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Потенциальные иммунодиагностические мишени  
для выявления Burkholderia pseudomallei
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Мелиоидоз является особо опасным инфекционным заболеванием, поражающим людей и животных преиму-
щественно в странах Юго-Восточной Азии и на территории северной Австралии. Прогнозируемые в ближайшие 
годы распространение естественного ареала возбудителя – Burkholderia pseudomallei – и рост заболеваемости 
мелиоидозом представляют серьезную угрозу для общественного здравоохранения. Поскольку для выделения 
и идентификации культуры B. pseudomallei требуется до семи суток, необходим надежный тест для его быстро-
го прямого обнаружения непосредственно в клинических образцах, что позволит начать лечение надлежащими 
антибиотиками, предотвращая рецидивы заболевания и снижая уровень смертности. Усложняет разработку ин-
струментов диагностики значительная адаптационная пластичность генома B. pseudomallei, который приобретает 
новые кодирующие последовательности в результате горизонтального переноса генов от микроорганизмов, зани-
мающих с возбудителем мелиоидоза общую экологическую нишу. Большинство разработанных иммунодиагно-
стических тестов для выявления B. pseudomallei созданы без должной стандартизации и не являются коммерчески 
доступными. Эти экспериментальные препараты обладают недостаточными чувствительностью и специфично-
стью и лучше всего работают с выделенной бактериальной культурой, сводя к минимуму преимущества быстрой 
диагностики. Основной задачей при создании простого, эффективного и экономичного иммунодиагностического 
экспресс-теста для выявления B. pseudomallei по-прежнему является выбор диагностической мишени. В обзоре 
представлен анализ литературных данных об имеющихся и перспективных методических инструментах уско-
ренного обнаружения возбудителя мелиоидоза иммунологическими методами и поиске новых потенциальных 
антигенных мишеней.
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Abstract. Melioidosis is a particularly dangerous infectious disease that affects humans and animals primarily in 
Southeast Asia and northern Australia. The predicted spread of the natural range of the pathogen, Burkholderia pseudo-
mallei, and the increase in melioidosis cases in the coming years threaten to become a serious public health issue. Since 
it takes up to seven days to isolate and identify a B. pseudomallei culture, a reliable test for its rapid direct detection 
in clinical samples is needed, which will allow for the initiation of treatment with appropriate antibiotics, preventing 
relapses and reducing mortality. The development of diagnostic approaches is complicated by the significant adaptive 
plasticity of the B. pseudomallei genome, which acquires new coding sequences as a result of horizontal gene transfer 
from microorganisms that share a common ecological niche with the causative agent of melioidosis. Most of the deve
loped immunodiagnostic tests for the detection of B. pseudomallei were created without proper standardization and are 
not commercially available. These experimental tests have insufficient sensitivity and specificity and work best with an 
isolated bacterial culture, minimizing the advantages of rapid diagnostics. The selection of a diagnostic target remains 
the main challenge in developing a simple, cost-effective and valid rapid immunodiagnostic test for the detection of 
B. pseudomallei. This review presents an analysis of the literature data on existing and promising methodological ap-
proaches to the rapid detection of the causative agent of melioidosis using immunological methods and the search for 
new potential antigen targets.
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Мелиоидоз – опасное инфекционное заболевание 
человека и широкого круга животных, вызываемое 
грамотрицательной бактерией Burkholderia pseudo-
mallei, которая входит в состав комплекса B. pseudo-
mallei, включающего еще семь видов микроорга-
низмов, связанных между собой высокой степенью 
родства: B. mallei, B. thailandensis, B. humptydooen-
sis, B. oklahomensis, B. singularis, B. mayonis sp. nov., 
B. savannae sp. nov. [1]. Вследствие высокой патоген-
ности и отсутствия коммерчески доступных вакцин 
для профилактики мелиоидоза B. pseudomallei отно-
сят к потенциальным агентам биотерроризма [2].

