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Риккетсии Бернета (Coxiella burnetii) относят-
ся к внутриклеточным микроорганизмам семейства 
риккетсий (Rickettsiaceae), рода Coxiella [2, 3], вы-
зывающим лихорадку Ку – острую инфекционную 
болезнь с полиморфной клинической картиной, что 
затрудняет диагностику и клиническую дифферен-
циацию лихорадки Ку с другими инфекционными 
болезнями, такими как брюшной тиф, бруцеллез, 
пневмонии различной этиологии, аденовирусные 
инфекции, туберкулез. Решающее диагностическое 
значение имеют серологические тесты, с помощью 
которых выявляют специфические антитела у боль-
ных. Для серологической диагностики наиболее ши-
роко используют реакцию агглютинации (РА), реак-
цию связывания комплимента (РСК) и реакцию не-
прямой иммунофлуоресценции (РНИФ) [1, 6]. 

Эпидемической особенностью лихорадки Ку, по 
сравнению с другими риккетсиозами, является мно-
жественность резервуаров и источников инфекции 

в природе, а также множественность путей переда-
чи возбудителя человеку от источника инфекции – 
аэрогенным путем, через воду, пищевые продукты. 
Возбудитель относится к необычно устойчивым ми-
кроорганизмам во внешней среде, а также к различ-
ным физическим и химическим воздействиям [3]. 

Учитывая сказанное выше, выявление риккет-
сий Бернета в объектах окружающей среды пред-
ставляет актуальную задачу. Обнаружение возбу-
дителя инфекции по схеме специфической инди-
кации осуществляется при помощи табельных ме-
тодов – метода флуоресцирующих антител (МФА), 
реакции непрямой гемагглютинации эритроцитов 
(РНГА) и полимеразной цепной реакции (ПЦР) [3]. 
Иммунохроматографические экспресс-методы инди-
кации риккетсий Бернета в нашей стране до настоя-
щего времени отсутствовали.

Целью настоящей работы явилась разработка 
иммунохроматографического индикаторного элемен-
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та (ИЭ) для выявления риккетсий Бернета в объектах 
окружающей среды.

Материалы и методы

В работе использовали кроличьи поликлональ-
ные антитела (ПКА) класса IgG, выделенные спирто-
вым фракционированием по Кону из гипериммунной 
сыворотки кроликов породы шиншилла, иммунизи-
рованных клетками C. burnetii штамм «Желтогорлая 
мышь-Луга». Титр ПКА в РНИФ составил 1:2560. 
ПКА подвергали дополнительной очистке методом 
колоночной аффинной хроматографии на агарозе с 
использованием белка А. Использовали колонки про-
изводства фирмы Pall (США). 

В качестве антигена использовали инактивиро-
ванные формальдегидом клетки риккетсий Бернета 
штамм «Желтогорлая мышь-Луга», полученные из 
селезенок инфицированных беспородных белых мы-
шей. Выделение риккетсий осуществляли путем рас-
тирания селезенок в ступке с 0,9 % раствором фор-
мальдегида на 1 % растворе хлорида натрия из расче-
та 1 мл на 1 селезенку. Для повышения выхода рик-
кетсий из клеточного материала исходную суспензию 
подвергали трехкратному замораживанию до –40 °С 
и оттаиванию. Антиген отделяли от клеточного де-
трита центрифугированием. Концентрация антиге-
на, определенная по стандарту мутности, составила 
1·1010 м.к./мл. Антигенный материал риккетсий и 
спиртовая фракция ПКА к ним были получены из 
научно-исследовательского и испытательного центра 
медико-биологической защиты «ГосНИИИ военной 
медицины» Минобороны России. Готовили десяти-
кратные разведения суспензии риккетсий в диапазо-
не концентраций 105–108 м.к./мл в разводящем буфе-
ре состава – 0,1 М ФБ рН 7,8 с 0,5 % БСА и 0,4 % 
твин-20.

