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бруцеллез – особо опасная зоонозная инфекция, 
характеризующаяся неопределенной продолжитель-
ностью инкубационного периода, неспецифической 
клинической симптоматикой с множественным по-
ражением органов и систем организма человека, ча-
сто приводящая к инвалидизации. человек заража-
ется от животных главным образом контактным или 
контактно-бытовым путем через кожу и слизистые 
оболочки полости рта, носа, глаз. алиментарный 

способ заражения наблюдается в основном при упо-
треблении в пищу непастеризованных молочных 
продуктов, а также воды [1, 2, 6].

из 10 видов бруцелл заболевания людей преи-
мущественно вызывают В. melitensis, В. abortus и 
B. suis, реже – B. canis. в нашей стране причиной бо-
лее чем 95–97 % случаев бруцеллеза людей является 
В. melitensis. 

в россии ежегодно фиксируется от 300 до 500 
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цель работы. получение гибридом-продуцентов моноклональных антител к антигенам возбудителя бруцелле-
за. материалы и методы. в работе использовали микробные культуры из государственной коллекции микроорга-
низмов филиала Фгбу «48 цнии» минобороны россии (киров); мыши линии BALB/с. гибридизацию проводи-
ли по методике G.Kohler и C.Milstein в модификации De St.Fazekas и D.Scheidegger. исследование специфической 
активности иммунных сывороток, супернатантов гибридом, асцитных жидкостей, препаратов моноклональных 
антител проводили методом непрямого иммуноферментного анализа. результаты и выводы. получены и оха-
рактеризованы гибридомы-продуценты моноклональных антител к специфическим антигенам возбудителя бру-
целлеза. полученные гибридомы являются активными и стабильными антителопродуцентами при многократном 
пассировании in vitro и in vivo. получены асцитные жидкости и приготовлены препараты бруцеллезных монокло-
нальных антител. проведен обоснованный выбор антител, обеспечивающих наибольшую чувствительность им-
муноферментного анализа. установлено, что моноклональные антитела, продуцируемые гибридомами 232B6H7, 
232G12F7, 233B2C5, в сочетании с бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами позволяют выявлять ми-
кробные клетки типовых штаммов различных видов бруцелл в концентрации от 0,25·106 до 1,0·106 м.к.·см–3 и не 
взаимодействуют с культурами гетерологичных микроорганизмов в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3. гибридомы-
продуценты и препараты специфических бруцеллезных моноклональных антител планируется использовать для 
разработки и производства средств иммунодетекции. 
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случаев вновь выявленного бруцеллеза. больные 
бруцеллезом люди регистрируются на территории 
32 субъектов российской Федерации 7 федераль-
ных округов. наиболее неблагополучными являются 
северо-кавказский, Южный и сибирский федераль-
ные округа. в условиях действия экономических 
санкций по отношению к российской Федерации 
вероятна переориентация как торговых сетей, так и 
отдельных специализированных предприятий и пред-
принимателей на новых поставщиков животноводче-
ской продукции из стран средиземноморья, ближнего 
востока, Южной америки, являющихся эндемичны-
ми по бруцеллезу крупного и мелкого рогатого скота, 
что может негативно повлиять на эпидемиологичес-
кую ситуацию по бруцеллезу в стране и привести к 
повышению уровня заболеваемости [2].

согласно методическим указаниям «профилак-
тика и лабораторная диагностика бруцеллеза людей» 
(му 3.1.7.1189-03) лабораторные средства выявле-
ния возбудителя заболевания и его растворимых ан-
тигенов являются ключевым звеном в системе био-
логической защиты населения. эффективность лабо-
раторной диагностики напрямую зависит от главных 
требований средств обнаружения и идентификации: 
высокой чувствительности, специфичности и бы-
строты выполнения. перечисленным требованиям 
отвечают такие иммунологические методы выявле-
ния возбудителей опасных инфекционных болезней, 
как иммуноферментный и иммунохроматографиче-
ский анализы. эффективность данных средств им-
мунодетекции во многом определяется качеством 
применяемых для их конструирования антител.

развитие гибридомной технологии и исполь-
зование ее в практике иммунологических иссле-
дований послужило мощным толчком к созданию 
тест-систем нового поколения на основе монокло-
нальных антител (мкат), обладающих абсолютной 
стандартностью и специфичностью. они идентичны 
не только по изотипу, аллотипу и идиотипу, но также 
по аффинитету и физико-химическим характеристи-
кам. применение мкат для создания средств имму-
ноанализа позволяет значительно повысить их диа-
гностические показатели.