Возбудитель мелиоидоза обитает в ризосфере, 
влажной почве, а также в поверхностных и подзем-
ных водах многих тропических и субтропических ре-
гионов [3]. Известно, что мелиоидоз является энде-
мичным почти в 50 странах мира, при этом наиболь-
шее его бремя приходится на Юго-Восточную Азию 
и северную часть Австралии. Все чаще сообщается о 
случаях мелиоидоза на Ближнем Востоке, в Африке, 
южной части Тихого океана, Центральной и Южной 
Америке, причем, по мнению ведущих специалистов 
в области эпидемиологии мелиоидоза, текущие по-
казатели заболеваемости в этих регионах, вероятно, 
значительно занижены [4, 5]. Рост числа выявляемых 
случаев сахарного диабета, являющегося фактором 
риска заражения мелиоидозом, значительное увели-
чение количества международных поездок, возмож-
ность зоонозного распространения при обширном 
перечне восприимчивых к B. pseudomallei видов жи-
вотных, а также динамические климатические изме-
нения могут дестабилизировать текущую экологию 
возбудителя и способствовать географической дис-
семинации мелиоидоза [6].

Попадая в организм через раневые поверхно-
сти, посредством вдыхания или проглатывания кон-
таминированной почвы либо воды, B. pseudomallei 
может вызывать как локализованную инфекцию, так 
и тяжелые формы заболевания с образованием мно-
жественных септико-некротических очагов во вну-
тренних органах и тканях [7]. Более 40 % пациентов 
с острым септическим мелиоидозом умирают в те-
чение 48 часов после поступления в стационар [8]. 
Ввиду того что B. pseudomallei обладает устойчиво-
стью к большинству противомикробных препаратов, 
быстрая диагностика мелиоидоза имеет решающее 
значение для назначения оптимального курса анти-
биотикотерапии и выживания пациентов [9]. 

Постановка окончательного диагноза при ме
лиоидозе основывается на выделении культуры и 
требует до семи суток. К настоящему времени пока-
зано, что диагностическая эффективность бактерио-
логического метода не превышает 60 %, что во мно-
гом связано с возможностью образования некульти-
вируемых форм B. pseudomallei [10]. Для идентифи-
кации возбудителя мелиоидоза используют такие со-
временные методы исследования, как полимеразная 
цепная реакция, MALDI-TOF-масс-спектрометрия и 
секвенирование.

Детекция возбудителя мелиоидоза с помо-
щью иммунологических методов, основанных на 
использовании в качестве антигенов клеточных 
экстрактов. Антигенами, которые могут быть полез-
ны для диагностики мелиоидоза, являются культу-
ральный фильтрат и цельноклеточные антигены, но 
существенный недостаток данных препаратов заклю-
чается в том, что их получение не стандартизировано 
и не воспроизводимо в разных лабораториях [11].

Наиболее распространенным быстрым методом 
лабораторной диагностики мелиоидоза на эндемич-
ных территориях в условиях недостаточных возмож-
ностей является реакция непрямой гемагглютинации 
(РНГА), используемая для определения титров анти-
тел у пациентов. Для данного анализа эритроциты 
барана сенсибилизируют антигенами клеточных экс-
трактов, полученных из местных клинических изоля-
тов B. pseudomallei [12, 13]. Однако наличие высоко-
го уровня фоновых антител из-за предшествующего 
контакта с близкородственными видами бактерий, 
населяющими окружающую среду эндемичных ре-
гионов, в особенности B. thailandensis, приводит к 
снижению специфичности метода, а также невоз-
можности отслеживать ответную реакцию организма 
на лечение [12]. По этой причине серодиагностика 
имеет большее значение в районах, где зарегистриро-
ваны лишь единичные случаи мелиоидоза, для уста-
новления диагноза у путешественников, вернувших-
ся с эндемичных территорий [2]. Чувствительность 
теста зависит от стадии и формы заболевания: по-
ложительный результат РНГА обнаруживают менее 
чем у 60 % пациентов с острым мелиоидозом при 
бактериологически подтвержденном диагнозе, у па-
циентов с хроническим течением заболевания про-
цент положительных результатов в РНГА несколько 
выше. До 30 % больных мелиоидозом являются се-
ронегативными, причем продолжительность периода 
сероконверсии непредсказуема [13].

