Makarov
The mode of differenTial diagnosTic of and acuTe alcoholic gasTroenTeriTis

The Tver state medical academy of Minzdrav of Russia, Tver, Russia
The study was carried out to develop mode of  differential diagnostic of salmonella and acute alcoholic gastroenteritis on the 
basis of phospholipid specter of blood serum. The indicators of phospholipid fractions of blood serum were analyzed in 50 
healthy persons, 50 patients with  acute alcoholic gastroenteritis and 50 patients with salmonella gastroenteritis were analyzed. 
The relative content of following fractions of whole phospholipids were analyzed - total lysophospholipids, sphyngomiyelin, 
phosphatidсholine, phosphatidyletanolamin. The phospholipid spectrum of blood serum can be applied in differential diagnostic 
of salmonella gastroenteritis and acute alcoholic gastroenteritis. The disorders of metabolism of lipids under given pathological 
conditions have a multidirectional character. The salmonella gastroenteritis is characterized by decreasing of relative content 
of total lysophospholipids and increasing of phosphatidсholine as compared with standard conditions. The acute alcoholic 
gastroenteritis is characterized by increasing of relative content of total lysophospholipids and phosphatidсholine and decreasing 
of level of phosphatidсholine. The content of total lysophospholipids in blood serum is lower on 35% or 30.0 mg% permits 
diagnosing acute alcoholic gastroenteritis. The content of phosphatidсholine in blood serum higher than 40% or 50 mg% permits 
diagnosing salmonella gastroenteritis.

K e y w o r d s :  salmonellesis; alcohol; gastroenteritis; phospholipids.
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Введение. Сальмонеллез встречается во всех регионах 
мира [17] и занимает значительное место среди всего этио-
логического спектра диарейных заболеваний [2]. Заболевае-
мость в РФ сальмонеллезами продолжает расти [10], нанося 
значительный экономический ущерб. Наиболее частым кли-

ническим вариантом течения сальмонеллеза является гастро-
энтеритический вариант гастроинтестинальной формы. В 
клинике наблюдаются интоксикационный, диспептический 
и диарейный синдромы, проявляющиеся тошнотой, рвотой, 
болями в животе, частым обильным водянистым жидким 
стулом [12]. Диагноз подтверждается бактериологическим 
методом, на что требуется от 3 до 5 дней [3].

Помимо инфекционной этиологии, причиной 
гастроэнтеритов может быть токсическое воздействие 
алкоголя [5]. Алкогольная ситуация в РФ характеризуется 
как критическая, потому что потребление алкоголя в России 
расценивается как избыточное [9]. Для острого алкогольного 


