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Разработаны экспериментальные серологические тесты для определения противотуляремийных антител у людей 
в форматах иммунохроматографии (ИХ-тест ЛПС Ft15) и иммуноферментного анализа (ИФА ЛПС Ft15) с исполь-
зованием в качестве антигена высокоочищенного ЛПС F. tularensis 15 НИИЭГ. Проведён анализ чувствительности и 
специфичности разработанных тестов и коммерческого туляремийного диагностикума РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ 
(производства Ставропольского научно-исследовательского противочумного института) в сравнении с коммерческим 
референс-диагностикумом, зарегистрированным в РФ для количественного определения туляремийных IgG человека – 
ELISA classic Francisella tularensis IgG SERION, Германия (ELISA IgG SERION). Исследование проб сывороток крови 
людей, вакцинированных против туляремии, показало, что чувствительность и специфичность детекции противотуля-
ремийных антител с помощью ИФА ЛПС Ft15 при сравнении с ELISA IgG SERION составили 97,7 и 100%. При определе-
нии противотуляремийных антител диагностикумом ИХ-тест ЛПС Ft15 данные параметры составили по сравнению с 
ELISA IgG SERION 94,3 и 100%. Чувствительность и специфичность РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ составили по сравне-
нию с ELISA IgG, SERION 59,1 и 80%.
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Введение. Туляремия – зоонозная природно-очаговая 
инфекция, вызываемая грамотрицательной коккобацил-
лой Francisella tularensis. Высокая восприимчивость 
для человека и значительная летальность (26,8%) [1] 
при отсутствии мер противодействия являются причи-
ной отнесения туляремии к особо опасным инфекциям 
и потенциальным рецептурам для биологического ору-
жия [2–4]. Распространённость переносчиков (мышей) 
в лесных и лесостепных ландшафтах, доминирующих 
на территории РФ, обусловила существование ряда 
природных очагов туляремии, в которых, несмотря на 
вакцинопрофилактику, ежегодно отмечаются споради-
ческие и эпидемические случаи заболевания среди на-
селения (МУ 3.1.2007-05 Эпидемиологический надзор 
за туляремией). В последней крупной вспышке в Ханты-
Мансийском автономном округе зарегистрировано более 
1000 случаев заболеваний человека преимущественно в 
язвенно-некротической форме [5, 6]. При расследова-
нии вспышки использованы такие методы лаборатор-
ной диагностики туляремии, как аллергические пробы 
с тулярином и серологические тесты в формате РНГА 
[7], что указывает на недостаточную обеспеченность 
практического здравоохранения средствами диагности-
ки туляремии. Подтверждение диагноза туляремии мо-
жет быть получено путём выделения чистой культуры 
из клинических образцов, методом полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР), при помощи серологических реак-
ций, показывающих наличие специфических антител к 
возбудителю туляремии в сыворотках пациентов [8, 9]. 
Выделение чистой культуры из крови пациентов с бак-
териемией даёт положительный результат не более чем 
у 10% пациентов [10]. Зачастую это связано с тем, что 
клинические образцы получают уже после проведения 
антибактериальной терапии. Результаты ПЦР-анализа 
могут быть использованы для подтверждения диагно-
за туляремии в случае обнаружения ДНК возбудителя 
в отделяемом кожных язв и в конъюнктивальных или 
глоточных экссудатах [8, 9]. Отсутствие специализи-
рованных ПЦР-лабораторий, имеющих разрешение на 
проведение работ с бактериальными агентами I–II групп 
биологической опасности, к которым относится данный 
возбудитель [11], сложность выделения чистой культу-
ры туляремийного микроба, приводит к тому, что по-
становка диагноза туляремии чаще всего основывается 
на результатах серологических анализов. Всё это делает 
актуальным для диагностики туляремии совершенство-
вание методов выявления антитуляремийных антител в 
крови у людей и животных, применимых как для поста-
новки предварительного диагноза, так и для оценки на-
пряжённости поствакцинального иммунитета и прове-
дения эпидемиологического мониторинга в эндемичных 
районах. В действующих МУ «Эпидемиологический 
надзор за туляремией» 2011 г. предписывается исполь-
зовать целый ряд серологических тестов на антитуляре-
мийные антитела: реакцию непрямой гемагллютинации 
(РНГА), реакцию агллютинации (РА), метод флуорес-
цирующих антител (МФА), иммуноферментный анализ 