в настоящее время в российской Федерации от-
сутствуют официально зарегистрированные и разре-
шенные к применению иммуноферментные и имму-
нохроматографические тест-системы для выявления 
бруцеллеза на основе моноклональных антител, а 
имеются лишь единичные экспериментальные раз-
работки [4, 5].

в связи с вышеизложенным, наши исследо-
вания были направлены на получение гибридом-
продуцентов моноклональных антител к антигенам 
возбудителя бруцеллеза и препаратов специфиче-
ских бруцеллезных моноклональных антител, пер-
спективных для конструирования иммунофермент-
ных и иммунохроматографических тест-систем. 

цель работы состояла в получении гибридных 
клеточных линий, стабильно секретирующих имму-

ноглобулины к специфическим эпитопам антигенов 
возбудителя бруцеллеза и оценке перспективности 
их применения для выявления различных видов 
бруцелл.

для достижения поставленной цели представ-
лялось необходимым решить следующие задачи: по-
лучить гибридомы-продуценты моноклональных ан-
тител к антигенам возбудителя бруцеллеза; изучить 
культуральные и продуктивные свойства получен-
ных гибридом in vitro и in vivo; получить асцитные 
жидкости и выделить иммуноглобулины; наработать 
препараты специфических бруцеллезных монокло-
нальных антител. 

материалы и методы

мышей линии BALB/c (10 самок 5–6-недельного 
возраста массой 15–20 г) иммунизировали препара-
том из смеси суспензий инактивированных микроб-
ных культур B. abortus штамма 544, B. melitensis 
штамма 145, B. suis штамма 513, взятых в равных 
концентрациях, с конечным содержанием общего ко-
личества микроорганизмов в смеси 1,2·1011 м.к.·см–3, 
с добавлением 2,0 мг·см–3 геля гидроокиси алюми-
ния. схема иммунизации включала 4 подкожные 
инъекции препарата с интервалом введения 21 сут. 
доза препарата составила 3,0·109, 6,0·109, 1,2·1010 
и 2,4·1010 м.к. соответственно. через 18 дней после 
последней инъекции осуществляли взятие крови из 
параорбитального синуса и определяли титр спец-
ифических антител в «сэндвич»-варианте твердо-
фазного иммуноферментного анализа (тиФа). для 
этого планшеты сенсибилизировали антигеном, со-
стоящим из смеси инактивированных микробных 
культур B. abortus штамма 544, B. melitensis штамма 
145, B. suis штамма 513, взятых в равных концентра-
циях, с конечным содержанием общего количества 
микроорганизмов в смеси 3,0·107 м.к.·см–3 в 50 мм 
карбонат-бикарбонатном буфере с рн 9,6 (кбб).

животным с наибольшим уровнем продукции 
антител через 20 дней после иммунизации дела-
ли внутрибрюшную инъекцию (бустер-доза) смеси 
вышеуказанных микробных культур в количестве 
1,0·1010 м.к. на четвертые сутки с момента бустер-
ной инъекции селезенку асептически извлекали, 
спленоциты получали путем перфузии средой RPMI-
1640 с 20 мм HEPES-буфера (Flow Laboratories, 
великобритания).

процедуру слияния иммунных спленоцитов и 
клеток миеломы SP2/0-Ag14 проводили по методике, 
предложенной G.Kohler и C.Milstein [9] в модифика-
ции De St.Fazekas, S.Groth и D.Scheidegger [7]. в ка-
честве индуктора слияния клеток использовали 50 % 
раствор полиэтиленгликоля с молекулярной массой 
1450 (Sigma-Aldrich, сШа). гибридные клетки куль-
тивировали in vitro в со2-инкубаторе (Labsystems, 
россия) при температуре 37 °с и содержании ди-
оксида углерода 5 %. для культивирования исполь-
зовали ростовую среду RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 
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сШа), cодержащую 2 мм L-глютамина, с добавле-
нием 20 % фетальной телячьей сыворотки (Thermo 
Scientific, сШа) и 80 мг∙л–1 гентамицина (россия). с 
целью проведения селекции гибридных клеток в ро-
стовую среду добавляли нат (Sigma-Aldrich, сШа), 
содержащий гипоксантин (н), аминоптерин (а) и 
тимидин (т) в рабочем разведении. 

