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цель работы – разработка латекс-теста для выявления возбудителя мелиоидоза, где в качестве сенситина ис-
пользовались моноклональные антитела, а также апробация лиофильно высушенного экспериментального пре-
парата на бактериальных изолятах из объектов внешней среды, собранных на территории социалистической 
республики вьетнам. материалы и методы. носителями специфических антител являлись окрашенные поли-
акролеиновые латексные частицы с активными альдегидными группами на поверхности. для контроля специ-
фичности диагностикума использовали типичные штаммы возбудителей мелиоидоза и сапа с полноценной анти-
генной структурой, а также штаммы Burkholderia thailandensis, Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa и 
Pseudomonas putida. реакцию латекс-агглютинации выполняли с бактериальными взвесями 1–2·109 м.к./мл на 
пластиковых чашках петри. результаты реакции оценивали визуально на темном фоне по 4-крестовой системе 
в течение 5–8 мин. положительной считали реакцию на 3–4 креста. подозрительные на принадлежность к па-
тогенным буркхольдериям колонии из первичных посевов переносили на L-агар с полимиксином в и выращи-
вали 36 часов при температуре (37±1) °с. видовую принадлежность отобранных колоний определяли методом 
мультиплексной пцр с использованием набора реагентов «амплиген буркхольдерии группы «pseudomallei» βL 
B/D – EPh». результаты и обсуждение. с коллекционными штаммами экспериментальный препарат продемон-
стрировал высокую чувствительность, агглютинировав 97,7 % штаммов B. pseudomallei и все штаммы B. mallei, 
реакция с B. thailandensis, B. cepacia, P. aeruginos и P. putida была отрицательной. при скрининге бактериальных 
культур, изолированных из объектов внешней среды, чувствительность диагностикума составила 89,4 %. таким 
образом, использование латекс-теста на этапе первичного скрининга большого количества образцов существенно 
сокращает время выделения чистых культур возбудителей мелиоидоза и сапа и их идентификацию.

Ключевые слова: моноклональные антитела, латексные микрочастицы, патогенные буркхольдерии, реакция 
латекс-агглютинации, чувствительность, специфичность.
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Abstract. The aim of the work was development of a monoclonal antibody-based latex agglutination test to identify 
the causative agent of melioidosis, and the approbation of a freeze-dried experimental preparation for screening of envi-
ronmental bacterial isolates in Vietnam. Materials and methods. The carriers of specific antibodies were polyacrolein 
latex particles with active aldehyde groups on the surface. Typical strains of the causative agents of melioidosis and 
glanders with a full-fledged antigenic structure, as well as the strains Burkholderia thailandensis, Burkholderia cepacia, 
Pseudomonas aeruginosa, and Pseudomonas putida were used to control the test specificity. The latex agglutination 
reaction was carried out on plastic Petri dishes with daily bacterial cultures, from which suspensions were prepared at a 
concentration of 1–2·109 m.c./ml. The results of the reaction were registered visually for 5–8 min using a 4-cross system 
against a dark background under lighting. The reaction to 3–4 crosses was recorded as positive. Colonies suspected of be-
longing to pathogenic Burkholderia from primary inoculations were transferred to L-agar with polymyxin B and grown 
for 36 hours at (37±1) °C. The species of the selected suspicious colonies was determined by multiplex PCR. Results 
and discussion. With collection strains, latex test demonstrated high sensitivity agglutinating 97.7 % of B. pseudomallei 
and all B. mallei strains. At the same time, it was negative with B. thailandensis, B. cepacia, P. aeruginos and P. putida. 
In microbiological screening of bacterial cultures isolated from environmental objects, the latex test had a diagnostic 
sensitivity of 89.4 %. Using the latex test at the stage of primary screening, it is possible to significantly reduce the time 
when processing a lot of samples received for analysis, as well as to reduce the consumption of reagents used at the sub-
sequent stages of identification.
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возбудитель мелиоидоза (Burkholderia pseudo-
mallei) – грамотрицательный сапрофитный микро-
организм, который относят ко II группе патогенных 
биологических агентов (пба). его естественной 
средой обитания являются почва и стоячие водоемы 
в тропической и субтропической климатических зо-
нах. он способен вызывать инфекционное заболева-
ние у человека и животных с разнообразными кли-
ническими проявлениями: пневмонию с септицеми-
ей или без нее, а также локальные поражения кожи и 
внутренних органов [1–3].

