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Мелиоидоз – инфекция людей и животных, энде-
мичная в районах Юго-Восточной Азии и Северной 
Австралии. Быстрая и точная диагностика инфек-
ции имеет большое значение для своевременного 
адекватного лечения. Несмотря на то, что «золотым 
стандартом» постановки диагноза мелиоидоза явля-
ется выделение от больного культуры возбудителя, в 
эндемичных этому заболеванию регионах для уско-
ренной диагностики чаще всего применяют РНГА 
и ТИФА [11, 12]. Чувствительность и специфич-
ность этих методов значительно зависят от антиге-
нов, используемых для сенсибилизации эритроцитов 
(РНГА) и пластин (ТИФА), и не всегда составляют 
100 %. Поэтому активно продолжается поиск антиге-
нов, обеспечивающих одновременно максимальные 
чувствительность и специфичность этих методов 
[10]. Иммуноблоттинг, являясь разновидностью ге-
терогенного иммунного анализа, представляет собой 

эффективный метод выявления иммуногенных фрак-
ций в антигенных комплексах изучаемых микроор-
ганизмов. Применяли иммуно блоттинг при изучении 
микроорганизмов, относящихся к группе особо опас-
ных, в том числе патогенных буркхольдерий. Так, в 
1993 г. N.Anuntagool et al. получили и проанализиро-
вали иммуноэлектрофореграммы после иммуноблот-
тинга с сывороткой больного мелиоидозом клеточ-
ных антигенов B. pseudomallei, B. cepacia, некоторых 
псевдомонад на наличие перекрестных антигенов [6]. 
J.B.Katz. et al. предложили ввести иммуноблоттинг 
как дополнительный метод для выявления антител к 
антигенам B. mallei у лошадей в требования OIE (The 
Office of International Des Epizooties) по оформлению 
таможенных документов на их перевозку за пределы 
страны-хозяина [8]. Применялся иммуноблоттинг в 
качестве метода полифазной таксономии при диффе-
ренциации видов бруцелл [5].
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Целью работы был поиск различий в составах 
антигенных фракций на иммуноэлектрофореграм-
мах клеточных антигенов B. pseudomallei, B. mallei, 
B. thailandensis, B. cepacia, полученных методом им-
муноблоттинга с иммунными сыворотками к живым 
клеткам, клеточным и экстрацеллюлярным антиге-
нам, которые можно использовать для дифференциа-
ции патогенных видов буркхольдерий. 

Материалы и методы

Для анализа взяты типичные штаммы: ви-
рулентный – B. pseudomallei С-141 и авирулент-
ный – B. pseudomallei 107, B. mallei 10230, B. thai-
landensis 264, B. cepacia 25416 из коллекционного 
центра Волгоградского противочумного института. 
Получены иммунные кроличьи сыворотки к живым 
клеткам B. pseudomallei 107, клеточным и экстрацел-
люлярным антигенам (ЭЦА) штаммов B. pseudomal-
lei 107, B. pseudomallei С141, B. mallei 10230, B. thai-
landensis 264, B. cepacia 25416. Бактерии B. pseudo-
mallei 107 для иммунизации выращивали на пита-
тельном агаре Pseudomonas Agar F «Difco» (США) 
(F-агар) в течение 18 ч при 37 °С. Иммунизировали 
кроликов дозой – 109 м.к. в 1 мл 0,15 М раствора 
NaCl (pH 7,2) по схеме: первое введение и через 7 сут 
второе – подкожно, третье – через 14 сут внутривен-
но. Кровь брали через 7 сут после последнего введе-
ния (титры сыворотки в реакции иммунодиффузии 
составили 1:32). Клеточные антигены получали из 
бактериальной массы штаммов B. pseudomallei 107, 
B. pseudomallei С141, B. mallei 10230, B. thailandensis 
264, B. cepacia 25416, выращенной на F-агаре в ма-
трацах в течение 18 ч при 37 °С. Бактериальную мас-
су смывали 0,9 % раствором натрия хлорида и стери-
лизовали охлажденным до –40 °С ацетоном в соотно-
шении объемов 1:3. Клеточные антигены (суперна-
тант) получали после ультразвуковой обработки су-
спензии бактериальной массы и центрифугирования 
(10000 g, 25 мин). Хранили антигены при –40 °С. Для 
получения ЭЦА бактериальную массу, росшую в те-
чение 18 ч на агаре, покрытом целлофаном, смывали 
0,9 % раствором натрия хлорида, центрифугировали 
(15000 g, 25 мин). Супернатант фильтровали (размер 
пор фильтра 0,45 мкм). ЭЦА стерилизовали и осаж-
дали из суспензии охлажденным ацетоном (–40 °С) в 
соотношении объемов 1:3. Концентрацию протеина 
в пробах измеряли методом М.М.Бредфорда [7]. Для 
получения иммунных сывороток к клеточным анти-
генам и ЭЦА кроликов иммунизировали смесью ан-
тигенов (1 мг/мл) с неполным адъювантом Фрейнда 
(«Calbiochem», США) в соотношении 1:1 вдоль по-
звоночника в 10 точек четырехкратно с интервалом в 
7 дней. Кровь отбирали при титрах сывороток в реак-
ции иммунодиффузии 1:32. Электрофорез в ПААГ с 
додецилсульфатом натрия (ДСН) проводили в верти-
кальных пластинах (14×16×0,1 см) по U.K.Laemmli 
[9]. Одну часть геля после электрофореза окрашива-
ли раствором Кумасси G-250, вторую – использовали 
в блоттинге (размер пор мембраны – 0,45 мкм, время 

