
50

Особо опасные инфекции, относящиеся преиму-
щественно к карантинным и природно-очаго вым, в 
эпидемиологическом плане не теряют актуальности. 
В течение 2005 г. в России наблюдался резкий рост 
заболеваемости туляремией, который привел к госпи-
тализации 831 человека (из них 109 детей в возрасте 
до 14 лет), и повышению показателя заболеваемости 
до 0,58 на 100 тыс. населения. Эпидемиологическая 
ситуация характеризовалась преимущественным ин-
фицированием городских жителей (более 80 % слу-
чаев), в частности, в Москве впервые было зареги-
стрировано 230 случаев. Заражение происходило на 
территории Московской, Рязанской и Владимирской 
областей. Предположительно, причиной болезни 
людей стала активизация природного очага сре-
ди мышевидных грызунов. Ситуация существенно 
осложняется ошибками в индикации F. tularensis и 
продолжает оставаться нестабильной. Поэтому раз-
работка новых методов идентификации возбудите-
лей опасных инфекционных болезней в различных 
объектах внешней среды остается актуальной ввиду 
ее социальной значимости. Использование тради-
ционных методов культивирования патогенных бак-
терий и определение их биохимических маркеров в 
объектах окружающей среды может приводить к не-
дооценке воздействия ряда сублетальных факторов, 
изменяющих метаболизм и репродуктивную способ-
ность бактерий при выращивании на искусственных 
питательных средах. Это приводит к задержке их 
роста и увеличению продолжительности анализов, 
как минимум, на одни сутки, особенно при низких 

концентрациях микробов. Одним из подходов для 
решения этой проблемы может быть использование 
предварительной иммуномагнитной сепарации пато-
генов [6, 12]. Повышенный интерес к использованию 
магнитных носителей представляется правомерным, 
так как лежит в русле передовых тенденций создания 
полностью автоматизированных систем экспресс-
диагностики патогенных микроорганизмов. 

Целью работы было получение магнитных ча-
стиц (МЧ) и создание на их основе иммуномагнит-
ных частиц (ИМЧ), пригодных для определения воз-
будителя туляремии.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе использо-
вали бактериальные штаммы из коллекции ФГУН 
ГНЦ ПМБ: Staphilococcus epidermidis ATCC 14990, 
Providencia rettrigeri, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
10145, Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Pasteurella 
multocida ATCC 43137, Corynebacterium diphtheria 
№ 75, Citrobacter diversus, Morganella morgani 1253, 
Salmonella typhimurium 79, Yersinia pseudotubercu-
losis шт. 1 (Pfeiffer), Yersinia enterocolitica 348-01, 
Legionella micdadei 11731 (NCTC), Esherichia coli 
ATCC 25922, Proteus mirabilis F-392, Burkholderia 
pseudomallei 109 (Roos) и Burkholderia mallei Z-12, 
Francisella tularensis штамм 15, Francisella novicida 
штамм 112. 

Реактивы. Полиаллиламингидрохлорид и поли-
стиролсульфонат (Aldrich, США), сульфаты двух- и 
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трехвалентного железа, гидроокись калия, тетраэток-
сисилан, однозамещенный и двузамещенный фосфа-
ты натрия, хлористый натрий, глутаровый альдегид, 
Трис, HEPES, бикарбонат натрия, натрий йоднокис-
лый мета, боргидрид натрия, сухое обезжиренное 
молоко, твин-20, о-фенилендиамин, лимонная кис-
лота (FLUKA, США), сефароза – белок А, стрепта-
видин, N-гидроксисукцинимидный эфир биотина, 
N,N’-диметилформамид, флуоресцинизотиоцианат 
(ФИТЦ), пероксидаза хрена, конъюгат антимыши-
ных антител с пероксидазой хрена и натрий уксус-
нокислый (SIGMA, США), остальные реактивы – от-
ечественного производства с квалификацией «х.ч.» 
или «о.с.ч.».

Получение модифицированных магнитных 
частиц с иммобилизованным стрептавидином. 
Магнитные частицы получали конденсацией суль-
фатов двух- и трехвалентного железа [10], силико-
нировали [4] и покрывали полимерными слоями 
полиаллиламингидрохлорида (ПАА) и полистирол-
сульфоната (ПСС), несущими чередующиеся проти-
воположные заряды [11]. Последовательно повторяя 
процедуру обработки, наносили восемь полимерных 
бислоев: (ПАА-ПСС)8. Контроль поверхностного за-
ряда магнитных частиц на каждом этапе обработки 
полимерами подтверждали измерением их электро-
форетической подвижности [9]. Размеры магнитных 
частиц и их концентрацию в суспензии определяли 
методом световой микроскопии [1]. Для иммоби-
лизации стрептавидина на поверхности магнитных 
частиц использовали 1 % раствор глутарового альде-
гида, 0,3 мл которого смешивали с 1,0 мл суспензии 
магнитных частиц в 0,1 М ФСБ, содержащей 0,005 % 
стрептавидина. Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в течение 120 мин со 
скоростью 150 об./мин-1. Несвязавшиеся реагенты 
удаляли центрифугированием, осадок МЧ суспензи-
ровали в 1 мл 0,5 М трис-HCl (рН 8,5) и инкубирова-
ли при температуре 10 °C в течение ночи, после чего 
модифицированные МЧ с конъюгированным стреп-
тавидином промывали 0,1 М ФСБ, рН 7,5. 