выделяют три основных пути инфицирования 
человека: через поврежденную поверхность кожи 
или слизистые оболочки, воздушно-пылевой и али-
ментарный [4]. заболевание может протекать в ла-
тентной, острой или хронической форме. рецидивы 
инфекции случаются у 5–28 % пациентов, что, пред-
положительно, связано со способностью B. pseudo-
mallei к внутриклеточному выживанию, в том числе 
и в макрофагах [5, 6]. возможности терапии мелиои-
доза ограничены природной множественной анти-
биотикорезистентностью возбудителя, и в настоящее 
время в схему лечения входит ограниченное число 
препаратов: цефтазидим, триметаприм/сульфоме-
таксозол и карбапенемы [4].

долгое время считалось, что эндемичными тер-
риториями по мелиоидозу являются регионы Юго-
восточной азии и северная часть австралии, но в 
последние годы наблюдается явная тенденция к рас-
ширению географической зоны обитания B. pseudo-
mallei за пределы азиатско-тихоокеанского региона 
[7, 8]. все чаще регистрируют завозные случаи ме-
лиоидоза в сШа и в некоторых странах западной 
европы, что обусловлено туристическими и миграци-
онными потоками, а также торгово-экономическими 
связями [8, 9]. поэтому не исключается возмож-
ность завоза инфекции и на территорию российской 
Федерации.

также существует вероятность применения 
B. pseudomallei в качестве агента биологического 
терроризма, что признано как отечественными, так и 
зарубежными специалистами [10, 11]. степень риска 
преднамеренного использования патогена не опреде-
лена, в связи с чем значительное внимание уделяется 
вопросам эффективности, доступности и безопасно-
сти методов экспресс-обнаружения и последующей 
достоверной идентификации возбудителя мелиоидо-
за [12, 13].

этиологический агент мелиоидоза – B. pseudo-
mallei – может оказаться трудным объектом для на-
дежной идентификации. в обычных клинических ла-
бораториях быстрому обнаружению B. pseudo mallei 

препятствует отсутствие у микробиологов опыта ра-
боты с буркхольдериями, относящимися ко II груп-
пе пба. подозрительные изоляты из лабораторий 
первичного уровня необходимо направлять в центры 
индикации возбудителей инфекционных болезней 
I–II групп патогенности или референс-центр, в кото-
рых для окончательной идентификации применяют 
специально разработанные схемы с использованием 
широкого спектра диагностических методов [14]. 

в российской Федерации референс-центр по 
мониторингу за возбудителями сапа и мелиоидо-
за функционирует на базе волгоградского научно-
исследовательского противочумного института, в 
котором уже 50 лет ведутся исследовательские ра-
боты, посвященные возбудителям этих инфекцион-
ных болезней. с 2017 г., в рамках реализации рас-
поряжений правительства российской Федерации 
от 19.08.2017 № 1789-р, от 13.06.2019 № 1536-р, 
ведутся совместные с профильными учреждения-
ми социалистической республики вьетнам (срв) 
научно-исследовательские проекты, включающие 
исследование возбудителей опасных инфекционных 
болезней. это предоставляет возможность отече-
ственным специалистам более детально исследовать 
B. pseudomallei в условиях естественного обитания.

в настоящее время в перечень иммунодиагно-
стических тестов, используемых для диагностики 
опасных инфекционных болезней, стали активно 
внедряться препараты, основанные на суспензион-
ных полимерных носителях. этому способствует 
ряд причин: повышение качества синтетических но-
сителей, накопление сведений о преимуществах при-
менения моноклональных антител в качестве детек-
тирующего агента в реакции латекс-агглютинации 
(рла) по сравнению с поликлональными, доказа-
тельства успешной лиофилизации суспензионных 
частиц, нагруженных мка, без потери иммунологи-
ческой активности.

целью работы явилась разработка экспресс-
варианта диагностикума для выявления патогенных 
буркхольдерий, основанного на реакции латекс-
агглютинации, с использованием моноклональных 
антител и его апробация при исследовании проб из 
объектов окружающей среды в эндемичных регио-
нах вьетнама.

материалы и методы

для работы использовали панели моноклональ-
ных антител из коллекции лаборатории иммунодиаг-
ностики волгоградского научно-исследовательского 
противочумного института. в предыдущих исследо-
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ваниях нами определено мка к антигену 8 возбу-
дителя мелиоидоза, которое используется в качестве 
сенсетина в латекс-тесте, распознающего антиген 
клеток-мишеней [15].

