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Н астоящ ий обзор посвящ ен анализу основных достиж ений российских и зарубежных учены х в области 
разработки иммунодиагностических методов обнаружения FranciseПa tularensis и специфических сывороточных 
антител. Обсуждаю тся наиболее важные вопросы, связанные с перспективами конструирования современных 
эффективных тест-систем  для иммунодиагностики туляремии.
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Крупные вспышки и спорадические случаи ту­
ляремии, относящейся к особо опасным возвращаю­
щимся инфекционным болезням, периодически ре­
гистрируются во многих странах мира, в том числе 
в России [3, 13, 30]. Сохранение эпизоотически ак­
тивных природных очагов, вероятность применения 
FranciseUa tularensis при биотеррористических актах 
[24, 29], сложность постановки клинического диа­
гноза обусловливают необходимость совершенство­
вания лабораторной диагностики этой инфекции. 
Несмотря на многообразие разрабатываемых мето­
дов на практике предпочтение, как правило, отдается 
иммунодиагностическим, характеризующимся экс- 
прессностью, высокой специфичностью и чувстви­
тельностью, а также ввиду возможности их исполь­
зования для исследования материала, непригодного 
для бактериологического анализа [8, 13, 19].

Иммунодиагностика туляремии складывается 
из индикации и идентификации возбудителя или его 
специфических антигенов и определения сывороточ­
ных антител у человека и восприимчивых животных.

среди иммуносерологических методов, приме­
няемых с целью обнаружения Е  tularensis, следует в 
первую очередь упомянуть такие классические тесты 
как реакция агглютинации (РА) и реакция непрямой 
гемагглютинации (РНГА), для постановки которых в 
настоящее время в РФ выпускается ряд сертифици­
рованных препаратов.

Идентификация туляремийного микроба в про­
бирочной РА и обнаружение его антигенов в реак­
ции кольцепреципитации проводится с применением 
«Сыворотки диагностической туляремийной сухой для 
РА» (ФГУЗ Иркутский НИПЧИ Сибири и Дальнего 
Востока, Иркутск). Несмотря на невысокую чувстви­
тельность РА, возможность перекрестного реагирова­
ния с бруцеллами в низких разведениях сыворотки, 
спонтанной агглютинации, а также необходимость 
выделения чистой культуры туляремийного микро­
ба, требующего значительных временных затрат, дан­
ный метод не утратил своего значения в лабораторной 
практике и продолжает совершенствоваться. Для по­
становки реакции суспензионной агглютинации (РСА) 
на стекле сконструирован антительный диагностикум 
на основе специальной матрицы с иммобилизован­

ными на ней туляремийными иммуноглобулинами. 
Чувствительность РСА с использованием получен­
ного препарата составила 3,125106 -  6,25106 м.к./мл, 
продолжительность -  1-5 мин [7].

Феномен агглютинации микроорганизма спец­
ифическими антителами, иммобилизованными на 
полимерных микрочастицах, лежит в основе реак­
ции агломерации объемной (РАО), для постановки 
которой используют сертифицированный препарат 
«Диагностикум туляремийный иммуноглобулино­
вый полимерный сухой для РАО», выпускаемый 
Ростовским-на-Дону НИПЧИ [19]. Данный тест реко­
мендуется для идентификации и индикации Е  Ш1агвп- 
sis и его антигенов в чистых культурах, полевом мате­
риале, объектах внешней среды; его чувствительность 
составляет 106 м.к./мл. Преимущество РАО перед РА 
заключается в большей чувствительности и наглядно­
сти первой, однако технически она немного сложнее, 
так как ставится микрометодом в планшетах для им­
мунологических реакций, а не на стекле.

К методам ускоренной детекции туляремийного 
микроба относятся РНГА и реакция нейтрализации 
антител (РНАт). Для выявления туляремийного анти­
гена при исследовании органов животных, погадок 
птиц и помета хищных млекопитающих, субстрата 
гнезд, почвы и т.п. одной из наиболее эффективных 
и специфичных серологических реакций считают 
РНАт с туляремийным антигенным эритроцитарным 
диагностикумом [14, 19]. Последний выпускался в 
России в середине 90-х годов прошлого столетия, но 
в настоящее время снят с производства.