первичный скрининг гибридных культур про-
водили, начиная с 10-х суток после гибридизации. 
специфическую активность антителопродукции 
гибридных культур определяли методом тиФа 
(«сэндвич»-вариант) трижды с интервалом 2–3 дня 
по мере интенсивности роста клеток. для этого су-
пернатанты гибридных клеток в объеме 100 мкл вно-
сили в планшеты (NUNC, сШа), сенсибилизирован-
ные бруцеллезным антигеном в рабочем разведении в 
50 мм кбб. комплекс «антиген-антитело» выявляли 
антивидовым пероксидазным конъюгатом (антитела 
кролика к иммуноглобулинам мыши) (Sigma-Aldrich, 
сШа). реакцию учитывали определением оптичес-
кой плотности при длине волны 492 нм (оп492) через 
20 мин после внесения субстратно-индикаторной 
смеси. пробы считали положительными, если оп492 
в лунках с исследуемыми образцами в два и более 
раза превышала оп492 раствора в лунках с отрица-
тельным контролем. 

в настоящее время в литературе [8] имеются 
данные о наличии выраженного антигенного родства 
возбудителей бруцеллеза и кишечного иерсиниоза 
серогруппы о:9. учитывая это обстоятельство, при 
повторном тестировании был проведен скрининг 
полученных гибридных культур с Yersinia enteroco-
litica. для этого планшеты сенсибилизировали инак-
тивированной микробной культурой Y. enterocolitica 
штамма 383 в рабочей концентрации в 50 мм кбб. 
далее постановку иммуноферментного анализа осу-
ществляли, как описано выше.

клонирование культур гибридных клеток про-
водили методом лимитирующих разведений при 
расчетной посевной концентрации одна клетка на 
лунку. продуцирующую активность отдельных кло-
нов определяли, начиная с 10-х суток, дважды с ин-
тервалом три дня методом иммуноферментного ана-
лиза по схеме, описанной выше. после выделения 
положительных клонов их клетки размножали в до-
статочном количестве, образцы замораживали в ро-
стовой среде RPMI, содержащей 20 % фетальной те-
лячьей сыворотки и 8 % диметилсульфоксида (Serva, 
германия), и помещали на хранение в контейнер с 
жидким азотом.

культуральные и секреторные свойства полу-
ченных клонов изучали в процессе культивирования 
in vitro в 24-луночных планшетах (Flow Laboratories, 
великобритания) в течение десяти, а также in vivo 
в течение трех пассажей. для изучения культураль-
ных свойств гибридом готовили разведения культур 
от 2,0·105 до 6,25·103 клеток·см–3 и засевали ими 
лунки планшета в объеме 1,0 см3. культивирование 
осуществляли в течение 5 сут. за минимальную по-

севную концентрацию принимали концентрацию 
клеток, при которой в течение 5 сут наблюдали про-
лиферацию культуры, не требующей пассирования. 
при проведении пассирования учитывали частоту и 
коэффициент пересева. 

асцитные жидкости, содержащие моноклональ-
ные антитела, получали путем введения суспензии 
клонированных гибридных клеток в брюшную по-
лость мышей линии ваLв/с в дозе от 1 до 2 млн. для 
поддержания роста гибридом за 10 дней до инокуля-
ции культур гибридных клеток мышам-реципиентам 
в брюшную полость вводили по 0,3 см3 минераль-
ного масла пристана (Sigma-Aldrich, сШа). после 
образования асцитной опухоли (15–20-е сутки), 
асцитную жидкость извлекали. клетки из полу-
ченного препарата осаждали центрифугированием 
при 2000 об./мин–1 в течение 10 мин и закладывали 
на хранение, а надосадочную жидкость осветляли 
центрифугированием при 8000 об./мин–1 в течение 
30 мин и использовали в дальнейшей работе.

иммуноглобулины из асцитных жидкостей вы-
деляли методом двукратного высаливания насыщен-
ным раствором сульфата аммония с последующим 
диализом против 0,15 м натрия хлорида с добав-
лением 20 мм фосфатного буферного раствора с 
рн 7,5. 

синтез конъюгатов иммуноглобулинов с перок-
сидазой хрена (Sigma-Aldrich, сШа) осуществляли 
по методу P.K.Nakane и A.J.Kawaoi [10].

с целью обоснованного выбора мкат, позво-
ляющих методом тиФа выявлять микробные куль-
туры возбудителя бруцеллеза, был проведен анализ 
различных сочетаний антител в качестве сенситина и 
в составе конъюгата. для этого планшет сенсибили-
зировали препаратами мкат, а также полученными 
в Филиале 48 цнии минобороны россии (киров) 
бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами в 
рабочей концентрации 50 мм кбб. после отмывки в 
лунки планшета вносили микробную культуру B. me-
litensis штамма 145 в концентрации 1,0∙107 м.к.·см–3. 
на следующем этапе, после отмывки, вносили при-
готовленные иммуноферментные конъюгаты в ра-
бочем разведении. реакцию учитывали определени-
ем оп492 через 20 мин после внесения субстратно-
индикаторной смеси. пробу считали положительной 
при величине оп492 равной 0,3 и более. при этом фо-
новые значения иммуноферментных конъюгатов не 
должны превышать величину оп492 равную 0,15.