На сегодняшний день детекция возбудителя ме-
лиоидоза методом РНГА осуществляется с примене-
нием эритроцитарных диагностикумов, изготовлен-
ных на основе поликлональных иммуноглобулинов 
сывороток лабораторных животных, полученных 
при иммунизации цельноклеточными антигенами. 
В ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт Роспотребнадзора был 
разработан набор реагентов «Диагностикум эри-
троцитарный сапной и мелиоидозный иммуно-
глобулиновый сухой» (РУ № ФСР 2011/11613). Не 
дифференцируя виды B. pseudomallei, B. mallei и 
B. thailandensis, данный препарат является группо-
специфическим и позволяет обнаружить буркхоль-
дерии в пробах с концентрацией бактерий не менее 
1·106 КОЕ/мл [14].

Иммунофлуоресцентный анализ (МФA) с ис-
пользованием моноклональных антител (МКА), по-
лученных против неочищенного цельноклеточного 
экстракта B. pseudomallei, показал чувствительность 
значительно ниже по сравнению с бактериологиче-
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ским методом диагностики и может быть применен 
лишь для быстрого скрининга клинических образ-
цов с высокой бактериальной нагрузкой [13].

Таким образом, иммунологические подходы, 
основанные на использовании клеточных экстрак-
тов возбудителя мелиоидоза, не позволяют в полной 
мере дифференцировать патоген от близкородствен-
ных микроорганизмов. 

Детекция возбудителя мелиоидоза с помо-
щью иммунологических методов, основанных на 
использовании в качестве антигенов липополи-
сахарида и капсульного полисахарида. Наиболее 
востребованными иммунодиагностическими ми-
шенями являются следующие компоненты клетки 
B. pseudomallei: липополисахарид (LPS) и капсуль-
ный полисахарид (CPS).

LPS представляет собой гликолипид, обрам-
ляющий наружную поверхность клеточной стен-
ки грамотрицательных бактерий, и состоит из трех 
компонентов: липида А, коровой области и полиса-
харидной цепи O-антигена (O-PS). Структура O-PS 
B. pseudomallei представляет собой неразветвлен-
ный гетерополимер повторяющихся звеньев [-3)-β-
D-глюкопираноза-(1-3)-6-дезокси-α-l-талопираноза-
(1-] и обозначается как O-PS типа II [15]. Кластер био-
синтеза LPS обнаружен на хромосоме I (BPSL2672-
BPSL2688) [16]. LPS возбудителя мелиоидоза имму-
нологически классифицируется на ряд серотипов: 
A, B и B2, – причем каждый серотип гетерогенно 
распределен в разных географических точках. 
В Таиланде и Австралии наиболее распространен 
LPS типа A, в Индии – LPS B, тогда как LPS B2 в 
Таиланде не обнаружен, но выявлен в Австралии и 
Папуа – Новой Гвинее [17, 18]. По этой причине ис-
пользование O-PS в качестве антигена для разработ-
ки методов обнаружения B. pseudomallei из разных 
регионов мира приводит к ложноотрицательным ре-
зультатам [11].

CPS, являющийся одним из основных факторов 
вирулентности возбудителя мелиоидоза, представ-
лен плотно упакованными полисахаридами, обеспе-
чивающими барьер вокруг бактериальных клеток 
и играющими роль в их адгезии. У B. pseudomallei 
идентифицированы четыре типа экзополисахаридов: 
CPS I, CPS II, CPS III и CPS IV [19]. Наиболее оха-
рактеризованным является CPS I (BPSL2787-2810), 
который присутствует во всех клинических изоля-
тах возбудителя мелиоидоза в виде высокомолеку-
лярного неразветвленного полимера, состоящего 
из остатков [-3)-2-О-ацетил-6-дезокси-β-D-манно-
гептопираноза-(1-], и обозначается в некоторых ра-
ботах как O-PS типа I [15]. Кластер генов CPS I имеет 
признаки, свидетельствующие о его горизонтальном 
приобретении. Считается, что это было ключевым 
событием в эволюции патогенности B. pseudomallei 
по сравнению с B. thailandensis, у большинства 
штаммов которой присутствует кластер биосинтеза 
экзополисахарида (EPS) с относительно низкой го-
мологией с кластером CPS I (75 %). У вариантных по 

структуре капсулы штаммов B. thailandensis (BTCV) 
вместо EPS имеется B. pseudomallei-подобный кла-
стер генов CPS с идентичностью последовательно-
сти с CPS I 95 % [19], который также был приобре-
тен путем горизонтального переноса.

