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Возникновение в последнее время угрозы био-
терроризма с вероятностью использования возбуди-
теля чумы в качестве биологического оружия опреде-
ляют необходимость разработки и совершенствования 
методов индикации чумного микроба [3, 7]. Время вы-
явления возбудителей особо опасных инфекций имеет 
определяющее значение для эффективного и своевре-
менного проведения комплекса противоэпидемических 
и профилактических мероприятий. Для обнаружения 
возбудителя чумы и его антигенов в лабораторной прак-
тике имеется достаточный набор методов: бактериоло-
гический, биологический, гем агглютинационные (ре-
акция пассивной гемагглютинации, реакция нейтрали-
зации антител), иммунофлуоресцентный, иммунофер­
мент ный, иммунохрома тографический, цитоиммуноф-
луорометрический, мо ле кулярно­биоло ги че ский (по-
лимеразная цепная реакция) [6, 8, 10]. Каждый из этих 
методов обладает своими достоинствами и недостатка-
ми, связанными либо с ограниченной чувствительно-
стью или специфичностью, либо с использованием до-
рогостоящего оснащения и химреактивов, токсичных 
компонентов для здоровья оператора и вредных для 
окружающей среды. 

Первичные учреждения здравоохранения не 
всегда имеют необходимую базу для выполнения 

сложных анализов и нуждаются в оснащении надеж-
ными, простыми и недорогими бесприборными диа-
гностическими тестами. В последнее время в прак-
тической работе находит все более широкое приме-
нение дот­иммуноанализ (ДИА) с использованием 
в качестве маркера специфических антител частиц 
коллоидных металлов. Известно, что многие из кол-
лоидных металлов являются активными катализато-
рами и потенциально способны в индикаторных ре-
акциях обеспечить усиление сигнала на 1−3 порядка 
в сравнении с ферментными маркерами, тем самым 
значительно повышая чувствительность точечного 
твердофазного иммунного анализа [1, 2, 5]. 

Разработка высокочувствительных специфичных 
диагностикумов с использованием коллоидного сере-
бра позволяет обеспечивать потребность в относитель-
но недорогих препаратах для медицинских и научных 
целей, а простота выполнения анализа и возможность 
визуального учета результатов делает перспективным 
их применение в полевых условиях [1, 11].

Целью работы явилось испытание сконструиро-
ванных с использованием методологии иммуноката­
литического анализа тест­систем для дот­имму­
ноанализа с применением высокодисперсных золей 
серебра в качестве маркера специфических антител, 
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позволяющих проводить скрининг полевого матери-
ала на наличие антигенов чумного микроба.

Материалы и методы

Исследован полевой материал, собранный при 
эпизоотологическом обследовании Алтайского гор-
ного природного очага чумы: смывы с органов отлов-
ленных мелких млекопитающих (даурской пищухи, 
длиннохвостого суслика, плоскочерепной полевки, 
их трупов, погадки хищных птиц). Материал, предпо-
ложительно содержащий антигены чумного микроба, 
подвергали обеззараживанию согласно требованиям 
безопасности работы с микроорганизмами I–II групп 
патогенности. В соответствии с Методическими ука-
заниями 3.1.3.2355­08 использовали минимальное раз-
ведение исследуемого материала 1:10; меньшие раз-
ведения образцов не испытывались в связи с тем, что 
эритроциты и другие окрашенные субстанции, осаж-
дающиеся на пористой мембране, затрудняют проце-
дуру отмывания подложки и влияют на четкость полу-
чаемых результатов. Всего исследовано 190 проб.

Источником специфических антител служили ги-
периммунные кроличьи сыворотки, полученные имму-
низацией животных FI­антигеном, а также поливалент-
ные сыворотки, полученные после иммунизации кроли-
ков вакцинным штаммом Yersinia pestis EV. Адсорбцию 
поливалентной чумной сыворотки проводили с ис-
пользованием клеток Yersinia pseudotuberculosis И­686. 
Фракцию иммуноглобулинов G (IgG) выделяли комби-
нированным методом с применением каприловой кис-
лоты и сульфата аммония [9]. 