(ИФА), реакцию нейтрализации антител (РНАт) (МУ 
3.1.2007-05 Эпидемиологический надзор за туляреми-
ей) [12], однако в РФ для определения антитуляремий-
ных антител доступен только один зарегистрированный 
коммерческий туляремийный диагностикум – РНГА-
Тул-Аг-СтавНИПЧИ (производства Ставропольского 
научно-исследовательского противочумного института). 
РНГА является простой в применении и подходит для 
исследования клинических образцов, полученных от 
человека и животных, для постановки данной реакции 
требуется от 6 до 24 ч; по некоторым данным литературы 
она недостаточно чувствительна [13, 14]. РНГА недоста-
точно специфична и может давать ложноположительные 
результаты при исследовании сывороток переболевших 
или больных некоторыми другими инфекциями, в част-
ности бруцеллёзом [15, 16].

Наиболее распространёнными форматами сероло-
гических тестов в мире являются иммуноферментный 
анализ (ИФА) и иммунохроматографический анализ 
(ИХ). Проведение ИФА требует оборудования, квали-
фицированного персонала и занимает не менее 3–6 ч, 
но даёт возможность количественной оценки и обеспе-
чивает высокую аналитическую чувствительность. ИХ 
подходит для быстрой оценки наличия иммунитета (по-
ложительная реакция при титре сыворотки от 1:400) и 
может применяться в условиях плохо оснащённой лабо-
ратории, фельдшерского пункта, у постели больного, в 
полевых условиях при работе в природных очагах туля-
ремии. Результаты работ указывают на эффективность 
применения ИФА и ИХ для детекции специфических 
антитуляремийных антител в сыворотках крови челове-
ка [13, 17–20]. В большинстве из указанных работ для 
детекции антител использованы экспериментальные се-
рии тестов и лишь в двух - коммерческие тесты: ИФА 
тест-система – ELISA classic Francisella tularensis IgG 
(SERION, Германия) и ИХ тест-система – VIRapids (San-
ta Fé, Испания) [17, 18]. В РФ к началу 2018 г. коммер-
ческие туляремийные серологические диагностикумы 
в форматах ИФА или ИХ не производятся, что делает 
весьма актуальными задачи по их разработке.

Поскольку при туляремии антительный иммунный 
ответ в основном направлен на иммунодоминантные 
эпитопы липополисахарида F. tularensis (ЛПС) [21, 22], 
использование стандартного очищенного туляремийно-
го ЛПС в ИФА-диагностикумах и ИХ-тестах позволи-
ло достичь высоких показателей их чувствительности, 
специфичности, воспроизводимости [13, 23].

Цель исследования – разработка отечественных ту-
ляремийных серологических диагностикумов в форма-
тах ИХ (ИХ-тест ЛПС Ft15) и ИФА (ИФА ЛПС Ft15) с 
использованием в качестве антигена высокоочищенно-
го ЛПС F. tularensis 15 НИИЭГ (ЛПС Ft15). В качестве 
референс-диагностикума использован зарегистрирован-
ный в РФ коммерческий ИФА-диагностикум для коли-
чественного определения туляремийных IgG человека 
– ELISA classic Francisella tularensis IgG (SERION, Гер-
мания).
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Материал и методы. Образцы сывороток. Условно 
положительные сыворотки (от людей, вакцинированных 
против туляремии) в количестве 94 образцов (n = 94) 
предоставлены сотрудниками противочумной станции 
(ПЧС) г. Горно-Алтайск (Республика Алтай). Данные 
сыворотки получены от людей, год назад вакцинирован-
ных живой туляремийной вакциной. В качестве отрица-
тельных контролей использовали сыворотки от здоро-
вых людей в количестве 15 образцов (n = 15).

