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на территории стран содружества независимых 
государств действует 42 природных очага чумы, рас-
положенных в равнинных и горных ландшафтах 

кавказа и закавказья, северо-западного и северного 
прикаспия, средней азии, сибири и характеризую-
щихся различной биоценотической, эпизоотической 
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цель исследований. разработка и медицинские испытания «тест-системы иммуноферментной для 
детекции чумного микроба моноклональной (иФапестФ1-м)». материалы и методы. в работе ис-
пользованы материалы для постановки сэндвич-варианта иФа. в качестве диагностического имму-
нореагента применяли мка 1в3 к FI Y. pestis. для определения чувствительности и специфичности 
сконструированной иммуноферментной тест-системы исследованы образцы 24 природных и генети-
чески модифицированных pFra+ и pFra–  штаммов Y. pestis и 56 штаммов гетерологичных бактерий се-
мейства Enterobacteriaceae. результаты и выводы. на основе моноклональных антител к капсульному 
антигену Yersinia pestis разработана «тест-система иммуноферментная для детекции чумного микро-
ба моноклональная (иФапестФ1-м)», которая характеризуется высокой специфичностью и позво-
ляет выявлять капсулосодержащие штаммы возбудителя чумы в образцах биологического материала 
и проводить идентификацию чистых культур с чувствительностью 5·105–1·106 м.к./мл. она не усту-
пает по основным параметрам препарату сравнения «иммуноглобулинам диагностическим чумным 
флуоресцирующим адсорбированным лошадиным», лиофилизату для диагностических целей, произ-
водства Фкуз роснипчи «микроб», обладая при этом такими преимуществами, как объективный 
учет результатов анализа и возможность их документирования. диагностическая моноклональная 
тест-система (иФапестФ1–м) зарегистрирована в росздравнадзоре № рзн 2013/711 от 31.05.2013 г. 
в соответствии с приказом № 2161-пр. 113 от 31.05.2013 г. и допущена к обращению на территории 
российской Федерации.
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detection of plague agent (“EIAPESTF1-M”). Materials and methods. Utilized were materials for carrying out sandwich EIA. MCA 
1B3 to Y. pestis F1 served as diagnostic immune-reagent. To determine sensitivity and specificity of the designed immune-enzyme 
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и эпидемической активностью [2, 4]. в настоящее 
время сохраняется напряженная эпидемиологиче-
ская обстановка и неблагоприятный прогноз эпи-
зоотической ситуации в очагах северо-западного 
прикаспия и сибири [6]. чума в природных очагах 
регистрируется в виде спорадических случаев или 
разлитых эпизоотий в популяциях диких грызунов, 
как правило, основных носителей. в эпизоотический 
процесс могут вовлекаться также второстепенные 
и случайные носители из числа диких животных и 
синантропных грызунов [5], при этом возможно за-
ражение чумой человека [3]. 

в связи с вышеизложенным по-прежнему акту-
альной остается разработка новых препаратов для 
детекции Yersinia pestis. особый интерес представля-
ет конструирование иммуноферментных тест-систем 
на основе моноклональных антител (мка), которые, 
благодаря своей способности к взаимодействию с 
уникальным диагностически значимым эпитопом 
поверхностно расположенного бактериального анти-
гена, обеспечивают строгую специфичность моно-
клональных диагностикумов [7, 8]. 

отсутствие в российской Федерации современ-
ных эффективных иммунодиагностических препара-
тов для обнаружения возбудителя чумы при проведе-
нии эпизоотологического обследования природных 
очагов этой инфекции предопределило цель данного 
исследования по разработке и внедрению в практику 
здравоохранения диагностической иммунофермент-
ной тест-системы, основу которой составили моно-
клональные антитела к капсульному антигену (ФI) 
Y. pestis.

материалы и методы

в сконструированной тест-системе реализован 
сэндвич-вариант иФа. для сенсибилизации поли-
стироловых планшетов отечественного производства 
(медполимер, россия), использованных в качестве 
твердой фазы, применяли мка 1в3 к ФI Y. рestis, 
выделенные методом высаливания [8] из асцитиче-
ских жидкостей зараженных гибридомой Y. рest 1в3 
мышей инбредной линии BALB/c в концентрации 
10 мкг/мл. свободные сайты на пластике блокиро-
вали 0,5 % раствором молока обезжиренного сухо-
го( гост 10970–87). капсульный антиген чумного 
микроба, содержащийся в исследуемом материале, 
после связывания с моноклональными иммуногло-
булинами проявляли при помощи мка 1в3, конъю-
гированных с пероксидазой хрена перйодатным ме-
тодом [8], в рабочем разведении. положительным 
контрольным образцом (пко-чм) служила инакти-
вированная сухая взвесь Y. pestis EV в концентрации 
1·109 м.к./мл.

