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Для повышения достоверности и чувствительно-
сти различных методов иммуноанализа применяется 
предварительная концентрация материала в пробах 
(пробоподготовка). Использование магнитоуправ-
ляемых иммуносорбентов (МИС) в твердофазных 
методах иммуноанализа дает возможность одновре-
менно провести специфическое концентрирование 
возбудителя и легко отмыть его от загрязнений, ис-
пользуя свойство этих материалов фиксироваться 
на поверхности в магнитном поле. Ранее нами была 
разработана технология приготовления магнитных 
полиакриламидных микрогранул в потоке газообраз-
ного азота и на их основе созданы тест-системы вы-
явления антигенов возбудителей особо опасных ин-
фекций различными методами [4, 7].

Целью данной работы стало повышение каче-
ства сорбента с магнитными свойствами, а также 
расширение ассортимента носителей для приготов-
ления иммуносорбентов. 

В работе был использован вспученный вермику-
лит марки 150 (ТУ 2111-001-67642096-2010), получа-
емый из высокогидратированной биотитовой слюды 
обжигом при 800–900 °С, который широко применя-
ется в строительстве для повышения теплоизоляци-
онных свойств различных конструкций. Он является 
сыпучим, легким, биологически стойким, негорю-
чим, экологически чистым и достаточно дешевым 

материалом (3000–4000 руб/м3). При необходимо-
сти его можно размельчить до требуемой степени 
дисперсности, что позволяет нормировать размеры 
частиц иммуносорбента. В качестве магнитного ма-
териала использовали мелкодисперсную безводную 
окись железа FeO (ГОСТ 4173-77).

В работе использовали взвеси 24-суточной ага-
ровой культуры Вurkholderia mallei 10230 и Вurkhol­
de ria cepacia 423 из коллекционного центра ФКУЗ 
ВолгоградНИПЧИ, убитые формалином. После кон-
троля стерильности взвеси применяли в опытах для 
приготовления проб и иммунизации животных при 
получении иммунных сывороток. 

Иммунизацию экспериментальных животных-
продуцентов (кроликов и козлов) проводили много-
кратно, циклами из четырех инъекций возрастающих 
доз антигена в смеси с адъювантом Фрейнда с ин-
тервалами в 6–7 дней. Цикл иммунизации повторя-
ли через 3–4 недели. Иммуноглобулины получали из 
иммунных сывороток трехкратным переосаждением 
20 % раствором полиэтиленгликоля с молекулярной 
массой 6000–7000. 

Приготовление магнитного сорбента проводи-
ли по разработанной нами методике [6]: вермикулит 
размельчали до размеров частиц 5–50 мкм, смеши-
вали 1,5 г вермикулита и 2 г магнитного порошка 
окиси железа, добавляли 10 мл насыщенного раство-
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ра коллоидной серы в бензоле. Смесь выдерживали 
необходимое время и высушивали при температуре 
20–25 °С под тягой без нагрева. 

Определение оптимального времени инкубации 
в растворе коллоидной серы проводили по следую-
щей методике: выдерживали 15, 30, 60 и более минут 
при температуре 20–25 °С и далее полученный сор-
бент суспендировали в 50 мл 3,5 % раствора декстра-
на Т-20 в течение 60 мин при температуре 20–25 °С, 
затем высушивали при температуре 100–110 °С в 
течение 30 мин. Препарат растирали в ступке или 
размалывали на мельнице и просеивали через сито с 
величиной ячеек 130 мкм.

К 200 мг полученного магнитного сорбента 
добавляли 8 мл 0,2 М раствора перйодата натрия 
(рН 7,2) и инкубировали на магнитной мешалке при 
температуре 20–25 °С в течение 1 ч. Реакцию оста-
навливали добавлением 10 мл 0,64 М раствора эти-
ленгликоля, после чего инкубировали 1 ч при темпе-
ратуре 20–25 °С и промывали трижды 0,1 М раство-
ром фосфатно-солевого буфера (рН 7,2).