Альтернативнымиммуносуспензионнымметодом 
обнаружения возбудителя туляремии и его антигенов 
является РНГА с применением «Диагностикума эри­
троцитарного туляремийного иммуноглобулинового 
сухого» («48 ЦНИИ Минобороны России», Киров, 
ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ, Ставрополь). В дан­
ной реакции можно выявлять Е  tularensis в концен­
трации 3,12106 м.к./мл макрометодом и 6,25106 м.к./ 
мл микрометодом. По данным М.Ф.Шмутера и др. 
[18], реакция пассивной (непрямой) гемагглютина- 
ции (РПГА) с туляремийным антительным эритро­
цитарным диагностикумом не только пригодна для 
обнаружения специфического антигена в микробных

12



ОБЗОРЫ

взвесях и суспензиях органов и тканей погибших от 
туляремии животных, но и позволяет косвенно судить 
о степени вирулентности исследуемых культур. Так, 
при тестировании убитых вирулентного Shu и авиру- 
лентного 21/400 штаммов F. tularensis положительный 
результат в РПГА с первой культурой отмечался в дозе 
105 м.к., тогда как со второй он был отрицательным 
даже в дозе 2 10 6 м.к. в 0,2 мл. Однако, несмотря на 
достоверность реакции гемагглютинации [18, 19], 
эритроцитарные диагностикумы имеют ограниченное 
применение из-за нестабильности входящих в их со­
став реагентов и меньшей чувствительности в сравне­
нии с другими, более современными иммунодиагно­
стическими тестами [9, 20].

Эффективным методом экспресс-индикации воз­
будителя туляремии является иммунофлуоресцент­
ный, успешному применению которого посвящено 
большое количество публикаций. он  эффективен 
для детекции туляремийного микроба в материале от 
больных [1], в желточных мешках куриных эмбрио­
нов [11], в органах экспериментально зараженных 
животных на разных этапах развития инфекции [5, 
14]. В настоящее время предприятием «Медгамал» 
(Москва) выпускается сертифицированный препарат 
«Иммуноглобулины диагностические флуоресци­
рующие туляремийные сухие, лиофилизат для диа­
гностических целей», официально рекомендованный 
для постановки реакции прямой иммунофлуорес­
ценции при проведении эпизоотологического иссле­
дования на туляремию и при исследовании патоло­
гического материала от больных. Метод позволяет 
выявлять как живые, так и мертвые клетки F. tularen­
sis в концентрации 109 м.к./мл [19]. Существенному 
повышению чувствительности иммунофлуоресцент­
ного метода (до 103 м.к./мл) способствует примене­
ние магнитных сорбентов, представляющих собой 
модифицированную декстраном пирогенную форму 
диоксида кремния с включенным магнитным мате­
риалом, с иммобилизованными на их поверхности 
иммуноглобулинами, выделенными из гипериммун­
ной туляремийной сыворотки [6]. Зарубежными ис­
следователями предложен основанный на флуорес­
ценции мультианалитический иммуносенсор для 
одновременного анализа нескольких образцов [31].

одним из вариантов флуоресцентного метода 
является липосомальный иммуноанализ. Описан 
простой и чувствительный метод выявления туля- 
ремийного О-антигена и антител к нему с помощью 
гомогенной тест-системы на основе липосом, сенси­
билизированных липополисахаридом (ЛПС) F. tula­
rensis [15]. Авторами показана возможность приме­
нения МКА, направленных к эпитопам О-цепи ЛПС 
F. tularensis [17], для достижения комплементзави- 
симого лизиса липосом. При этом чувствительность 
метода при определении ЛПС составила 50-100 нг/ 
мл, а при введении в систему, содержащую МкА, 
антител-активаторов -  5-10 нг/мл [15].

Люминесцентно-серологический метод обна­
ружения возбудителей бактериальных инфекций, в

том числе туляремии, заслуженно пользуется широ­
кой популярностью, так как обеспечивает быструю 
и точную детекцию специфического иммунного 
комплекса в исследуемом материале. Однако следу­
ет учитывать вероятность неспецифической, связан­
ной с отложением флуоресцирующих конъюгатов на 
различных тканевых структурах, включением метки 
в другие сывороточные белки, или нежелательной 
специфической, обусловленной наличием в конъю­
гате перекрестно реагирующих антител, флуорес­
ценции [8], и невозможность применения метода без 
соответствующего приборного обеспечения.