переноса – 2 ч) [13]. Фракции антигенов выявляли 
иммуноферментным методом, используя получен-
ные сыворотки и меченные пероксидазой антитела 
против кроличьих иммуноглобулинов («Медгамал», 
Россия). В качестве субстрата применяли тетраме-
тилбензидин. Воспроизводимость иммуноэлектро-
фореграмм определяли, получая их не менее трех раз 
для каждой серии сыворотки и вычисляя коэффици-
ент сходства Дайса [1].

Результаты и обсуждение

Получены электрофореграммы суммарных кле-
точных белков 4 видов буркхольдерий в полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия (ПААГ с 
ДСН) с последующим выявлением протеинов окра-
ской Кумасси G-250 и иммуноферментным методом 
(иммуноблоттинг) с иммунными сыворотками к жи-
вым клеткам и клеточным антигенам B. pseudomallei 
107 (рис. 1). На электрофореграммах суммарных ан-
тигенов буркхольдерий, окрашенных Кумасси G-250, 
имеются две мажорные фракции (33,6 и 64 kDa), 
которые, как ранее нами показано, присутствуют в 
составе электрофореграмм суммарных клеточных 
белков штаммов буркхольдерий, имеющихся в кол-
лекции Волгоградского противочумного института 
[2]. Также нами было доказано, что различия в со-
ставе суммарных клеточных белков буркхольдерий 
позволяют, используя специальные компьютерные 
программы, проводить их видовую дифференциа-
цию [2]. Визуальный сравнительный анализ полу-
ченных иммуноэлектрофореграмм с сывороткой к 
живым клеткам (рис. 1, Б) и клеточным антигенам 
(рис. 1, В) B. pseudomallei 107 выявил различия их 
как в составе мажорных (крупных) фракций, так и 
всего набора антигенных фракций. Так, на иммуно-