Самыми популярными мишенями для МКА про-
тив B. pseudomallei являются эпитопы LPS и CPS. 
При прямом выявлении B. pseudomallei в образцах 
крови с использованием МКА, направленных про-
тив CPS, чувствительность МФА составляет 100 %, 
а специфичность – 99,6 % [20]. В случае с иными 
клиническими пробами данная методика продемон-
стрировала чувствительность в диапазоне от 32,7 % 
(для образцов из дыхательных путей) до 50 % (для 
образцов гноя) [7]. К недостаткам метода можно 
отнести тенденцию ошибочно идентифицировать 
флуоресцирующий дебрис как интактные бактери-
альные клетки [21]. 

Для быстрой идентификации B. pseudomallei 
разработано множество вариантов относительно 
простой в исполнении реакции латекс-агглютинации 
(РЛA) [22–24]. Сообщалось, что чувствитель-
ность РЛA на основе МКА к экзополисахариду 
B. pseudomallei при тестировании бактериальной 
суспензии составляет 98,7 % со специфичностью 
97,2 % [25]. Достоверные результаты могут быть 
получены только при условии накопления культуры 
B. pseudomallei, позволяющей получить бактериаль-
ную взвесь высокой плотности, что сводит на нет 
преимущество раннего выявления возбудителя [7]. 
Отмечены ложноположительные перекрестные реак-
ции с микроорганизмами рода Burkholderia, включая 
B. thailandensis, B. cepacia и B. multivorans, а также 
Staphylococcus aureus [7, 26]. Кроме того, минусом 
данного метода в диагностике мелиоидоза является 
отсутствие стандартизированных коммерчески до-
ступных реагентов [27].

Многообещающим диагностическим подхо-
дом для исследования клинических образцов явля-
ется иммунохроматографический анализ (ИХА), 
при котором нитроцеллюлозная мембранная по-
лоска покрывается высокоаффинными МКА к CPS 
B. pseudomallei [28]. Разработан коммерческий тест 
«Active Melioidosis Detect™ Rapid Test» для обна-
ружения возбудителя мелиоидоза без специальных 
оборудования и условий хранения, соответствую-
щий критериям доступности, удобства в использо-
вании, быстроты и обеспечивающий визуальный по-
ложительный или отрицательный результат анализа 
в течение 15 минут [29].

Чувствительность ИХА на основе МКА к CPS 
при исследовании бактериальной взвеси чистой 
культуры B. pseudomallei составила 98,7 % при 
специфичности 97,2 %, при этом анализ характери-
зовался низким пределом обнаружения возбудителя 
(приблизительно 2 нг/мл) [30]. Примечательно, что 
ложноотрицательный результат был получен для 
изолята с мутацией сдвига рамки считывания в гене 
wcbR, снижающей выработку CPS [19]. При иссле-
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довании клинических образцов сыворотки/плазмы 
крови, мочи, мокроты и гноя при бактериологически 
подтвержденных случаях мелиоидоза чувствитель-
ность ИХА составляла от 56 до 65 % [28, 29, 31]. 

Не преодолена и проблема ложноположитель-
ных результатов ИХА при выявлении B. pseudomallei 
из-за перекрестной реактивности капсульных анти-
генов возбудителя мелиоидоза и близкородственных 
видов микроорганизмов [32].

Разработан способ детекции B. pseudomallei ме-
тодом ИХА на основе обнаружения CPS, обеспечи-
вающий выявление патогена в пробах гемокультур 
с концентрацией 1·107 КОЕ/мл. Однако по своей 
чувствительности данный тест уступал ранее пред-
ложенному «Active Melioidosis Detect™ Rapid Test». 
Полученные результаты указывают на перспектив-
ность дальнейшего совершенствования созданного 
прототипа и его внедрения в лабораторную диагно-
стику возбудителя у человека [33].