Получение препарата ЛПС. Выделение ЛПС про-
водили методом экстракции по Westphal [1965] [24]. 
Для экстракции бактериальные клетки F. tularensis 15 
НИИЭГ прогревали при температуре 68ºC в 45% водном 
растворе фенола. После охлаждения смесь центрифуги-
ровали для разделения фаз. Водную фазу, содержащую 
ЛПС, осторожно отбирали и диализовали против дис-
тиллированной воды в течение четырёх суток, контро-
лируя процесс диализа путём определения изменения 
(уменьшения) значения оптической плотности раствора 
при длине волны 260 нм [25]. Очистку препаратов ЛПС 
от примесей нуклеиновых кислот проводили с исполь-
зованием ферментов: ДНКазы и РНКазы. Инкубировали 
растворы ЛПС при температуре 37ºC в течение 3–18 ч в 
присутствии трис-HCl до 10 мМоль (pH 7,2), сульфата 
магния до 10 мМоль, ДНКазы, РНКазы до 100 мкг/мл. 
Процесс гидролиза нуклеиновых кислот контролиро-
вали спектрометрически и по окрашиванию бромидом 
этидия электрофоретически разделённых образцов. Для 
очистки препаратов от белковых примесей использова-
на протеиназа К (Sigma) в концентрации от 10 мкг/мл 
до 100 мкг/мл, инкубацию вели при температуре 65ºC в 
течение 3–5 ч. После обработки ферментами проводи-
ли диализ препаратов против дистиллированной воды 
в течение дня со сменой воды каждые 2 ч. Для заклю-
чительной очистки ЛПС использовали ультрацентрифу-
гирование при 100 тыс. g, которое проводили не менее 
четырёх раз, контролируя снижение содержания нукле-
иновых кислот в супернатанте по уменьшению оптиче-
ской плотности при 260 нм [26]. Очищенные препараты 
ЛПС лиофилизировали.

Определение примесей в препаратах ЛПС. Электро-
форетический контроль препаратов ЛПС проводили по 
U. Laemmli [27] и О. Остерману [28] в 15% SDS-ПААГ. 
Для визуализации ЛПС гели окрашивали аммиачным 
раствором оксида серебра после окисления йодной кис-
лотой в соответствии с рекомендациями C. Tsai и C. Frash 
[29]. Для визуализации белковых примесей использова-
ли Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva). Концентрацию 
белков определяли по M. Bradford [30] и O. Lowry [31]. 
Содержание нуклеиновых кислот определяли спектро-
фотометрически, измеряя оптическую плотность при 
260 нм [26], и дополнительно по окрашиванию препара-
тов бромидом этидия после электрофоретического раз-
деления в 0,7% агарозном геле. Содержание белковых 
примесей в препаратах не превышало 3%, нуклеиновые 
кислоты отсутствовали.

Иммуноферментный анализ с использованием экспе-
риментального диагностикума (ИФА ЛПС Ft15). Ана-
лиз проводили по стандартной методике [32]. В качестве 
антигена, сорбированного на планшет, использован полу-
ченный, как описано выше, ЛПС Ft15, который адсорби-
рован на иммунологические планшеты средней степени 
адсорбции (Nunc, Дания) в концентрации 1мкг на лунку в 
карбонат-бикарбонатном буфере рН 9,6 при температуре 
4ºС в течение 18 ч. Свободные центры связывания блоки-

ровали 5% раствором сухого обезжиренного молока (Fluka, 
Швейцария) в течение 30 мин при 37ºС. Сыворотки (в ис-
ходном разведении 1:200) исследовали параллельно в двух 
рядах с двукратным шагом титрования. Планшеты с сыво-
ротками инкубировали при 37ºС в течение 1 ч с последую-
щей четырёхкратной отмывкой 0,05% фосфатно-солевым 
раствором с твин-20 (ФБР-Т). Для выявления связанных 
антител использовали антиглобулиновую сыворотку козы 
против IgG человека, конъюгированную с пероксидазой 
хрена (ИМТЕК, Россия), в рабочем разведении 1:10000. 
Планшеты с антиглобулиновой сывороткой инкубировали 
при 37ºС в течение 30 мин с последующей четырёхкратной 
отмывкой ФБР-Т. Для визуализации реакции использовали 
субстрат для пероксидазы TMB (Pierce). Учёт результатов 
проводили на спектрофотометре «Униплан» («Пикон», 
Россия) при длине волны 450 нм.