Риc. 1. Электрофореграммы и иммуноэлектрофореграммы кле-
точных антигенов буркхольдерий:
А – электрофореграммы после электрофореза в ПААГ с ДСН, окрашен-
ные Кумасси G-250; Б – иммуноэлектрофореграммы блоттинга с иммун-
ной cывороткой к живым клеткам B. pseudomallei 107; В – иммуноэлек-
трофореграммы блоттинга с иммунной cывороткой к клеточным анти-
генам B. pseudomallei 107. М – трек с маркерными белками. Обозначения 
треков с антигенами штаммов: 1 – B. pseudomallei С-141; 2 – B. mallei 
10230; 3 – B. cepacia 25416; 4 – B. thailandensis 264
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электрофореграммах анализируемых штаммов, по-
сле иммуноблоттинга с сывороткой к живым клеткам 
B. pseudomallei 107, выявлены мажорные фракции с 
молекулярной массой 20,1 и 88 kDa, которые на им-
муноэлектрофореграммах после блоттинга с сыво-
роткой к клеточным антигенам относятся к фракци-
ям с малым количеством антигена. Можно сделать 
вывод, что при введении живых бактерий в организм 
кролика антитела образуются в основном к эпито-
пам антигенов, расположенным на поверхности кле-
ток. При иммунизации же животного клеточными 
антигенами часто сохраняется зависимость: крупная 
фракция после окраски Кумасси G-250 – крупная 
фракция на иммуноэлектрофореграмме (пример – 
антигенная фракции молекулярной массой 60 kDa 
на рис. 1, А, В). Представляется перспективным пре-
паративное выделение антигенных фракций с моле-
кулярной массой 20,1 и 88 kDa и использование их 
в получении группоспецифического препарата для 
идентификации буркхольдерий. Ранее сообщалось о 
применении фракции 20,1 kDa для сенсибилизации 
пластин в ТИФА при диагностике мелиоидоза [4].

Получены иммуноэлектрофореграммы клеточ-
ных антигенов 4 штаммов буркхольдерий в иммуно-
блоттинге с иммунными кроличьими сыворотками к 
клеточным антигенам и ЭЦА B. pseudomallei С-141 
и B. mallei 10230 (рис. 2). В результате визуального 
анализа представленных иммуноэлектрофореграмм 
установлено, что спектры антигенных фракций 
штаммов B. pseudomallei С-141, B. mallei 10230 и 
B. thailandensis 264, выявленные в иммуноблоттин-
ге с сывороткой к клеточным антигенам B. pseudo-
mallei С-141, отличались незначительно (рис. 2, А). 
Это показывает, что существует большое количество 
идентичных эпитопов на антигенных комплексах, 
взятых для иммунизации [3]. Анализ состава мажор-

ных фракций выявил в составе спектра антигенов 
B. cepacia 25416 (рис. 2, А, трек 3) антигенную фрак-
цию с молекулярной массой 23 kDa, отсутствующую 
в составе спектров антигенных фракций трех дру-
гих штаммов. Эти различия в составах антигенных 
фракций при достаточной воспроизводимости имму-
ноэлектрофореграмм делают возможным анализ их 
сходства с применением компьютерных программ. 
Такого же уровня были различия спектров клеточных 
антигенов анализируемых штаммов при использова-
нии в иммуноблоттинге сыворотки к ЭЦА B. pseudo-
mallei С-141 (рис. 2, Б). Иммуноэлектрофореграммы 
клеточных антигенов этих же штаммов, выявленных 
в иммуноблоттинге с сывороткой к клеточным анти-
генам B. mallei 10230, имели большие отличия, чем 
выявлялись в предыдущем случае. Так, на иммуноэ-
лектрофореграмме B. mallei 10230 присутствовали 
мажорные фракции с молекулярной массой 18,4 и 
35 kDa, отсутствующие или имеющие следовые ко-
личества на иммуноэлектрофореграммах остальных 
трех штаммов. Использование этих различий позво-
ляет дифференцировать близкородственные B. mal-
lei 10230 и B. pseudomallei С-141 (рис. 2, В, трек 2). 
В то же время составы спектров B. pseudomallei 
С-141 и B. thailandensis 264 очень близки в диапазо-
не 14,4–30 kDa и различались незначительно в зоне 
30–66 kDa (рис. 2, В, треки 1 и 4). 

Визуальный анализ клеточных антигенов бурк-
хольдерий после иммуноблоттинга с сывороткой 
к ЭЦА B. mallei 10230 также выявил высокое сход-
ство спектров антигенных фракций B. pseudomallei 
С-141 и B. thailandensis 264 (рис. 2, Г, треки 1 и 4), 
что коррелирует с данными о близости их фенотипов 
[4]. Однако спектры B. pseudomallei С-141 и B. mallei 
10230, обладая высоким сходством, имеют различия 
в низкомолекулярной области трека. Так, в составе 
спектра B. mallei 10230 присутствует мажорная фрак-
ция 15 kDa, практически отсутствующая в спектре 
B. pseudomallei С-141 (рис. 2, Г, тре ки 1 и 2). Состав 
антигенных фракций B. cepacia имел большие отли-
чия от составов фракций штаммов «группы pseudo-
mallei» (рис. 2, В). 