изучение диагностических возможностей пре-
паратов моноклональных антител проводили ме-
тодом тиФа с использованием микробных куль-
тур B. abortus штамма 544 (биовар 1), B. melitensis 
штамма 145 (биовар 1), B. suis штамма 1330 (био-
вар 1) в диапазоне концентраций от 16,0·106 до 
1,25·105 м.к.·см–3 с двукратным шагом, а также ге-
терологичных микробных культур: Yersinia pestis 
штамма EV, Yersinia pseudotuberculosis штаммов 
147, 326 и 681, Yersinia enterocolitica штаммов 124, 
134 и 383, Burkholderia pseudomallei штаммов с-141, 
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Duc-V и Dalat, Burkholderia mallei штаммов ц-5, 
10230 и 11, Francisella tularensis штаммов Schu, 503 
и 543, Escherichia сoli штамма 101, Bacillus anthra-
cis штамма сти-1 в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3. 
постановку иммуноферментного анализа осущест-
вляли как описано выше.

результаты и обсуждение

контроль эффективности иммунизации лабо-
раторных животных смесью суспензий инактивиро-
ванных микробных культур B. abortus штамма 544, 
B. melitensis штамма 145 и B. suis штамма 513 прово-
дился путем оценки титра антител в сыворотках кро-
ви. как выяснилось в процессе проведенного опыта, 
исследуемые сыворотки взаимодействовали с куль-
турами возбудителя бруцеллеза в титрах от 1:16000 
до 1:128000. животных с титром антител 1:64000 и 
более использовали в дальнейшей работе в качестве 
источника иммунных спленоцитов.

в ходе исследований проведено два экспери-
мента по гибридизации клеток мышиной миеломы 
и лимфоцитов иммунизированных мышей гистосов-
местимой линии. в результате трехкратного скри-
нинга гибридных культур на специфическую анти-
телопродукцию было выявлено 57 положительных 
гибридных линий клеток. из дальнейшей работы 
была исключена 51 клеточная культура (89,5 %), 
дающая перекрестную реакцию с Y. еnterocolitica 
серогруппы о:9. оставшиеся 6 первичных культур 
нарастили, криоконсервировали и использовали для 
последующего клонирования. результаты исследо-
вания культуральных и секреторных свойств данных 
гибридом представлены в табл. 1.

полученные клоны гибридом в процессе куль-
тивирования устойчиво сохраняли пролиферирую-
щую и антителопродуцирующую активность на про-
тяжении десяти пассажей in vitro и трех пассажей 
in vivo. при этом, как видно из данных табл. 1, их 
минимальная посевная концентрация находилась на 
уровне 1,25·104 клеток·см–3 и 2,5·104 клеток·см–3, а 
частота пассирования составила один раз в 4–5 дней 
при коэффициенте пересева 1:4. вместе с тем титр 

антител в культуральной жидкости находился в ин-
тервале от 1:160 до 1:1280, а в асцитной – от 1:200000 
до 1:1600000.

результаты анализа различных сочетаний ан-
тител (табл. 2) свидетельствуют о том, что мкат 
гиб ридных клеточных линий 232B6H7, 232G12F7, 
233B2C5 как в качестве сенситина, так и в составе 
иммуноферментного конъюгата, а также в сочетании 
с бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами в 
качестве сенситина, дают наибольший сигнал в им-
муноферментном анализе при выявлении микробной 
культуры возбудителя бруцеллеза. 

результаты исследований по оценке диагности-
ческих возможностей моноклональных антител для 
выявления микробных культур возбудителя бруцел-
леза представлены в табл. 3.

представленные в табл. 3 результаты свиде-
тельствуют о том, что моноклональные антитела, 
продуцируемые гибридомами 232B6H7, 232G12F7, 
233B2C5, в составе иммуноферментного конъюга-
та в сочетании с бруцеллезными кроличьими им-
муноглобулинами в качестве сенситина позволяют 
методом иммуноферментного анализа выявлять 
микробные клетки различных видов и штаммов воз-
будителя бруцеллеза в концентрации от 0,25·106 до 
1,0·106 м.к.·см–3. в то время как различные сочета-
ния всех представленных мкат как в качестве сен-

Таблица 1

культуральные и секреторные свойства гибридом

наименова-
ние гибрид-
ной клеточ-
ной линии

минимальная 
посевная  

концентрация,  
∙104 клеток·см–3

оптимальная 
посевная  

концентрация,  
∙105 клеток∙см–3

титр мкат  
в культу-
ральной 

жидкости

титр мкат  
в асцитной 
жидкости

231G5D3 2,5 1,0 1:160 1:200000

231H6D8 2,5 1,0 1:160 1:400000

232B6H7 2,5 1,0 1:640 1:1600000

232G12F7 1,25 0,5 1:1280 1:1600000

233B2C5 1,25 0,5 1:640 1:1600000

233H6F3 2,5 1,0 1:320 1:400000

примечание .  специфическая активность представлена в виде 
медиан титров антител, (n=5).