Получение модифицированных моноклональ-
ных антител FB11-х. Использовали моноклональ-
ные антитела FB11-x [3, 8], которые очищали аф-
финной хроматографией на сефарозе – белок А. По 
результатам твердофазного ИФА их титр составлял 
не менее 1:100000 для концентрации МКАТ рав-
ной 1 мг/мл. Перекрестное взаимодействие МКАТ 
FB11-x с клетками перечисленных выше видов па-
тогенных микроорганизмов определяли в твердофаз-
ном ИФА [2]. Биотинилирование МКАТ FB11-x про-
водили N-гидроксисукцинимидным эфиром биотина 
[7]. Для флуоресцентного анализа МКАТ FB11-x об-
рабатывали флуоресцинизотиоцианатом по методу 
[5]. Пероксидазу хрена и МКАТ FB11-x конъюгиро-
вали перйодатным методом [13].

Получение иммуномагнитных частиц. Для 
определения оптимального соотношения МКАТ и 
магнитных частиц в микропробирки емкостью 0,2 мл 

вносили по 2 мкл 10 % суспензии магнитных частиц, 
покрытых стрептавидином, и по 20 мкл биотинили-
рованных антител в ФСБ с концентрациями от 0,05 
до 1,0 мг/мл. Смесь инкубировали при непрерывном 
перемешивании в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе и пятикратно промывали 0,01 М фосфатно-
солевым буферным раствором (рН 7,2), содержащим 
0,05 % твина-20 (ФСБТ), удерживая частицы посто-
янным магнитом. Для уменьшения вероятности не-
специфического связывания компонентов ИФА на 
последующих этапах комплекс МЧ – МКАТ FB11-х 
инкубировали со 100 мкл 5 % раствора обезжирен-
ного молока в ФСБТ при тех же условиях. Избыток 
молока удаляли трехкратной промывкой ФСБТ и 
добавляли в каждую пробирку по 100 мкл раствора 
(1:2000) антимышиных антител, конъюгированных 
с пероксидазой хрена. Суспензию инкубировали при 
перемешивании в течение 40 мин при температуре 
37 °С. После пятикратной промывки ФСБТ в микро-
пробирки вносили по 100 мкл субстрата, содержа-
щего 0,003 % перекиси водорода и 0,04 % раствора 
о-фенилендиамина в 0,05 М цитрат-фосфатном бу-
фере, рН 5,0. Через 10 мин реакцию останавливали 
добавлением 50 мкл 1 М раствора серной кислоты 
и регистрировали оптическую плотность продукта 
реакции при 492 нм. За оптимальную концентрацию 
МКАТ FB11-х принимали ее значение, при котором 
величина оптической плотности достигала предель-
ной величины. 

Определение клеток F. tularensis с использо-
ванием иммуномагнитных частиц. К 2 мкл 10 % 
суспензии иммуномагнитных частиц (ИМЧ) до-
бавляли 30 мкл клеток F. tularensis, инкубировали 
при температуре 37 °С и перемешивали в течение 
30 мин. Несвязавшиеся микробные клетки удаляли 
пятикратной промывкой ФСБТ. Как и в предыдущем 
разделе, варьировали концентрацию биотинилиро-
ванных МКАТ FB11-х при постоянной концентра-
ции клеток возбудителя туляремии, составлявшей 
3,3·108 КОЕ / мл буферного раствора. Затем ИМЧ об-
рабатывали моноклональными антителами FB11-х, 
конъюгированными с пероксидазой хрена (1 мг/мл), 
разведенными 1:3000. Обработку, промывку и реги-
страцию результатов ИФА проводили, как указано в 
предыдущем разделе. 

В другой серии вариантов ИФА использовали 
корректированную в предыдущих экспериментах 
концентрацию биотинилированных МКАТ FB11-х 
и варьировали концентрацию клеток F. tularensis, 
инактивированных на кипящей водяной бане в тече-
ние 15 мин, в интервале от 103 до 107 КОЕ / мл. 