носителями специфических антител являлись 
полиакролеиновые латексные частицы, окрашенные 
родамином ж, с диаметром частиц от 0,8 до 1,3 мкм 
и активными альдегидными группами на поверх-
ности (акролар к-3, произведен в институте био-
органический химии им. акад. м.м. Шемякина и 
Ю.а. овчинникова ран).

диагностический препарат готовили из 10 % ла-
тексной суспензии по модифицированной методике. 
для этого 50 мкл микрочастиц дважды отмывали цен-
трифугированием в 0,9 % растворе NaCl (рн 7,2±0,2) 
при 5000 об/мин в течение 10 мин. затем полиакро-
леин сенсибилизировали мка в количестве 100 мкг 
на 500 мкл 1 % суспензии полимера в 0,9 % растворе 
NaCl (рн 7,2±0,2), в течение 2 часов при комнатной 
температуре. далее нагруженный латекс дважды от-
мывали 1 % раствором бычьего сывороточного аль-
бумина (бса) при 5000 об/мин 10 мин. до конечной 
1 % концентрации препарат доводили раствором 
1 % бса и оставляли на 16 часов при температуре 
(4±1) °с.

для контроля специфичности диагностику-
ма использовали типичные штаммы возбудите-
лей мелиоидоза и сапа с полноценной антигенной 
структурой из коллекции волгоградского научно-
исследовательского противочумного институ-
та, а также штаммы B. thailandensis, B. cepacia, 
Pseudomonas aeruginosa и P. putida. бактериальные 
культуры высевали в бульон хоттингера с 5 % глице-
рина, рн (7,0±0,2) и инкубировали при температуре 
(37±1) °с в течение 18–24 часов. затем подросшие 
культуры переносили на агар хоттингера с 5 % глице-
рина и инкубировали в течение 24–48 часов при тем-
пературе (37±1) °с. постановку рла осуществляли с 
суточными бактериальными культурами, из которых 
готовили взвеси в концентрации 1–2·109 м.к./мл.

для тестирования использованы почвенные 
изоляты, выделенные во вьетнаме в 2019 г., видо-
вую принадлежность которых определяли методом 
мультиплексной пцр с использованием набора 
реагентов для выявления и дифференциации бурк-
хольдерий группы «pseudomallei» в формате мульти-
плексной полимеразной цепной реакции с электро-
форетической детекцией «амплиген буркхольдерии 
группы «pseudomallei» βL B/D – EPh» (Фкуз 
«волгоградский научно-исследовательский проти-
вочумный институт», россия) [16]: B. pseudomallei 
(4 штамма), B. thailandensis (72 штамма) и B. cepacia 
(27 штаммов).

днк выделяли из предварительно обеззаражен-
ной согласно му 1.3.2569-09 бактериальной суспен-
зии с применением комплекта реагентов для очист-
ки нуклеиновых кислот Gene JET Genomic DNA 
Purification Kit (Thermo Scientific, литва) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. 

реакцию латекс-агглютинации выполняли на 
пластиковых чашках петри. к бактериальным взве-
сям и отрицательному контролю (0,9 % раствор NaCl, 
рн 7,2±0,2), предварительно нанесенным на поверх-
ность чашки в виде капли, добавляли 20 мкл экс-
периментального препарата латекса в соотношении 
1:1. результаты рла учитывали визуально в течение 
5–8 мин. учет проводили по 4-крестовой системе на 
темном фоне при достаточном освещении (табл. 1).

результаты рла интерпретировали следую-
щим образом: реакцию на 3–4 креста считали по-
ложительной, а на 1–2 креста – отрицательной. при 
положительном результате в опытной капле при 
смешивании латекс-теста со взвесью микробных 
клеток B. pseudomallei и B. mallei наблюдали обра-
зование четко видимого крупно- или мелкозерни-
стого агглютината розового цвета на фоне прозрач-
ной жидкости.

результаты и обсуждение

полиакролеиновый латекс как носитель анти-
тел обладает рядом преимуществ: низкий уровень 
неспецифического связывания с белками и другими 
лигандами, химическая стабильность, необходимое 
распределение частиц по размерам и функциональ-
ным группам, которые образуют ковалентную связь 
с первичными аминогруппами белков.

учет результатов рла осуществляют визуально, 
поэтому у неокрашенных латексов определение пере-
хода от отрицательной реакции к положительной мо-
жет вызвать затруднение. для улучшения контраст-
ности картины рла в настоящей работе использова-
ли окрашенную в розовый цвет полиакролеиновую 
суспензию. среднее время, за которое результаты 
реакции становились различимы, составило 8 минут. 

