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Существует большое число штаммов буркхоль-
дерий, фенотипически и генотипически близких к 
Burkholderia pseudomallei, Burkholderia mallei, но 
в обычных условиях непатогенных для человека и 
животных. К ним относятся Burkholderia thailanden-
sis, Burkholderia cepacia и филогенетически им род-
ственная Pseudomonas allicola [1]. 

Наиболее существенная роль в проявлении па-
тогенных и иммуногенных свойств возбудителей 
мелиоидоза и сапа принадлежит антигену 8 (Аг8) – 
поверхностному капсульному биополимеру глико-
протеиновой природы с молекулярной массой около 
800 kDa и его структурному компоненту 200 kDa [3, 
4]. Ранее установлено, что вирулентность B. pseudo
mallei и B. mallei проявляется за счет антифагоци-
тарной активности гликопротеина, эпитопы которо-
го были обнаружены в составе капсулы [2], поэтому 
представляет интерес проводить первоначальный от-
бор штаммов сапных и мелиоидозных бактерий от 
других видов буркхольдерий по наличию данного ан-
тигена. Предложенная авторами схема поиска общих, 
видовых и перекрестно-реагирующих антигенов ука-
занных выше микроорганизмов включает в себя пере-
крестные постановки иммунологических реакций с 
гомологичными и гетерологичными сыворотками [2].

Способ выявления перекрестно-реагирующих 
антигенов возбудителей мелиоидоза, сапа, чумы, ту-
ляремии, туберкулеза и В. thailandensis с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле с додецил-
сульфатом натрия с одновременным определением 
их основных физико-химических характеристик был 
описан в 2005 г. [5]. Данный методический подход 
позволяет выявлять у микробных клеток индивиду-
альные гликопротеиновые антигены, но не диффе-
ренцировать их друг от друга, хотя авторы указыва-
ют, что антигенный спектр близкородственных видов 
B. mallei и B. thailandensis весьма схож с таковым у 
B. pseudomallei. 

Антиген 8 также выявляли при помощи сэндвич-
варианта иммуноферментного метода, используя мо-
ноклональные антитела. Авторы указывали на разли-
чия интенсивности биосинтеза антигена 8 у разных 
штаммов патогенных буркхольдерий двух видов. 
Близкородственные микроорганизмы при этом не ис-
следовались [6]. 

C помощью ракетного иммуноэлектрофореза 

(РИЭФ) показано, что белки мелиоидозных и сапных 
микроорганизмов с гомологичными сыворотками 
формируют пики преципитатов как в катодной (4–5 
пиков), так и в анодной (8–9 пиков) области геля [5]. 
Однако сведения об антигенных взаимоотношениях 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia 
и P. allicola отсутствуют. 

Целью работы являлась разработка быстрого 
способа дифференцирования патогенных возбудите-
лей мелиоидоза и сапа от непатогенных для человека 
буркхольдерий и близкородственных микроорганиз-
мов путем выявления в составе микробных клеток 
поверхностного комплекса (Аг8) в ракетном имму-
ноэлектрофорезе.

Для этого в составе микробных клеток выявля-
ли поверхностный антигенный комплекс в РИЭФ с 
использованием иммунной сыворотки, содержащей 
антитела к данному антигену. В качестве антигенов 
использовали водно-солевые экстракты микробных 
клеток: B. pseudomallei 60913 (Аг8+), 51274 (Аг8+), 
57576 (Аг8+), 100 (Аг8+), 100-6-1 (Аг8–), B. mallei 
B-120 (Аг8+), 10230 (Аг8+), 10230-11-2 (Аг8–), B. thai-
landensis 264, 251, 294, 295, B. cepacia 25416, 1234, 
P. allicola 8495.