к  наиболее информативным современным им­
мунодиагностическим тестам для обнаружения F. tu- 
larensis, относятся различные варианты иммунофер­
ментного анализа (ИФА или ELISA, от англ. enzyme- 
linked immunosorbent assay), которые, будучи высоко­
чувствительными, отличаются воспроизводимостью, 
простотой постановки и учета результатов [8]. Так, 
ELISA, разработанный российскими учеными в 1988 г. 
для обнаружения туляремийного антигена в бакте­
риальных взвесях и органах зараженных животных, 
обладал чувствительностью 1 104 -  5 104 м.к./мл, что 
было на 1-2 порядка выше, чем у других используе­
мых в то время методов, таких как реакция иммуноф­
луоресценции, РПГА и РНАт [12]. Для детекции анти­
гена возбудителя туляремии в ELISA был предложен 
конъюгат иммуноглобулинов с пенициллиназой, тех­
ника приготовления которого проще чем пероксидаз- 
ного конъюгата. Тест достаточно чувствителен, осо­
бенно по отношению к препарату ЛПС F. tularensis, и 
позволяет выявлять 105 м.к. туляремийного микроба 
и 0,7-1,0 нг/мл ЛПС [10]. Благодаря использованию 
магнитного сорбента с иммобилизованными иммуно­
глобулинами из гипериммунной туляремийной сыво­
ротки отечественными авторами был разработан им­
муноферментный метод выявления корпускулярных 
антигенов туляремийного микроба, позволяющий об­
наружить 102 м.к./мл в течение 2 ч [6]. Классический 
сэндвич-ELISA лежит в основе белкового чипа, раз­
работанного для одновременной детекции множества 
опасных биоагентов, включая F. tularensis [27].

В конце 80-х годов XX века предприятием 
НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи выпускалась тест-система 
иммуноферментная для определения туляремийного 
антигена, предназначенная для детекции возбудите­
ля туляремии и выявления его ЛПС в количестве не 
менее 10 нг/мл в сэндвич-ELISA. Позднее выпуск 
ее был прекращен, и на сегодняшний день в россии 
отсутствуют сертифицированные иммунофермент­
ные тест-системы для обнаружения туляремийного 
микроба.

Весьма перспективным при конструировании 
иммуноферментных тест-систем представляется 
применение моноклональных антител (МКА). Так, 
получены диагностически значимые МкА к конфор- 
мационным эпитопам белков внешней мембраны 
F. tularensis, которые оказались строго специфич­
ными в ELISA по отношению к соответствующему
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микроорганизму [23]. Другой высокоспецифичный 
ELISA, основанный на МКА к ЛПС F. tularensis, об­
ладает пределом чувствительности 103—104 м.к./мл и, 
по мнению авторов, может быть с успехом использо­
ван для диагностики туляремии [26].

Оригинальную разработку предложили A.H.Pe- 
rnski et al. [28]. Существующие ELISA-тесты для 
обнаружения туляремийного микроба и ряда бак­
териальных токсинов были конвертированы в со­
ответствующие тесты флуориметрии с временным 
разрешением DELFIA. Чувствительность анализов 
за счет использования меченных европием антител- 
детекторов повышается до 4-20 пг/мл антигена, а 
продолжительность составляет чуть более 2 ч.

Выявление F. tularensis возможно также при 
использовании иммунохроматографических мето­
дов, хотя их чувствительность зачастую ниже, чем 
у ELISA [22, 26]. Туляремийный антиген в низких 
концентрациях может быть обнаружен при исполь­
зовании хемилюминесцентного метода [34]. Для 
определения л п с  возбудителя туляремии в тканях 
животных эффективно применяется иммуногистохи­
мический анализ [25, 35].

Другое направление иммунодиагностики туля­
ремии предполагает обнаружение специфических 
сывороточных антител и служит для установления 
диагноза у больного или переболевшего (ретроспек­
тивная диагностика) и оценки иммунологического 
статуса привитых [13, 19, 30]. Для этого наиболее ча­
сто применяется РА, которую обычно ставят объем­
ным способом по общепринятой методике с исполь­
зованием диагностикума туляремийного жидкого 
для объемной и кровяно-капельной реакции агглю­
тинации производства НПО «Микроген» (г. Омск). 
РА бывает положительной в титре 1:100 и выше со 
2-3-й недели от начала болезни и достигает на 4-6-й 
неделе титра 1:400 -  1:800, иногда выше, после чего 
титр начинает снижаться.

в  отечественной практике также применялась 
РНГА с коммерческим туляремийным антигенным 
эритроцитарным диагностикумом (Одесса), выпуск 
которого прекращен в 1996 г. В РНГА гемагглюти- 
нины обнаруживаются уже в конце 1-й недели от 
начала заболевания, и через месяц гемагглютина- 
ционный титр может достигать 1:10000 -  1:40000 и 
выше, после чего постепенно снижается, сохраня­
ясь на уровне 1:100 -  1:200 длительное время [3]. 
Продемонстрирована возможность применения ту- 
ляремийного антительного эритроцитарного диа- 
гностикума для выявления специфических антител 
в сыворотках больных, переболевших и вакциниро­
ванных людей и животных в РНАг [18].