Для постановки ДИА нами сконструировано 
два вида тест­систем: IgG из сыворотки, получен-
ной против фракции I чумного микроба, меченные 
коллоидным серебром (аFI=КС), и IgG из адсорби-
рованной поливалентной противочумной сыворотки, 
меченные коллоидным серебром (IgG=КС). 

Приготовление коллоидного серебра и его ком-
плексирование со специфическими IgG осуществля-
ли по методу А.Г.Полтавченко и соавт. [4]. Технология 
конструирования тест­систем включала следующие 
этапы: получение золя серебра с заданной дисперс-
ностью путем смешивания равных объемов водных 
растворов боргидрида натрия и азотнокислого сере-
бра, получение комплекса маркера со специфически-
ми антителами, стабилизация конъюгатов и блокиро-
вание свободных сайтов связывания на поверхности 
частиц серебра [4, 5, 11]. 

Постановку реакции осуществляли с использо-
ванием прямого варианта дот­иммуноанализа, как 
более экспрессного, экономичного и, на наш взгляд, 
более приемлемого для работы в полевых условиях. 
Постановка реакции заключалась в нанесении ис-
следуемого материала на твердофазный носитель 
(нитроцеллюлозную мембрану фирмы «Synpor» с 
размером пор 0,45 мкм); блокировании свободных 
участков связывания раствором инертного белка (ка-
зеинат натрия либо бычий сывороточный альбумин); 
детекции адсорбированных антигенов с помощью 
конъюгатов противочумных IgG, меченных колло-

идным серебром. Учет результатов проводили после 
погружения мембраны в раствор проявителя, состоя-
щего из метола, лимонной кислоты и азотнокисло-
го серебра, путем визуальной оценки проявившихся 
темно­серых пятен в местах нанесения положитель-
ного контроля и проб, содержащих антигены чумного 
микроба [1, 11]. Интенсивность окрашивания пятен 
оценивалась от + до ++++. Для проведения сравни-
тельного анализа использовали реакцию пассивной 
гемагглютинации (РПГА) с чумным эритроцитарным 
иммуноглобулиновым диагностикумом (производ-
ства НИИ микробиологии МО РФ, Россия), приме-
няющуюся традиционно в полевых условиях. 

В качестве положительных контролей исполь-
зовали инактивированную взвесь чумного микро-
ба Y. pestis EV концентрацией 106 КОЕ/мл и FI –  
10 нг/мл, в качестве отрицательного контроля − про-
бу, не содержащую антиген (разводящая жидкость).

Проверку специфичности дот­иммуноанализа 
осуществляли со штаммами близкородственных бак-
терий: Yersinia enterocolitica O:3 (референтный штамм 
Y. enterocolitica И­134), Y. enterocolitica O:9 (референт-
ный штамм Y. enterocolitica И­76), Y. pseu do tuberculosis 
(референтные штаммы Y. pseu do tuber culosis И­53, 
Y. pseudotuberculosis И­72), Francisella tularensis 15 
НИИЭГ концентрацией 106 КОЕ/мл. Ввиду того, что в 
полевом материале высокие концентрации возбудителя 
чумы (108–109 КОЕ/мл) практически не встречаются, а 
при разработке тест­систем учитывалось данное обсто-
ятельство, то и для проверки специфичности более вы-
сокие концентрации гетерологичных микроорганизмов 
не применялись. 

Проверку чувствительности ДИА проводили 
с использованием 4 типичных штаммов чумного 
микроба основного и алтайского подвидов (Y. pestis 
subsp. pestis и Y. pestis subsp. altaica) из коллекции 
музея живых культур института.

Результаты и обсуждение

Из числа рутинных серологических методов ин-
дикации дот­иммуноанализ обладает преимуществом 
по чувствительности, скорости проведения реакции, 
экономичности расходования исследуемого материа-
ла и реагентов. Принцип работы сконструированных 
тест­систем основан на выявлении специфических 
антигенных комплексов, адсорбированных на твер-
дофазном носителе. 