Таблица 2

результаты иммуноферментного анализа при выявлении микробной культуры возбудителя бруцеллеза  
с использованием различных сочетаний антител в качестве сенситина и в составе иммуноферментного конъюгата

антитела,  
используемые в качестве сенситина

оп492 в тиФа при исследовании B. melitensis штамма 145 в концентрации 1,0∙107 м.к.∙см–3 с использованием 
иммуноферментного конъюгата на основе мкат гибридной клеточной линии … (хср±I95), n=5

231G5D3 231H6D8 232B6H7 232G12F7 233B2C5 233H6F3

мкат гибридной 
клеточной линии 
…

231G5D3 0,194±0,075 0,399±0,072 1,014±0,092 0,628±0,100 1,030±0,097 0,077±0,075

231H6D8 0,375±0,075 0,068±0,075 1,735±0,139 1,494±0,103 1,351±0,111 0,066±0,075

232B6H7 1,433±0,083 1,295±0,108 3,647±0,183 2,128±0,108 3,914±0,111 0,320±0,103

232G12F7 0,905±0,097 1,373±0,117 3,746±0,095 2,516±0,095 3,860±0,128 0,088±0,079

233B2C5 1,057±0,075 1,785±0,097 3,695±0,079 3,147±0,071 3,924±0,097 0,075±0,079

233H6F3 0,120±0,072 0,087±0,079 0,269±0,083 0,075±0,075 0,253±0,081 0,199±0,081

бруцеллезные кроличьи иммуногло-
булины 0,849±0,114 1,217±0,133 3,944±0,131 3,559±0,122 4,003±0,120 0,170±0,131
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ситина, так и в составе иммуноферментного конъю-
гата обеспечивают чувствительность тиФа преиму-
щественно на уровне от 2,0·106 до 16,0·106 м.к.·см–3. 
все исследованные моноклональные антитела в 
иммуноферментном анализе не взаимодействуют 
с культурами гетерологичных микроорганизмов: 
Y. pestis штамма EV, Y. pseudotuberculosis штаммов 
147, 326 и 681, Y. enterocolitica штаммов 124, 134 и 
383, B. pseudomallei штаммов с-141, Duc-V и Dalat, 
B. mallei штаммов ц-5, 10230 и 11, F. tularensis штам-
мов Schu, 503 и 543, E. сoli штамма 101, B. anthracis 
штамма сти-1 в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3, что 
свидетельствует об их специфичности. 

таким образом, для выявления микробных куль-
тур возбудителя бруцеллеза наиболее перспективны-
ми являются моноклональные антитела, продуциру-
емые гибридными клеточными линиями 232B6H7, 
232G12F7, 233B2C5. гибридомы-продуценты и пре-
параты специфических бруцеллезных моноклональ-
ных антител планируется использовать для разра-
ботки и производства иммуноферментных и имму-
нохроматографических тест-систем.
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Таблица 3

оценка диагностических возможностей специфических моноклональных антител к антигенам возбудителя бруцеллеза

антитела, используемые  
в качестве сенситина

выявляемая концентрация микробных культур …, ∙106 м.к.·см–3 с использованием иммуноферментного конъюгата 
 на основе мкат гибридной клеточной линии … (n=5)

B. abortus штамм 544 B. melitensis штамм 145 B. suis штамм 1330 

232B6H7 232G12F7 233B2C5 232B6H7 232G12F7 233B2C5 232B6H7 232G12F7 233B2C5

мкат  
гибридной 
клеточной 
линии …

232B6H7 4,0 8,0 2,0 4,0 8,0 2,0 4,0 16,0 4,0

232G12F7 8,0 16,0 2,0 4,0 8,0 1,0 8,0 16,0 2,0

233B2C5 4,0 4,0 2,0 4,0 4,0 2,0 8,0 8,0 2,0

бруцеллезные кроличьи  
иммуноглобулины 0,5 1,0 0,25 0,5 0,5 0,25 0,5 1,0 0,25

примечание .  результаты анализа являются полуколичественными.