При постановке ИФА на каждом планшете предусма-
тривали следующие контроли: отрицательная сыворотка 
в исходном разведении 1:200, положительная сыворотка 
в исходном разведении 1:200, контроль конъюгата, кон-
троль субстратной смеси. За титр сыворотки принимали 
разведение, оптическая плотность которого при 450 нм 
(ОП450) превышала ОП450 отрицательной сыворотки в том 
же разведении не менее чем в 2 раза. Положительными 
считались сыворотки с титром 1:400 и выше. Сыворот-
ки с титром 1:200 интерпретировали как сомнительный 
результат.

Иммуноферментный анализ с использованием ком-
мерческого диагностикума (ELISA IgG, SERION). Диа-
гностикум «ELISA classic Francisella tularensis IgG» 
SERION, Германия; регистрационное удостоверение 
№ ФСЗ 2012/12631 от 30.07.2012 (срок годности до 02. 
2018) позволяет количественно определять человече-
ские IgG к туляремийному ЛПС. Анализ проводили в 
соответствии с инструкцией производителя –SERION, 
Германия.

РНГА. Для постановки РНГА использовали диагно-
стикум РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ (серия 1-17, срок 
годности до 02. 2018) производства Ставропольского 
научно-исследовательского противочумного института 
(Россия), согласно инструкции производителя.

Конструирование и изготовление эксперименталь-
ных образцов (ИХ-тест ЛПС Ft15) . При изготовлении 
ИХ-тестов основными технологическими этапами яв-
ляются: получение/выбор материалов, золотоконъюга-
та, организация тестовой (содержащей антиген) и кон-
трольной (содержащей рецептор к золотоконъюгату) 
зон. В тестовой зоне могут накапливаться специфиче-
ские антитела против антигена (при их наличии в про-
бе) и золотоконъюгат, в контрольной (независимо от 
наличия антител в пробе) –золотоконъюгат, что и обе-
спечивает визуализацию результата. Выбор материалов 
проводили, учитывая следующие параметры: сорбци-
онную ёмкость мембран, однородность формирующих-
ся тестовых (Т) и контрольных (С) зон, равномерность 
продвижения фронта жидкости при анализе, уровень не-
специфической сорбции золотоконъюгата на мембране. 
Для формирования тестовой зоны использован получен-
ный как описано выше ЛПС Ft, для контрольной – кро-
личьи антитела IgG (ИМТЕК, Россия). Растворы ЛПС 
Ft и антител наносили диспенсером («IsoFlow», Imagine 
Technology, США) на нитроцеллюлозную мембрану 8 
мкм в концентрации 0,5 мг/мл со скоростью нанесения 
4 мм/с и объёмом 0,2 мкл/мм. В качестве стабилизиру-
ющих добавок использовали 10% глицерин, 1% БСА и 
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0,01% азид натрия. Раствор золотоконъюгата, конъюги-
рованного с белком G (Arista Вiologicals, США) наноси-
ли на стекловолоконные фильтры со скоростью 8 мм/с 
в объёме 1,6 мкл/мм. Мембраны после формирования 
(Т) и (С) зон подклеивали к фильтру с золотоконъюга-
том, сорбирующей и поглощающей подушечкам (MDI, 
Индия), сушили на воздухе при 25% влажности и при 
температуре 300С. Мембраны нарезали с помощью на-
резчика стрипов (Index Cutter, США) на полоски шири-
ной 0,5 см. Полоски герметично упаковывали и хранили 
до использования при температуре 40С.

При постановке ИХ сыворотку крови человека пред-
варительно разводили в 10 раз в 0,1 мл ФБР, вносили 
в лунку 96-луночного планшета и помещали в неё ИХ-
тест. Учёт результатов проводили через 30 мин и интер-
претировали по следующим критериям:

– положительный результат (наличие видимых гла-
зом окрашенных линий в зоне С и Т;

– отрицательный результат (наличие окрашенной ли-
нии только в зоне С);

– тест не работает (отсутствие линии в зоне С даже 
при наличии окрашенной линии в зоне Т или отсутствие 
окрашенной линии в зоне С и в зоне Т).