Для постановки РИЭФ пластинку гель-бонд 
размером 8,5×10 см заливали 1 % агарозой фирмы 
«Calbiochem», приготовленной на барбитал-трис-
глициновом буфере с ионной силой равной 0,016, 
(рН 8,8). На расстоянии 3 см от края пластинки с 
анодной стороны пробивали ряд лунок диаметром 
4 мм. Отступив 2 мм от лунок, вырезали полоску 
геля шириной 2,5 см. Гель растапливали на водяной 
бане, охлаждали до 48 °С, добавляли к нему 0,5–2 % 
по объему сыворотки, содержащей антитела к анти-
гену 8, и снова заливали на пластинку. В лунки вно-
сили исследуемый антигенный материал.

Электрофорез проводили при ионной силе бу-
ферного раствора в электродных отсеках 0,02 и 0,032, 
напряженности 9 В/см в течение 4 ч и температуре 
12 °С. После остановки электрофореза пластинки 
просматривали. Наличие пиков преципитатов в ка-
тодной области геля свидетельствовало о присут-
ствии антигенного комплекса 8 патогенных бурк-
хольдерий мелиоидоза и сапа.

При использовании в электродных отсеках буфер-
ного раствора с ионной силой 0,032 с помощью ракет-
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ного иммуноэлектрофореза выявляли как патогенные, 
так и близкородственные буркхольдерии (рис. 1).

Применив в электродных отсеках буферный рас-
твор с ионной силой 0,02, выявляли только вирулент-
ные штаммы сапных и мелиоидозных микроорганиз-
мов (рис. 2, 3).

Исследование штаммов по признаку наличия Аг8 
с помощью ракетного иммуноэлектрофореза в данной 
модификации с антителами, полученными к антигену 
8, может быть количественно использовано при изу-
чении антигенного материала путем сравнения высо-
ты пиков преципитатов исследуемого образца и кон-
трольной пробы с известным содержанием Аг8 при 
лабораторной диагностике сапа и мелиоидоза.

Таким образом, установлено, что дифференци-
рование патогенных возбудителей мелиоидоза и сапа 
от их непатогенных вариантов и близкородственных 
буркхольдерий возможно с помощью ракетного им-
муноэлектрофореза с сывороткой, содержащей анти-
тела к антигенному комплексу 8. 

Данный метод может применяться в комплекс-
ной диагностике сапа и мелиоидоза как дополнитель-
ный способ выявления патогенных B. pseudo mallei и 
B. mallei.
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Рис. 1. Изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий 
в ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,032: 
1 – фракция А, содержащая антигенный комплекс 8, выделенная из 

B. pseudomallei 100 формамидом; 2 – ВСЭ B. pseudomallei 100; 3 – ВСЭ 
P. allicola 8495; 4 – ВСЭ B. cepacia 1934; 5 – ВСЭ B. cepacia 25416;  

6 – ВСЭ B. thailandensis 295; 7 – ВСЭ B. thailandensis 294;  
8 – ВСЭ B. thailandensis 251; 9 – ВСЭ B. thailandensis 264

Рис. 2 Изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий в 
ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,02:
1 – фракция А, содержащая антигенный комплекс 8, выделенная из 

B. pseudomallei 100 формамидом; 2 – ВСЭ B. mallei 10230-11-2;  
3 – ВСЭ B. mallei 10230; 4 – ВСЭ B. pseudomallei 100-6-1; 5 – высушен-

ные ацетоном клетки B. pseudomallei 57576; 6 – ВСЭ B. pseudomallei 
100; 7 – ВСЭ B. pseudomallei 51274; 8 – высушенные ацетоном клетки 

B. mallei B-120; 9 – ВСЭ B. pseudomallei 60913

Рис. 3 Изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий в 
ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,02:
1 – ВСЭ B. cepacia 1934; 2 – ВСЭ B. pseudomallei 100; 3 – ВСЭ P 
. allicola 8495; 4 – ВСЭ B. mallei 10230; 5 – ВСЭ B. cepacia 25416;  

6 – ВСЭ B. thailandensis 295; 7 – ВСЭ B. thailandensis 294;  
8 – ВСЭ B. thailandensis 251; 9 – ВСЭ B. thailandensis 264