Иммуноэлектрофореграммы патогенных бурк-
хольдерий получены в иммуноблоттинге с гетеро-
логичными для патогенных видов иммунными сы-
воротками к клеточным антигенам и ЭЦА B. cepacia 
25416 и B. thailandensis 264 (рис. 3). Спектры анти-
генов, выявленные сывороткой к клеточным антиге-
нам и ЭЦА B. thailandensis 264, различались незна-
чительно. Также незначительны различия спектров 
B. pseudomallei С-141 и B. mallei 10230 при исполь-
зовании сыворотки к клеточным антигенам B. cepa-
cia 25416 (рис. 3, А). В то же время есть явные раз-
личия в спектрах B. pseudomallei С-141 и B. mallei 
10230, выявленных сывороткой к ЭЦА B. cepacia 
25416 (рис. 3, Б). На треке 1 (B. pseudomallei С-141) 
присутствует антигенная фракция с молекулярной 
массой 19 kDa, отсутствующая на треке 2 (B. mallei 
10230). Перспективным представляется выделение 
этой фракции и использование в создании препарата, 

Рис. 2. Иммуноэлектрофореграммы клеточных антигенов бурк-
хольдерий после иммуноблоттинга с иммунными сыворотками 
к клеточным антигенам и ЭЦА B. pseudomallei С-141 и B. mallei 
10230: 
Обозначения иммуноэлектрофореграмм: А – с сывороткой к клеточным 
антигенам B. pseudomallei С-141; Б – с сывороткой к ЭЦА B. pseudomal-
lei С-141; В – с сывороткой к клеточным антигенам B. mallei 10230; Г – 
с сывороткой к ЭЦА B. mallei 10230. М – трек с маркерными белками. 
Обозначения треков с антигенами штаммов: 1 – B. pseudomallei С-141; 
2 – B. mallei 10230; 3 – B. cepacia 25416; 4 – B. thailandensis 264
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позволяющего дифференцировать патогенные виды 
буркхольдерий.

Воспроизводимость иммуноэлектрофореграмм, 
вычисленная для полученных сывороток как среднее 
значение коэффициентов сходства Дайса, имела зна-
чения от 91 до 95 %.

Таким образом, проведенный анализ получен-
ных иммуноэлектрофореграмм клеточных антигенов 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia в 
иммуноблоттинге с иммунными сыворотками к кле-
точным антигенам и ЭЦА четырех видов буркхоль-
дерий выявил отдельные фракции, присутствующие 
в антигенных спектрах штаммов одного патогенного 
вида и отсутствующие в спектрах штаммов другого 
патогенного вида, которые позволяют дифференци-
ровать эти виды. Достигнутая воспроизводимость 
иммуноэлектрофореграмм позволяет использовать 
их в сравнительном анализе сходства спектров анти-
генных фракций анализируемых видов с применени-
ем компьютерных программ. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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Рис. 3. Иммуноэлектрофореграммы суммарных клеточных анти-
генов буркхольдерий после иммуноблоттинга с иммунными 
сыворотками к клеточным антигенам и ЭЦА B. cepacia 25416 и 
B.t hailandensis 264: 
Обозначения иммуноэлектрофореграмм: А – с сывороткой к клеточным 
антигенам B. cepacia 25416; Б – с сывороткой к ЭЦА B. cepacia 25416; 
В – с сывороткой к клеточным антигенам B. thailandensis 264; Г – с сы-
вороткой к ЭЦА B. thailandensis 264. М – трек с маркерными белками. 
Обозначения треков с антигенами штаммов: 1 – B. pseudomallei С-141; 
2 – B. mallei 10230; 3 – B. cepacia 25416; 4 – B. thailandensis 264