Нами показана стабильная высокая чувствитель-
ность обеих сконструированных тест­систем (аFI=КС 
и IgG=КС) при исследовании штаммов чумного микро-
ба – ≥ 5·104 КОЕ/мл и растворимых антигенов (FI) – 
≥ 4,8 нг/мл, а также высокая специфичность: отсут-
ствие ложноположительных реакций с 5 гетерологич-
ными микроорганизмами в концентрации 106 КОЕ/мл. 

При исследовании полевого материала (190 
проб) методом ДИА были получены положительные 
результаты в 8 пробах (смывы с органов длиннох-
востого суслика Citellus undulatus – 4, даурской пи-
щухи Ochotona daurica – 3, плоскочерепной полевки 
Alticola strelzovi – 1), что составило 4,2 %. 
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Существенной разницы при использовании 
тест­систем на основе аFI=КС и поливалентно-
го IgG=КС не отмечено (таблица). Интенсивность 
окрашивания сформированных в положительных 
случаях пятен соответствовала ++ – ++++. Время, за-
траченное на постановку ДИА, в среднем составило 
1,5 ч. Все пробы были изучены в трех повторностях. 
Воспроизводимость результатов составила 100 %. 

Обнаружение антигенов чумного микроба в 
РПГА зарегистрировано в 5 пробах, что составило 
2,6 %. Время от начала постановки РПГА до учета ре-
зультатов в среднем 3 ч. Совпадение положительных 
результатов в ДИА и РПГА отмечалось в 5 образцах. 
На наш взгляд, большее количество положительных 
находок, полученных методом ДИА, в сравнении с 
РПГА объясняется более высокой чувствительно-
стью твердофазных иммунохимических методов по 
сравнению с агглютинационными. Вместе с тем ДИА 
более экспрессен (время проведения анализа – 1,5 ч), 
требует небольшого объема исследуемого образца 
(1–2 мкл) и расходных материалов (таблица). 

Таким образом, разработанные и апробиро-
ванные нами при исследовании полевого материа-
ла тест­системы с использованием противочумных 
IgG, меченных коллоидным серебром, для детекции 
антигенов возбудителя чумы высокочувствительны, 
специфичны, экспрессны, экономичны, не требуют 
оснащения лабораторий дорогостоящими реактива-
ми и оборудованием. Простота выполнения анализа 
и возможность визуального учета результатов позво-
ляют их реализовывать в качестве сигнальных те-
стов в полевых условиях, а также в условиях работы 
санитарно­противоэпидемических бригад (СПЭБ) в 
режиме чрезвычайных ситуаций. Кроме того, при-
менение разработанных тест­систем позволит опе-
ративно осуществлять эпидемиологический мони-
торинг и проводить быструю оценку ситуации при 
возникновении биологических угроз. 
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Результаты серологических исследований полевого материала  
из Горно-Алтайского природного очага чумы

Код  
образца Исследуемый материал

ДИА с использова нием 
диагностикумов: РПГА

аFI – КС п/в АТ­КС
37 Смыв с органов длиннохвостого 

суслика
1:320 

(++++)
1:320  

(++++)
1:80

101 Смыв с органов длиннохвостого 
суслика

1:320  
(++++)

1:320  
(++++)

1:40

162 Смыв с органов даурской пи-
щухи

1:80  
(++) 

1:80 
(+++)

-

183 Смыв с органов длиннохвостого 
суслика

1:320  
(++++)

1:320  
(++++)

1:80

70 Смыв с органов даурской пи-
щухи

1:160  
(+++)

1:160  
(+++)

1:40

14 Смыв с органов даурской пи-
щухи

1:160  
(++)

1:160  
(+++)

1:20

171 Смыв с органов плоскочерепной 
полевки

1:80 
(++)

1:80 
(+++)

-

157 Смыв с органов даурской пи-
щухи

1:80  
(++)

1:80  
(+++)

-

Примечание : в таблице приведены максимальные значения раз-
ведений исследуемого материала.