в отрицательный контроль вносили фосфатно-
солевой буферный раствор. 

высушивание пероксидазного конъюгата и пко-
чм осуществляли с использованием центрифуги-
концентратора CentriVap 7310030 (Labconco, сШа) 

при температуре 4 °с, скорости вращения ротора 
1425 об/мин и давлении 1·10−4 торр. в качестве ста-
билизатора к препаратам добавляли 3 % сахарозы. 
после высушивания активность препаратов опреде-
ляли в непрямом иФа. 

хромогенным субстратом в иФа служил 2,2′-
azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), diam-
monium salt (ABTS) (Sigma, сШа). 

на этапах разработки тест-системы 
иФапестФ1-м исследовали образцы инактивиро-
ванных микробных взвесей 24 природных и гене-
тически модифицированных pFra+ и pFra− штаммов 
Y. pestis, а также 56 штаммов гетерологичных бак-
терий семейства Enterobacteriaceae в различных 
концентрациях, смешанные культуры бактерий, а 
также искусственно контаминированный указан-
ными микроорганизмами биологический материал 
(сыворотки крови человека, суспензии внутренних 
органов лабораторных аутбредных мышей). работу 
с патогенными бактериями и обеззараживание био-
логического материала проводили в соответствии с 
сп 1.3.3118-13 «безопасность работы с микроорга-
низмами I–II групп патогенности (опасности)» [1].

при проведении медицинских испытаний тест-
системы использовали инактивированные чистые 
культуры 24 штаммов Y. pestis в концентрации 1·107, 
1·106 и 1·105 м.к./мл (всего 72 образца), чистые 
культуры гетерологичных микроорганизмов в кон-
центрации 1·109 м.к./мл, включая Yersinia pseudo-
tuberculosis, Y. enterocolitica, Francisella tularensis, 
Escherichia. coli, Salmonella typhimurium, S. typhi, 
Shigella flexneri,S. sonnei (20 образцов), пробы сы-
воротки крови человека, контаминированной Y. pes-
tis (21 образец), пробы сыворотки крови человека, 
контаминированной гетерологичными микроор-
ганизмами (10 образцов), суспензии внутренних 
органов мышей, контаминированные Y. pestis (21 
образец), суспензии внутренних органов мышей, 
контаминированные гетерологичными бактериями 
(9 образцов).

все виды материала тестировали с применением 
экспериментальных серий тест-системы, приготов-
ленных ex tempore, а также хранившихся в течение 
шести месяцев. 

учет результатов анализа осуществляли визу-
ально и спектрофотометрически с использовани-
ем мультиканального фотометра «Multiskan ех» 
(китай) при длине волны 405 нм. результат анализа 
считали положительным, если показатель оптиче-
ской плотности опытного образца (оп)обр в 2 или 
более раз превышал показатель оптической плотно-
сти контрольного образца (к)обр. 

в качестве препарата сравнения при про-
ведении медицинских испытаний использовали 
«иммуноглобулины диагностические чумные флуо-
ресцирующие адсорбированные лошадиные, лио-
филизат для диагностических целей, производства 
Фкуз роснипчи «микроб» роспотребнадзора (се-
рия 110). подготовку и исследование материала про-



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

872016, issue 3

водили в соответствии с инструкцией по примене-
нию иммуноглобулинов. окрашенные мазки просма-
тривали под люминесцентным микроскопом Primo 
Star iLED (Carl Zeiss, германия) с использованием 
иммерсионного масла. учет результатов осущест-
вляли визуально по четырехкрестовой системе.

результаты и обсуждение

иммунореагентную основу тест-системы 
«иФапестФ1-м» составили мка к диагностически 
значимому антигену Y. рestis – ФI [5, 10], что обеспе-
чило специфичность и стандартность разработанно-

Таблица 1
результаты исследования проб биологического материала, контаминированного различными штаммами Y. pestis,  

с использованием тест-системы иммуноферментной для детекции чумного микроба моноклональной (ифаПестф1-м)

вид  
биологического 

материала

Штамм,  
использованный  

для контаминации

концентра-
ция микро-
организмов 
в образце 
(м.к./мл)

серия 02 серия 03

оПср  
(к–)×2 /  
оп (к+)

оп образцов оценка 
результата

оПср  
(к–)×2 /  
оп (к+)

оп образцов оценка 
результата

оп1/оп2/оПобр оп1/оп2/оПобр

сыворотка  
крови человека

Y. pestis A-1108 (pFra+) 1·107 0,081/1,503 0,675/0,669/0,672 полож. 0,081/1,448 0,661/0,662/0,662 полож.
« 1·106 « 0,535/0,526/0,531 полож. « 0,541/0,537/0,539 полож.
« 1·105 « 0,042/0,039/0,041 отр. « 0,042/0,039/0,041 отр.