Описанные реакции, несмотря на достаточную 
специфичность, обладают всеми упомянутыми выше 
недостатками иммуносуспензионных тестов, что об­
условливает необходимость разработки альтернатив­
ных средств обнаружения антитуляремийных анти­
тел. так, значительно большей информативностью 
обладают различные модификации ELISA и иммуно-

блоттинг, применяемые для определения специфи­
ческих антител у животных и человека. К примеру, 
микроточечный иммуноферментный анализ на ни­
троцеллюлозной мембране с визуальной индикацией 
результатов был с успехом использован для опреде­
ления IgG в поствакцинальный период у обезьян- 
гамадрилов [20]. В сравнительных экспериментах 
чувствительность данного метода не отличалась от 
чувствительности ИФА со спектрофотометрической 
детекцией результатов и превышала чувствитель­
ность РПГА в 10-20 раз, а реакции микроагглюти­
нации -  в 10-1000 раз. Дот-иммуноанализ на основе 
S-ЛПС F. tularensis оказался эффективным в опреде­
лении гомологичных антител у больных и иммунизи­
рованных людей и животных [2].

для выявления специфических антител в сы­
воротках крови людей, вакцинированных против 
туляремии, методом DELFIA в качестве конъюгата 
применяли меченный европием белок А. данный 
вариант иммуноанализа оказался в 10-40 раз более 
чувствительным, чем ИФА с пероксидазными конъ­
югатами, даже при условии использования авидин- 
биотиновой системы [4].

весьма перспективным для серодиагностики 
туляремии и оценки эффективности вакцинации 
представляется метод флуоресцентного липосомно- 
го иммуноанализа (ФЛИА) на основе липосом, сен­
сибилизированных л п с  или фрагментами внешних 
мембран клеточных стенок F. tularensis, с инкапсу­
лированными маркерами флуоресцентной природы 
[16]. В эксперименте ФЛИА демонстрирует высо­
кую чувствительность, в 4-160 раз превосходящую 
РПГА. Метод является экспрессным (продолжитель­
ность 15-60 мин) и воспроизводимым. В ходе ана­
лиза не требуется сепарации реагентов, что выгодно 
отличает его от гетерогенного ИФА.

Большое значение для мониторинга эпизоотий ту­
ляремии имеет определение сывороточных противоту- 
ляремийных антител у животных. Немецкими учены­
ми показана информативность ELISA на основе ЛПС и 
коммерческих наборов для иммуноблоттинга, предна­
значенных для детекции туляремийных антител, при 
исследовании сывороток кабанов [21]. Оригинальный 
подход для детекции анти-ЛПС антител в формате 
microarray разработали ученые из США. Ими был ис­
пользован ЛПС F. tularensis, иммобилизованный на 
покрытых нитроцеллюлозой стеклянных пластинках, 
что позволяло сохранить доступность эпитопов для 
связывания с антителами. Порог чувствительности 
данного метода составил 10 нг/мл антител, что в 100 
раз выше чувствительности традиционных иммуноф­
луоресцентных анализов. При исследовании собачьих 
сывороток в положительных образцах регистрировал­
ся значительно более высокий уровень антител к ЛПС, 
чем в отрицательных [32]. Не менее эффективным при 
конструировании microarray-тест-систем оказалось 
использование для сенсибилизации покрытых нитро­
целлюлозой стеклянных субстратов цельных бактери­
альных клеток [33].
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Таким образом, к настоящему времени для диа­
гностики туляремии отечественными и зарубежны­
ми учеными предложено множество эффективных 
иммунодиагностических тестов. Однако большая 
их часть -  экспериментальные разработки. В на­
шей стране выпускаются лишь препараты старого 
поколения, тогда как новые тест-системы, отвечаю­
щие современным требованиям чувствительности 
и экспрессности, отсутствуют. Поэтому исследо­
вания, направленные на конструирование и совер­
шенствование туляремийных иммунодиагностику- 
мов, не утрачивают своей актуальности. Наиболее 
перспективными в этой связи представляются дот- 
иммуноанализ, изготовление иммунохроматографи­
ческих дипстиков на основе высокоспецифичных 
поли- и моноклональных антител, а также создание 
иммуночипов. Усилия разработчиков должны быть 
направлены на повышение порога чувствительности 
тест-систем, полное исключение неспецифических 
реакций, упрощение процедуры постановки и учета 
реакции и доведение экспериментальных разработок 
до выпуска сертифицированного препарата.
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This review is devoted to the analysis of the main achievements of the 
Russian and foreign scientists in the sphere of development of immunodiag- 
nostic methods for detection of Francisella tularensis and specific serum an­
tibodies. The most important problems concerning perspectives of construct­
ing of the modern effective test-systems for tularemia immunodiagnostics are 
discussed.
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