Для изучения специфичности разработанных 
ИЭ использовали риккетсии Провачека (ФС 42-3930-
00), АГ риккетсий Сибирика или Провачека, пред-
ставляющие собой лиофилизированные антигенные 
комплексы, выделенные путем эфирной обработки 
риккетсий, выращенных в желточных мешках разви-
вающихся куриных эмбрионов и инактивированных 
фенолом («НПО «Микроген»), и осповакцину штам-
ма Л-ИВП, ФСП 42-05041124-04 (НПО «Вирион»).

Изготовление ИЭ осуществляли согласно схеме, 
описанной нами ранее [4]. Наночастицы коллоидно-
го золота для конъюгирования с антителами получа-
ли восстановлением 0,01 % раствора золотохлори-
стоводородной кислоты HAuCl4 цитратом натрия [8]. 
Стабилизирующую концентрацию иммуноглобули-
нов для полученного золя золота, соответствующую 
точке адсорбционного насыщения поверхности ча-
стиц золя данными антителами, определяли визуаль-
но по агрегации и выпадению в осадок частиц золя 
[7]. Аналитическую зону ИЭ формировали из IgG 
против риккетсий Бернета, а контрольную зону – 
из антител козы против иммуноглобулинов кроли-
ка (КозАК). Регистрацию аналитического эффекта 
проводили как визуально, так и с помощью отече-

ственного видеоцифрового анализатора иммунохро-
матограмм «Рефлеком» (ООО «Синтеко-Комплекс), 
внесенного в государственный реестр средств изме-
рений России [5]. Прибор регистрировал величину 
окрашивания аналитической и контрольной зон ИЭ в 
условных единицах. Измерения для каждой концен-
трации микробных клеток и отрицательных контро-
лей проводили пятикратно, вычисляли среднее ариф-
метическое и определяли погрешность измерения с 
использованием коэффициентов Стьюдента (tp=2,78 
при n=5) с 95 % надежностью.

Результаты и обсуждение

Сконструированный нами ИЭ для выявления рик-
кетсий состоял из аналитической мембраны с присо-
единенными подложками разного вида, соединенных 
в мультимембранный композит. На аналитическую 
мембрану были нанесены в виде тонких линий рас-
творы специфических к риккетсиям антител (в ана-
литическую зону ИЭ) и КозАК (в контрольную зону 
ИЭ). Мультимембранный композит помещали в пла-
стиковую оправку с круглым отверстием для внесения 
образца и прямоугольным отверстием для считывания 
результатов анализа. Жидкий образец, нанесенный на 
ИЭ, содержащий суспензию риккетсий, под действием 
капиллярных сил начинал перемещаться по подложке 
для впитывания образца, далее смывал с конъюгат-
ной подложки конъюгат наночастиц золя золота со 
специфическими антителами. При этом образовывал-
ся окрашенный иммунный комплекс, который с током 
жидкости перемещался по аналитической мембране. 
Иммунный комплекс задерживался специфическими 
антителами, нанесенными в аналитической зоне ана-
литической мебраны, что приводило к образованию 
окрашенной в красно-вишневый цвет линии. Часть 
иммунного комплекса и несвязавшийся конъюгат 
продвигались по аналитической мембране до кон-
трольной зоны, где антивидовые антитела образовы-
вали иммунный комплекс с антителами конъюгата. 
Образование такого комплекса визуально проявлялось 
в образовании окрашенной линии в контрольной зоне 
и свидетельствовало об иммунохимической актив-
ности конъюгата. Если в образце риккетсии Бернета 
отсутствовали, либо их концентрация была ниже чув-
ствительности ИЭ, то окрашенная линия в аналитиче-
ской зоне не образовывалась. Это соответствовало от-
рицательному результату анализа и такой ИЭ считался 
непригодным, а результаты анализа, полученные с его 
помощью, не учитывались.