Результаты и обсуждение. Протестировано 109 
сывороток крови людей (от вакцинированных против 
туляремии, n = 94, и от здоровых доноров, n = 15). Вы-
явление антитуляремийных антител в сыворотках крови 
проводили с помощью экспериментальных серодиаг-
ностикумов ИХ-тест ЛПС Ft15 и ИФА ЛПС Ft15 и за-
регистрированного в РФ отечественного туляремийно-
го серодиагностикума РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ. В 
качестве референс-диагностикума использован заре-
гистрированный в РФ ИФА-диагностикум для количе-
ственного определения IgG человека к ЛПС Francisella 
tularensis производства SERION, Германия. По результа-
там полученных экспериментальных данных проведён 

сравнительный анализ чувствительности и спец-
ифичности различных диагностикумов. Резуль-
таты сравнительных исследований представлены 
в табл. 1.

Представленные в табл.1 данные свидетель-
ствуют о том, что ИФА ЛПС Ft15 и ИХ-тест ЛПС 
Ft15 лишь незначительно уступают референс-
диагностикуму ELISA IgG, SERION по чувстви-
тельности (ИФА на 2,1%, ИХ-тест на 5,3%). 
Более низкая чувствительность ИХ-тестов, обу-
словлена, вероятно, тем, что для данных тестов 
предел определения соответствует титрам анти-
туляремийных антител в ИФА 1:400.

Полученные в 6,4% случаев отрицательные 
результаты в группе сывороток вакцинированных 
людей (см. табл. 1), помимо чувствительности 

диагностикума, могут быть объяснены тем, что коли-
чество специфических антител в сыворотке крови вак-
цинированных зависит от качества вакцинации, сроков 
забора проб сывороток, индивидуальных особенностей 
иммунного ответа, когда, например, клеточно- опосре-
дованный иммунитет, стимулируемый преимуществен-
но антигенами белковой природы, может преобладать 
над гуморальным иммунитетом и не наблюдается кор-
реляции между напряжённостью клеточного ответа и 
уровнем синтезируемых антител. [33–36].

Полученные данные позволили оценить чувстви-
тельность и специфичность ИФА ЛПС Ft15, ИХ-тест 
ЛПС Ft15 и РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ относительно 
референс- диагностикума ELISA IgG, SERION (табл. 2).

Относительную чувствительность оценивают как 
способность диагностического метода давать истинный 
результат и определяют как отношение положительных 
результатов, определяемых экспериментальной тест-
системой, к положительным результатам референсной 
тест-системы [37]. Соответственно под специфично-
стью понимают способность диагностического метода 
не давать ложноположительных результатов [37]. Расчёт 
относительной чувствительности проводят по формуле 
1, относительной специфичности – по формуле 2.

                                   N полож. тестируемых
Чувствительность = ––––––––––––––––––––––––,  (формула 1)
                                    N полож. референс "SERION" 

где N полож. тестируемых – количество положи-
тельных результатов при определении специфических 
антител в сыворотках тестируемых тест-систем, N по-
лож. референс «SERION» – количество положительных 
результатов при определении специфических антител в 
сыворотках тестируемых референсной системой «ELISA 
IgG, SERION».

                                N отриц.. тестируемых
Специфичность = ––––––––––––––––––––––––––,  (формула 2)
                                N отриц. референс "SERION"   

где N отриц. тестируемых – количество отрицатель-
ных результатов при определении специфических анти-
тел в сыворотках тестируемых тест-системам;

N полож. референс «ELISA IgG, SERION» – коли-
чество отрицательных результатов при определении 
специфических антител в сыворотках тестируемых ре-
ференсной системой ELISA IgG, SERION.