Y. pestis 231 (pFra+) 1·107 « 0,655/0,721/0,688 полож. « 0,652/0,730/0,691 полож.
« 1·106 « 0,502/0,592/0,547 полож. « 0,504/0,587/0,546 полож.
« 1·105 « 0,053/0,041/0,047 отр. « 0,053/0,042/0,048 отр.

Y. pestis 2377 (pFra+) 1·107 « 0,709/0,606/0,658 полож. « 0,708/0,586/0,647 полож.
« 1·106 « 0,614/0,483/0,549 полож. « 0,619/0,487/0,553 полож.
« 1·105 « 0,042/0,039/0,041 отр. « 0,043/0,039/0,041 отр.

Y. pestis KM-225 (pFra+) 1·107 « 0,822/0,733/0,778 полож. « 0,817/0,737/0,777 полож.
« 1·106 « 0,595/0,537/0,566 полож. « 0,586/0,543/0,565 полож.
« 1·105 « 0,039/0,044/0,042 отр. « 0,039/0,044/0,042 отр.

Y. pestis и-3131 (pFra+) 1·107 « 0,673/0,649/0,661 полож. « 0,673/0,651/0,662 полож.
« 1·106 « 0,463/0,585/0,524 полож. « 0,463/0,546/0,505 полож.
« 1·105 « 0,041/0,050/0,046 отр. « 0,042/0,050/0,046 отр.

Y. pestis и-3358 (pFra+) 1·107 0,074/1,952 0,556/0,522/0,539 полож. 0,075/1,991 0,582/0,550/0,566 полож.
« 1·106 « 0,398/0,522/0,460 полож. « 0,407/0,557/0,482 полож.
« 1·105 « 0,042/0,038/0,040 отр. « 0,042/0,038/0,040 отр.

Y. pestis м-570 (pFra+) 1·107 « 0,454/0,491/0,473 полож. « 0,482/0,517/0,500 полож.
« 1·106 « 0,396/0,347/0,372 полож. « 0,416/0,364/0,390 полож.
« 1·105 « 0,040/0,038/0,039 отр. « 0,040/0,039/0,040 отр.

суспензия  
внутренних  
органов мышей

Y. pestis EV нииэг (pFra+) 1·107 « 0,808/0,869/0,839 полож. « 0,840/0,900/0,870 полож.
« 1·106 « 0,362/0,407/0,386 полож. « 0,378/0,422/0,400 полож.
« 1·105 « 0,081/0,094/0,088 полож. « 0,085/0,103/0,094 полож.

Y. pestis м-1814 (pFra+) 1·107 « 0,867/0,824/0,846 полож. « 0,903/0,861/0,882 полож.
« 1·106 « 0,371/0,393/0,382 полож. « 0,392/0,405/0,399 полож.
« 1·105 « 0,080/0,074/0,077 полож. « 0,082/0,077/0,080 полож.

Y. pestis A-1122 (pFra+) 1·107 « 0,784/0,961/0,873 полож. « 0,810/1,002/0,906 полож.
« 1·106 « 0,359/0,456/0,408 полож. « 0,373/0,473/0,423 полож.
« 1·105 « 0,075/0,087/0,081 полож. « 0,077/0,089/0,083 полож.

Y. pestis и-3131 (pFra+) 1·107 « 0,907/0,859/0,883 полож. « 0,943/0,894/0,919 полож.
« 1·106 « 0,428/0,384/0,406 полож. « 0,444/0,396/0,420 полож.
« 1·105 « 0,075/0,072/0,074 отр. « 0,078/0,076/0,077 полож.

Y. pestis и-3358 (pFra+) 1·107 « 0,828/0,827/0,828 полож. « 0,859/0,874/0,867 полож.
« 1·106 « 0,391/0,370/0,381 полож. « 0,405/0,395/0,400 полож.
« 1·105 « 0,074/0,069/0,072 отр. « 0,077/0,074/0,076 полож.

Y. pestis м-570 (pFra+) 1·107 « 0,675/0,789/0,732 полож. « 0,690/0,816/0,753 полож.
« 1·106 « 0,382/0,398/0,390 полож. « 0,402/0,417/0,410 полож.
« 1·105 « 0,075/0,079/0,077 полож. « 0,078/0,081/0,080 полож.