При регистрации результатов иммунохромато-
графического анализа визуально различимая четкая 
полоса красно-вишневого цвета в аналитической зоне 
ИЭ соответствовала показаниям прибора «Рефлеком» 
(2,30±0,02) усл.ед. и более, а интенсивность окра-
шивания аналитической зоны в отрицательном кон-
троле (визуально воспринимаемое как отсутствие 
окрашивания) не превышала (1,10±0,04) усл.ед. 
Интенсивность окрашивания аналитической зоны 
ИЭ была пропорциональна концентрации риккетсий 
в анализируемых растворах (таблица). 
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При изучении специфичности полученных ИЭ 
показано, что разработанный ИЭ специфичен, не дает 
перекрестных реакций с другими представителями 
семейства Ricketsiaceae – риккетсиями Провачека в 
концентрации 1·108 м.к./мл, антигенными комплекса-
ми риккетсий Провачека и риккетсий Сибирика в кон-
центрации 8 АЕ/мл, и вирусом осповакцины штамма 
Л-ИВП в концентрации 1·108 ООЕ/мл (таблица).

Чувствительность ИЭ для выявления риккетсий 
Бернета укладывается в типичные диапазоны чув-
ствительности иммунохроматографического метода 
при выявлении клеток микроорганизмов и токсинов, 
так например, бактерии выявляются в диапазоне 
2·105 – 1·106 КОЕ/мл, вирусы 2·105 – 5·107 БОЕ/мл, а 
бактериальные токсины 50–250 мг/мл [9].

Время анализа с помощью ИЭ составляло 20 мин 
при комнатной температуре. Экспериментально до-
казано, что чувствительность и время анализа с по-
мощью ИЭ в диапазоне температур 10–35 °С не 
изменялась. Нами показано, что при добавлении в 
суспензии риккетсий почвенной пыли до конечной 
концентрации 0,1 мг/мл чувствительность ИЭ не 
уменьшалась, а ложноположительные результаты 
анализа не возникали. Время хранения ИЭ в упаков-
ке не менее 1 года при комнатной температуре.

В результате проведенных исследований раз-
работаны иммунохроматографические ИЭ для вы-
явления риккетсий Бернета с чувствительностью 
1·106 м.к./мл. Короткое время анализа, отсутствие 
дополнительных технологических операций, визу-
альная и (или) приборная регистрация позволяют 
рассматривать иммунохроматографический метод 
выявления риккетсий Бернета как один из вариантов 
выявления этих микроорганизмов в полевых услови-
ях при мониторинге объектов окружающей среды. 
ИЭ можно также использовать как дополнительное 
средство иммунохимического анализа, повышающее 
достоверность идентификации риккетсий, после эта-
па биологического обогащения проб.
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Чувствительность и специфичность ИЭ для выявления риккетсий Бернета

Наименование препарата Концентрация
Визуальная оценка  

интенсивности окрашивания 
аналитической зоны ИЭ∗

Интенсивность окрашивания∗∗, 
измеренная анализатором «Рефлеком», усл.ед. (n=5)
Аналитическая зона ИЭ Контрольная зона ИЭ

Отрицательный контроль 0 м.к./мл - 1,10±0,04 7,30±0,20
Рикетсии Бернета  
штамм «Желтогорлая мышь-Луга»

5·105 м.к./мл + 1,20±0,04 7,40±0,10
1·106 м.к./мл ++ 2,30±0,02 7,70±0,20
5·106 м.к./мл +++ 4,90±0,10 8,10±0,30
1·107 м.к./мл +++ 6,30±0,02 7,90±0,20

Рикетсии Провачека 1·108 м.к./мл - 1,20±0,10 7,50±0,20
Антиген риккетсий Провачека 8 АЕ/мл - 1,10±0,05 7,40±0,10
Антиген риккетсий Сибирика 8 АЕ/мл - 1,10±0,03 7,80±0,20
Осповакцина, штамм Л-ИВП 1·108 ООЕ/мл - 1,20±0,04 8,0±0,10

∗ «-» – отсутствие видимой глазом полосы; «+» – слабая красно-вишневая полоса; «++» – четко различимая красно-вишневая полоса;  
«+++» – четкая, интенсивно окрашенная полоса.

∗∗ А – среднее значение показаний прибора, усл.ед., ε – рассчитанная погрешность измерения при 95 % надежности и коэффициенте Стьюдента 
tp=2,78.