Таким образом, предложенные иммунологиче-
ские подходы для выявления возбудителя мелиоидо-
за с применением в качестве мишени LPS или CPS 
оказались более чувствительными и специфичными, 
нежели подходы, основанные на использовании кле-
точных экстрактов.

Детекция возбудителя мелиоидоза с помо-
щью иммунологических методов, основанных на 
использовании в качестве антигенов поверхност-
ных белков. Для разработки способов выявления 
возбудителя мелиоидоза с помощью иммунологи-
ческих методов также использовались различные 
поверхностные белки B. pseudomallei, обладающие 
антигенными свойствами. 

Белок Hcp1 (hemolysin-coregulated protein 1) – 
компонент системы секреции VI типа, связанной с 
вирулентностью B. pseudomallei, структурно отли-
чается от такового у B. thailandensis; следователь-
но, среди здоровых людей в эндемичных районах 
серопозитивность к этому антигену менее распро-
странена, чем к O-PS [34], что делает предпочти-
тельным использование Hcp1 для выявления анти-
тел к B. pseudomallei. Непрямой твердофазный им-
муноферментный метод (ТИФМ) на основе Hcp1 
в северо-восточном Таиланде продемонстрировал 
чувствительность 68 % и специфичность 95 % для 
клинических образцов [35].

Шаперонин GroEL представляет собой белок теп
лового шока, рассматриваемый в качестве перспек-
тивного серодиагностического антигена возбудителя 
мелиоидоза из-за своих значительных иммуноген-
ных характеристик. Однако перекрестно-реактивные 
эпитопы данного белка у Pseudomonas spp. и других 
грамотрицательных неферментирующих бактерий 
часто приводят к ложноположительным результатам 
анализов [36]. 

Большой интерес в плане использования в ка-
честве мишеней для получения МКА представ-
ляют и структурные белки внешней мембраны 
B. pseudomallei OmpA и Omp85. ТИФМ на основе 

OmpA для выявления специфических антител к воз-
будителю характеризуется чувствительностью 82–
95 % и специфичностью 93–98 % [37]. Кроме того, 
признанные иммуногенными, они были предложены 
в качестве потенциальных кандидатов для разра-
ботки вакцины против мелиоидоза [36]. Проведена 
работа по созданию продуцентов рекомбинантных 
белков Omp38 и OmpA/МotB: E. coli BL21(DE3) 
BpsOmp39 и E. coli BL21(DE3) BpsOmpА, – которые 
имеют высокий потенциал для разработки способов 
выявления возбудителя мелиоидоза с помощью им-
мунологических методов, как для получения на их 
основе МКА, так и использования в качестве основы 
для антигенного диагностикума [38, 39].

Флагеллин (FliC), представленный тысячами по-
вторяющихся субъединиц жгутикового филамента – 
молекулярного пропеллера B. pseudomallei, также 
является иммунодоминантным белком [40]. ТИФМ 
с использованием FliC в качестве антигена достиг 
82–93 % чувствительности и 94–96 % специфично-
сти [10]. Однако способы детекции патогена с при-
менением в качестве мишени OmpA продемонстри-
ровали лучшие диагностические показатели по срав-
нению с таковыми на основе FliC [37]. Необходимо 
отметить, что гены флагеллина fliC B. pseudomallei 
и B. thailandensis обладают высокой гомологично-
стью последовательности, что ограничивает область 
применения FliC для разработки диагностических 
препаратов в эндемичных регионах. Опубликована 
работа, посвященная созданию и применению в 
ранней диагностике мелиоидоза химерного белка 
rGroEL-FLAG300 [10]. Фрагмент белка флагеллина 
FLAG300 выступает в роли мишени для антител, 
но экспрессируется в небольшом количестве в виде 
неправильно свернутого нерастворимого протеина. 
Шаперонин GroEL способствует его сворачиванию 
in vivo и повышает растворимость, биологическую 
активность и выход конечного продукта. Однако 
результаты ТИФМ с сыворотками пациентов, ин-
фицированных иными грамотрицательными бак-
териями (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas spp.), показали перекрестную реак-
тивность к общим иммунодоминантным эпитопам 
химерного белка rGroEL-FLAG300, что подвергает 
сомнению целесообразность его использования в ка-
честве диагностического протеина.