Y. pestis C-358 (pFra+) 1·107 « 0,820/0,811/0,816 полож. « 0,855/0,834/0,845 полож.
« 1·106 « 0,344/0,358/0,351 полож. « 0,361/0,375/0,368 полож.
« 1·105 « 0,073/0,073/0,073 отр. « 0,076/0,076/0,076 полож.

примечания :  оп1 – оптическая плотность в 1-й лунке; оп2 – оптическая плотность во 2-й лунке; опобр – среднее арефметическое значение 
двух лунок с одинаковым образцом.; опср(к–) – среднее арефметическое значение в лунках с отрицательным контрольным образцом; оп (к+) – зна-
чение оптической плотности в лунках с положительным контролем.
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го препарата. 
на первом этапе исследований тест-систему 

«иФапестФ1-м» применяли для тестирования 
чистых культур микроорганизмов. из 24 штаммов 
Y. рestis 23 культуры (95,8 %) выявлены в мини-
мальной концентрации 1·106 м.к./мл; лишь 1 штамм 
(Y. pestis 2377 (pFra+) (4,2 %) обнаружен в более низ-
кой концентрации – 1·105 м.к./мл. в связи с этим в 
последующих экспериментах Y. рestis использовали 
в трех концентрациях – 1·105, 1·106 и 1·107 м.к./мл. 
ни с одним из тестированных штаммов гетерологич-
ных бактерий взаимодействия не зарегистрировано, 
что подтверждает высокую специфичностью мка 
1в3, полученных к капсульному антигену чумного 
микроба. 

при исследовании смешанных культур и искус-
ственно контаминированного биологического мате-
риала с помощью тест-системы «иФапестФ1-м» 
показатель чувствительности совпадал с таковым 
при тестировании чистых культур. положительная 
реакция отмечалась только с пробами, содержащими 
pFra+ штаммы Y. рestis. 

с целью увеличения стабильности и срока 
хранения моноклонального чумного конъюгата и 
пко-чм после проведения предварительных ис-
следований с жидкими формами названных реаген-
тов осуществляли их высушивание под вакуумом, 
используя методику, предложенную нами ранее [7]. 
оказалось, что реакционноспособность пко-чм 
после высушивания сохранялась. в то же время ак-
тивность конъюгата снижалась в среднем на 20 %, 
что нередко отмечается при высушивании белковых 
препаратов [9]. изменения активности высушенных 
форм реагентов в течение срока наблюдения (6 меся-
цев) не происходило, что позволило сделать вывод о 
приемлемости включения их в состав тест-системы 
«иФапестФ1-м». 

следующим этапом стало изучение стабиль-
ности скомпонованной тест-системы при хранении. 
результаты тестирования образцов, аналогичных вы-
шеописанным, с использованием эксперименталь-
ных серий тест-систем, хранившихся в течение 3 и 6 
месяцев, полностью коррелировали с таковыми, по-
лученными при применении реагентов, приготовлен-
ных непосредственно перед постановкой иФа. это 
свидетельствовало о стабильности разработанного 
диагностикума в течение срока наблюдения.

при проведении медицинских испытаний ис-
пользовали 2 серии (02 и 03) набора реагентов «тест-
система иммуноферментная для детекции чумного 
микроба моноклональная (иФапестФ1-м)». всего 
исследовано 153 образца чистых культур микроорга-
низмов и контаминированного биоматериала. 

установлено, что тест-система «иФапестФ1-м» 
позволяет выявлять капсулосодержащие штаммы 
чумного микроба в чистых культурах и биологиче-
ском материале от людей и животных в минимальной 
концентрации 5·105–1·106 м.к./мл при отрицательной 
реакции с гетерологичными бактериями. чумной ми-

кроб выявлен в концентрации 1·106 м.к./мл в 100 % 
случаев, а в концентрации 1·105 м.к./мл – в 8,3. 

при испытании тест-системы «иФапестФ1-м» 
серий 02 и 03 отмечалось допустимое расхождение 
среди положительных результатов в 2,0 % случаев, 
преимущественно при исследовании биологического 
материала (таблица). расхождения по отрицательным 
результатам не было. тест-система «иФапестФ1-м», 
не уступая по основным параметрам препарату срав-
нения, обладала такими несомненными преимуще-
ствами как отсутствие субъективности учета реак-
ции и возможность документирования результатов 
анализа.

разработанный набор реагентов «тест-система 
иммуноферментная для детекции чумного микроба 
моноклональная (иФапестФ1-м)» зарегистрирован 
в росздравнадзоре № рзн 2013/711 от 31.05.2013 и 
допущен к обращению на территории российской 
Федерации.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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