Флуоресцентная микроскопия клеток F. tu-
larensis. Иммуномагнитные частицы, связанные с 
клетками F. tularensis (109 в 1 мл), инкубировали с 
раствором ФИТЦ-меченных МКАТ FB11-х (разведе-
ние 1:1000) в ФСБТ в течение 1 ч при температуре 
37 °С при непрерывном перемешивании. Затем про-
водили семикратную промывку частиц тем же буфе-
ром. Осадок суспензировали в 50 мкл 50 % раствора 
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Рис. 3. Микроскопия комплекса иммуномагнитных частиц  
и бактериальных клеток: 

А – ИМЧ в видимом свете в отсутствии клеток F. tularensis;  
Б – аутофлуоресценция ИМЧ в отсутствии клеток F. tularensis;  

В – флуоресценция ИМЧ с клетками F. tularensis

глицерина в 100 мМ трис-буфере, рН 8,5. Суспензию 
переносили на предметное стекло, накрывали препа-
рат покровным стеклом и анализировали на флуорес-
центном микроскопе (Opton, Германия). Контрольные 
пробы содержали МЧ, не обработанные биотинили-
рованными МКАТ FB11-х.

Результаты и обсуждение

В экспериментах получены частицы магнетита 
(окись-закись железа), представляющие собой грану-
лы овальной формы размером 0,5–1 мкм. Начальные 
этапы модифицирования МЧ включали силикониро-
вание поверхности оксидных микрогранул ферро-
магнетика с последующим нанесением чередующих-
ся слоев полимеров, противоположные заряды кото-
рых обеспечивали их удерживание на поверхности. 
Величины электрофоретической подвижности ча-
стиц, покрытых полимерными слоями, измеренные 
на каждом текущем этапе модификации, составляли в 
среднем 0,28 мкм×см×в–1×с–1 и – 1,16 мкм×см×в–1×с–1 
для слоев ПАА и ПСС соответственно.

Стрептавидин ковалентно иммобилизовали на 
аминогруппах внешнего слоя ПАА, что давало воз-
можность варьировать природу биотинилированных 
лигандов и, в итоге, изменять функциональную ак-
тивность ИМЧ в отношении различных возбудите-
лей. Концентрация МЧ, покрытых стрептавидином, 
составляла 1010 частиц в 1 мл суспензии. 

Связывающую способность МЧ с иммобилизо-
ванным стрептавидином определяли титрованием 
биотинилированными МКАТ FB11-x с последую-
щей детекцией образованного аффинного комплек-
са в ИФА. Максимальное связывание биотинилиро-
ванных МКАТ c МЧ наблюдали при концентрации 
антител равной 0,5 мг/мл. Так как ИМЧ создавались 
с целью идентификации клеток, для подтверждения 
предыдущего результата была использована систе-

ма ИФА, включающая ИМЧ, бактериальные клет-
ки и конъюгат МКАТ FB11-x с пероксидазой хрена. 
Введение клеток F. tularensis в эту систему показало, 
что для их определения в ИФА оптимальной являет-
ся концентрация биотинилированных антител равная 
0,2 мг/мл, а не 0,5 мг/мл (рис. 1). Этот эффект, веро-
ятно, был обусловлен особенностями пространствен-
ного взаимодействия ИМЧ с бактериальными клет-
ками. В связи с этим в последующих экспериментах 
с микробными клетками, образующими комплекс с 
ИМЧ, использовали концентрацию биотинилирован-
ных МКАТ FB11-х равную 0,2 мг/мл. Такая система 
регистрировала в ИФА 105–106 КОЕ / мл F. tularensis 
в 1 мл (рис. 2).

Результаты взаимодействия МКАТ FB11-x, ме-
ченных ФИТЦ, с комплексом ИМЧ – бактериальные 
клетки представлены на рис. 3. Интенсивное зеленое 
свечение иммуномагнитных частиц, наблюдаемое 
в поле зрения флуоресцентного микроскопа, свиде-
тельствовало об эффективном связывании ФИТЦ-
меченных МКАТ FB11-x с клетками возбудителя F. tu-
larensis (рис. 3, В). Флуоресценция ИМЧ без добавле-
ния туляремийных клеток имела желтый цвет, что от-

Рис. 1. Иммуноферментный анализ связывания клеток 
F. tularensis иммуномагнитными частицами, образованными 

различными инкубационными концентрациями  
биотинилированных МКАТ FB11-x

Рис. 2. Определение клеток F. tularensis с помощью  
иммуномагнитных частиц иммуноферментным анализом
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ражало отсутствие взаимодействия ФИТЦ-меченных 
МКАТ FB11-x и магнитных частиц (рис. 3, Б). 

Представленные результаты свидетельствуют о 
возможности использования ИМЧ для определения 
клеток F. tularensis в ИФА, так как чувствительность 
метода не уступает его твердофазному варианту на 
микропланшетах. Полученные высокоспецифичные 
ИМЧ могут успешно применяться для концентри-
рования клеток возбудителя из объектов окружаю-
щей среды. Простота, специфичность и наглядность 
определения патогена не требуют дополнительного 
культивирования клеток после их концентрирования 
и подтверждаются иммуноферментным и иммуноф-
луоресцентным анализом.
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