Таблица 1 / Table 1

критерии качественной оценки результатов реакции  
латекс-агглютинации

Criteria forthe qualitative assessment of latex agglutination test results

визуальная оценка результата реакции  
агглютинации

Visual assessment of the agglutination test results

качественная 
оценка

Qualitative  
assessment

крупно- или мелкозернистая агглютинация  
(крупные и средние агрегаты латексных частиц)  
розового цвета при полном просветлении жидкости
Coarse- or fine-grained agglutination (large and medium 
aggregates of latex particles) of pink color with full  
clarification of the liquid

+ + + +

мелкозернистая агглютинация розового цвета  
при легкой опалесценции жидкости
Fine-grained agglutination of pink color with light  
opalescence of the liquid

+ + +

слабая мелкозернистая агглютинация розового цвета 
на фоне мутной жидкости
Weak fine-grained agglutination of pink color against  
the background of turbid liquid

+ +

следы агглютинации розового цвета на фоне  
мутной жидкости
Traces of pink agglutination against the background  
of a cloudy liquid

+
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сводные данные рла с коллекционными штаммами 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia, 
P. aeruginosa и P. putida представлены в табл. 2.

в результате экспериментальных исследований 
с разработанным препаратом продемонстрированы 
высокие показатели диагностической чувствитель-
ности (97,9 %) и специфичности (100 %). реакция 
агглютинации наблюдалась в 97,7 % случаев с кол-
лекционными штаммами B. pseudomallei и всеми 
штаммами B. mallei при отрицательных результатах 
с культурами B. thailandensis, B. cepacia, P. aeruginos 
и P. putida. таким образом, показано, что экспресс-
вариант диагностикума моноклонального жидкого 
может использоваться для выявления буркхольдерий 
II группы патогенности.

одной из задач совместной российско-вьет-
намской исследовательской программы по изучению 
возбудителя мелиоидоза является анализ распростра-
ненности B. pseudomallei в экосистемах вьетнама. 
в рамках совместной нир волгоградского проти-
вочумного института и рос сийско-вьетнамского 
тропического научно-ис сле довательского и техноло-
гического центра (г. ханой, срв) организованы мо-
ниторинговые исследования проб воды и почвы из 
различных провинций страны [17].

предварительную подготовку собранных в ходе 
экспедиции образцов почвы осуществляли согласно 
практическому руководству [18]. далее проводили 
бактериологические тесты (рост на агаре эшдауна 
при температуре 42 °с, устойчивость к полимикси-
ну и гентамицину, характер морфологии колоний, 
положительный тест на оксидазу) для выявления 
подозрительных на принадлежность к буркхоль-
дериям II группы патогенности колоний. в итоге в 
работу взято 103 почвенных изолята. далее первич-
ные посевы переносили на L-агар с полимиксином в 
(50 ед/мл) и выращивали 36 часов при температуре 
(37±1) °с. после этого из полученных культур гото-
вили взвеси и ставили реакцию латекс-агглютинации 
по вышеописанной методике. параллельно с этим 
выделяли днк, с которой осуществляли постановку 
мультиплексной пцр генодиагностическим набором 

«амплиген буркхольдерии группы «pseudomallei» 
βL B/D – EPh» для определения видовой принадлеж-
ности бактерий. опираясь на результаты пцр, оце-
нивали чувствительность и специфичность экспе-
риментального препарата в реакции агглютинации с 
почвенными изолятами.

при тестировании латекс-тестом 103 почвен-
ных изолятов 4 штамма (3,9 %) агглютинировали 
на 4 креста, 11 штаммов (10,6 %) – на 3 креста и у 
88 штаммов (85,5 %) наблюдали отрицательные ре-
зультаты реакции. параллельная идентификация в 
мультиплексной пцр показала, что 4 штамма, оце-
ненные на 4 креста, являются B. pseudomallei, а из 
штаммов на 3 креста один оказался B. cepacia и 10 – 
B. thailandensis. среди отрицательных в рла изоля-
тов идентифицировано 52 штамма B. thailandensis, 
22 – B. cepacia и 14 штаммов, не относящихся к бурк-
хольдериям, идентификация которых предусмотрена 
использованным генодиагностическим набором (ри-
сунок). чувствительность экспериментального пре-
парата при тестировании почвенных изолятов соста-
вила 100 %, а специфичность – 90 %. 