Весьма вариабельными вирулентными поверх-
ностными полипептидами B. pseudomallei являются 
фимбриальные белки. Фимбрии типа I, образуемые 
филаментами, связываются с наружными остатками 
D-маннозы клеток хозяина, рецепторами гликопро-
теинов, экспрессируемыми кишечным эпителием и 
макрофагами, тем самым облегчая интернализацию 
бактерий во время кишечной инфекции [15]. Кластер 
фимбриальных генов демонстрирует генетические 
вариации с несколькими аллелями, преимуществен-
но обнаруживаемыми в разных географических точ-
ках. Азиатские штаммы обычно обладают иерсиние-
подобным фимбриальным кластером генов (YLF), 
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который, как полагают, был получен путем горизон-
тального переноса. Показано, что предполагаемый 
фимбриальный белок I типа (BPSL1626) вызывает 
иммунный ответ и обладает потенциалом в качестве 
кандидата на вакцину против мелиоидоза [41]. В то 
время как B. thailandensis-подобный кластер генов 
жгутика и хемотаксиса (BTFC) наиболее распростра-
нен среди B. pseudomallei в Австралии. Кластеры 
генов YLF и BTFC являются взаимоисключающи-
ми между двумя эндемичными регионами [19], что 
ограничивает использование потенциальных спосо-
бов обнаружения патогена с помощью иммуноло-
гических методов на основе фимбриального белка 
I типа (BPSL1626).

Среди других антигенов, которые рассматривали 
в качестве перспективных для детекции возбудителя 
мелиоидоза с помощью МФA, ИХА, поверхностно-
го плазмонного резонанса и спектроскопии электро-
химического импеданса, можно отметить белки си-
стемы секреции III типа BipD и BopE, а также пред-
полагаемую оксидоредуктазу BPSL2748. Проведена 
работа по созданию аптамеров для указанных выше 
белков, полученных рекомбинантным образом и 
очищенных с помощью аффинной хроматографии. 
Однако процесс отбора in vitro первоначальных мо-
лекул аптамеров не был завершен, поэтому в резуль-
тате данного анализа не сформированы окончатель-
ные последовательности новых диагностических 
реагентов [11].

Таким образом, c иммунологическими подхо-
дами для детекции B. pseudomallei, основанными на 
использовании в качестве мишеней поверхностных 
белков, связаны основные надежды исследователей 
в отношении преодоления проблемы перекрестной 
реактивности.

Из вышеуказанного видно, что используемые 
иммунологические тесты для ускоренной диагно-
стики мелиоидоза часто основаны на антигенах из 
неочищенных клеточных экстрактов, широкое при-
менение которых ограничено проблемой стандар-
тизации. Существует необходимость в разработке 
иммуноанализов на основе рекомбинантных бел-
ковых антигенов B. pseudomallei для прямого выяв-
ления возбудителя в клинических образцах и про-
бах из объектов окружающей среды, а также для 
серодиагностики мелиоидоза, которые не вступали 
бы в перекрестную реакцию с антигенами близ-
кородственных представителей рода Burkholderia. 
Высокочувствительные и специфичные препараты, 
сконструированные с использованием хорошо оха-
рактеризованных рекомбинантных антигенов, смо-
гут обеспечить оперативную диагностику, а значит, 
и более эффективное лечение пациентов с мелиои-
дозом. Несмотря на наличие надежных методов кло-
нирования, экспрессии и очистки белков патогенных 
буркхольдерий, а также развитие новых диагности-
ческих подходов для их идентификации, таких как 
создание высокоаффинных аптамеров, правильный 
выбор мишени все еще остается сложной задачей.
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