Как видно из табл. 2, оба экспериментальных теста 
показывают 100% специфичность. Чувствительность 
экспериментальной «ИФА ЛПС Ft15» по отношению к 
референсной «ELISA IgG, SERION» составила 97,7%, 
а чувствительность «ИХ-тест ЛПС Ft15» – 94,3%. Чув-

Т а б л и ц а  1
Результаты анализа сывороток крови вакцинированных против  

туляремии и здоровых людей на наличие антитуляремийных антител, 
полученные с помощью различных диагностикумов

Диагностикум

Количество исследованных сывороток, абс (%)
вакцинированных про-
тив туляремии (n = 94)

здоровых  
доноров (n = 15)

Положи-
тельная 
реакция

Отрица-
тельная 
реакция

Положи-
тельная 
реакция

Отрица-
тельная 
реакция

ИФА ЛПС Ft15 86 (91,5%) 8 (8,5%) 0 (0%) 15 (100%)
ИХ-тест ЛПС Ft15 83 (88,3%) 11 (11,7%) 0 (0%) 15 (100%)
РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ 52 (55,3%) 42 (44,7%) 3 (20,0%) 12 (80,0%)
ELISA IgG, SERION 88 (93,6%) 6 (6,4%) 0 (0%) 15 (100%)

Т а б л и ц а  2
Чувствительность и специфичность экспериментальных тест-
систем и РНГА относительно чувствительности коммерческой 
ИФА тест-системы при выявлении антитуляремийных антител 

в сыворотках крови вакцинированных людей

Тест-система Чувствительность, 
%

Специфичность, 
%

ИФА ЛПС Ft15 97,7 100
ИХ-тест ЛПС Ft15 94,3 100
РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ 59,1 80
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ствительность «РНГА-Тул-Аг-СтавНИПЧИ» оказалась 
относительно низкой – всего лишь 59,1% при специфич-
ности в 80%, Наиболее чувствительным методом анали-
за, как показало исследование, является ИФА. Результа-
ты, полученные с использованием экспериментальной 
и коммерческой ИФА тест-систем, наиболее близки во 
всех исследованных группах. «ИХ-тест ЛПС Ft15» при 
высокой специфичности показал в исследовании чув-
ствительность, несколько меньшую, чем ИФА. С учётом 
простоты проведения и быстроты получения результа-
тов (30 мин) ИХ-тест имеет большие перспективы для 
широкого использования в эпидемиологических иссле-
дованиях.

Более низкие показатели чувствительности и спец-
ифичности РНГА-диагностикума могут быть связаны 
с тем, что для изготовления сенсибилизированных эри-
троцитов –  основного компонента РНГА, используют 
целые клетки Francisella tularensis. При конъюгации 
бактерий с эритроцитами могут повреждаться те эпито-
пы ЛПС, к которым выработаны антитела, что снижает 
способность сенсибилизированных эритроцитов взаи-
модействовать со специфическими иммуноглобулина-
ми сывороток и снижает показатель чувствительности. 
На поверхности бактерий остаётся активным ряд не-
специфических эпитопов, общих для некоторых грамо-
трицательных микроорганизмов, в частности бруцелл, 
иерсиний, эшерихий, что обусловливает перекрестные 
реакции с соответствующими сыворотками и ведёт к 
снижению специфичности. Цельные бактериальные 
клетки с трудом поддаются стандартизации, что ухуд-
шает воспроизводимость реакции от партии к партии 
производимого диагностикума [14; 38].

Можно сделать вывод о том, что благодаря простоте 
и достаточно высокой чувствительности разработанные 
ИХ- и ИФА-тесты можно использовать при контро-
ле эффективности вакцинации больших групп людей 
и расследовании вспышек туляремии. Использование 
ИХ-тестов на основе ЛПС Ft позволит без специального 
оборудования и наличия квалифицированного персона-
ла быстро выявлять антитела к возбудителю туляремии 
в сыворотках людей с диагностически значимыми ти-
трами ИФА (1:400 и выше). Применение таких тестов 
для экспресс-диагностики туляремии открывает новые 
перспективы в решении задач практического здравоох-
ранения, в частности, они могут  использоваться для 
проведения эпидемиологических исследований, сероло-
гических исследований в полевых условиях, у постели 
больного. С учётом подтверждённой в данной работе 
перспективности ИХ-теста на основе ЛПС Ft15 для се-
родиагностики туляремии запланирована подготовка его 
для проведения испытаний и государственной регистра-
ции.
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