Таблица 2 / Table 2

результаты реакции латекс-агглютинации экспериментального диагностического препарата с бактериальной взвесью  
коллекционных штаммов буркхольдерий и псевдомонад

The latex agglutination reaction results for an experimental diagnostic preparation with bacterial suspension of collection strains  
of Burkholderia and Pseudomonades

виды микроорганизмов,  
концентрация бактериальной взвеси 1,0·109 м.к./мл

Species of microorganisms,  
concentration of bacterial suspension 1,0·109 m.c./ml

общее число штаммов
Overall number of strains

результат рла
Result of the LAR

пложительный
positive

отрицательный
negative

В. pseudomallei 44 43 1

B. mallei 4 4 0

B. thailandensis 3 0 3

В. сepacia 4 0 4

P. aeruginos 4 0 4

P. putida 1 0 1

диаграмма результатов реакции латекс-агглютинации почвен-
ных изолятов, подозрительных на принадлежность к патоген-
ным буркхольдериям:
оттенками красного обозначены штаммы, положительные в рла. 
Фиолетовым обозначены штаммы, отрицательные в рла

Diagram of the latex agglutination reaction of soil isolates suspected 
of belonging to pathogenic Burkholderia:
Red shades stand for LAR-positive strains. Violet shades mark LAR-negative 
strains
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по литературным данным, в популяции B. thai-
landensis присутствуют штаммы патогена, экспрес-
сирующие капсульный полисахарид, подобный 
B. pseudomallei (BTCV – от англ. B. thailandensis 
capsular variant). такие штаммы были обнаружены 
в экосистемах вьетнама, таиланда [19, 20], и одним 
из характерных признаков BTCV штаммов является 
положительный результат в рла с мка к капсуль-
ному полисахариду возбудителя мелиоидоза. у от-
дельных штаммов B. cepacia, B. cenocepacia III A и 
B. multivorans, входящих в комплекс B. cepacia, так-
же обнаружен функциональный кластер генов био-
синтеза и экспорта капсульного полисахарида, обла-
дающий высоким сходством с ортологичным класте-
ром возбудителей сапа и мелиоидоза. позднее обна-
ружено, что перекрестную реактивность в рла по-
казывают и отдельные штаммы B. pseudomultivorans 
и B. territorii [21].

показатели диагностической чувствительности 
и специфичности латекс-тестов, используемых в 
эндемичных странах, по данным разработчиков, со-
ставляют 97,25 % (94,5–100 %) и 98,6 % (97,2–100 %) 
соответственно [22, 23], при этом авторы отмечают, 
что ложноположительные результаты наблюдались 
у вариантных штаммов B. thailandensis и B. cepacia. 
необходимо отметить, что в одной из цитируемых ра-
бот в панель протестированных гетерологичных ви-
дов (36 штаммов) вошел единственный BTCV штамм 
B. thailandensis и не обнаружено ни одного штамма 
перечисленных выше видов комплекса B. cepacia. во 
второй работе рла применяли в качестве теста срав-
нения при исследовании непосредственно клиниче-
ских образцов иммунохроматографическим методом 
(AMD, InBios International, сШа) и приведены дан-
ные только анализа гемокультур, данные анализа не-
стерильных в норме образцов не приводятся. в этом 
исследовании наблюдали положительный результат 
рла с B. cepacia. однако, несмотря на наличие пере-
крестной реактивности, мка к капсульному поли-
сахариду общепризнаны оптимальными для выявле-
ния возбудителя мелиоидоза.

в результате проведенной работы создан экс-
периментальный диагностический препарат для 
выявления патогенных буркхольдерий, основанный 
на реакции латекс-агглютинации, с применением 
в качестве сенситина моноклональных антител к 
антигену 6 B. pseudomallei. показатели диагности-
ческой чувствительности и специфичности разра-
ботанного латекс-теста составили 97,9 и 100 % для 
музейных штаммов, а для почвенных изолятов – 
100 и 90 % соответственно. также сокращено вре-
мя получения результатов до 8 минут относительно 
ранее разработанного препарата с использованием 
в качестве носителя полистирольной полимерной 
суспензии.

итоговые данные свидетельствуют о перспек-
тивности применения теста латекс-агглютинации для 
отбора подозрительных колоний при исследовании 
нестерильных в норме клинических образцов или 

проб окружающей среды на наличие B. pseudomallei 
и B. mallei. учитывая возможность перекрестной ре-
активности со штаммами BTCV, определение при-
надлежности к патогенным буркхольдериям при по-
мощи разработанного латекс-теста ориентировочно 
и требует подтверждения генодиагностическими 
методами.
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