К 200 мг активированного магнитного сор-
бента добавляли 0,5 мл сапных иммуноглобулинов 
с концентрацией белка 3–4 мг/мл в карбонатно-
бикарбонатном буфере при рН 9,5. Взвесь инкуби-
ровали в течение 60 мин при температуре 20–25 °С. 
Надосадочную жидкость удаляли, а осадок несколь-
ко раз промывали 0,15 М раствором хлорида натрия 
до 0 экстинкции на спектрофотометре. Готовили 
10 % суспензию иммуносорбента в том же раство-
ре. Определение специфической емкости проводили 
методом хемилюминесцентного анализа в нашей мо-
дификации. 

В опытные и контрольные пробирки вносили по 
0,05 мл 10 % суспензии приготовленных сапных маг-
нитных иммуносорбентов, затем в опытные пробир-
ки вносили по 0,05 мл взвеси клеток возбудителя сапа 
в концентрациях от 107 до 102 м.к./мл, а в контроль-
ные пробирки – по 0,05 мл промывочного раствора. 
Инкубировали при 37 °С в течение 30 мин. Удаляли 
надосадок из пробирок и трижды отмывали промы-
вочным раствором, используя для седиментации по-
стоянный магнит. Во все пробирки вносили по 0,05 мл 
рабочего раствора конъюгата пероксидазы хрена со 
специфическими иммуноглобулинами, в который 
предварительно был добавлен бычий сывороточный 
альбумин из расчета 10 мкг на 1 мл. Инкубировали 
при температуре 37 °С в течение 30 мин, удаляли на-
досадок из пробирок и отмывали промывочным рас-
твором 5–6 раз. Во все пробирки вносили по 0,05 мл 
1 % раствора люминола и по 0,05 мл перекиси водо-
рода в разведении 1:1000 и проводили измерение на 
люминометре 1250 (LKB, Швеция). Специфическую 
емкость выражали в условных единицах (у.е.) – отно-
шение уровня полезного сигнала при максимальном 
насыщении матрицы специфическим антигеном к 
уровню контроля. В качестве контроля использовали 
тот же иммуносорбент без его инкубации со специ-
фическим антигеном. На всех этапах отделение им-

муносорбента из жидкости проводили методом седи-
ментации при помощи постоянного магнита.

В результате выполнения работы нами был 
предложен способ приготовления магнитных имму-
носорбентов на основе вермикулита с использовани-
ем серы.

При определении оптимального времени ин-
кубации иммуносорбента в растворе коллоидной 
серы было установлено снижение его качествен-
ных характеристик при экспозиции 15 и 30 мин. 
Так, специфическая емкость иммуносорбента сни-
жалась до 7 у.е., а чувствительность ухудшалась до  
104 м.к./мл. Увеличение времени инкубации более 
60 мин не изменяло характеристик иммуносорбента 
и поэтому оказалось нецелесообразным. Таким об-
разом, оптимальное время инкубации матрицы в рас-
творе коллоидной серы составило 60 мин.

Предложенные иммуносорбенты были ис-
пользованы в модифицированном нами хемилю-
минесцентном методе, который позволил опреде-
лять клетки сапного микроба в более низких кон-
центрациях, чем в традиционном твердофазном 
иммуноферментном анализе с использованием по-
листироловых планшетов. Результаты измерений 
показали, что чувствительность описанного метода 
для определения клеток возбудителя сапа достигала 
102–103 м.к./мл при сохранении высокой специфич-
ности. Добавление в пробу суспензии садовой по-
чвы (до 10 %) практически не влияло на результаты 
измерений. Соотношение уровня полезного сигнала 
к контрольному при насыщении матрицы гомоло-
гичным антигеном достигало 9–11 у. е. 

Определение клеток сапного микроба описан-
ным методом проводили трижды для каждой кон-
центрации, и полученные результаты обрабатывали 
статистически. Сравнение с известными носителями 
для магнитного иммуноанализа позволило сделать 
вывод о том, что предложенные МИС обладают вы-
сокими иммунохимическими характеристиками как 
по чувствительности, так и по специфической емко-
сти. Проведенные эксперименты по выявлению воз-
будителя сапа в пробах с садовой почвой позволяют 
рекомендовать их для практической работы по мони-
торингу объектов внешней среды на предмет конта-
минации различными микроорганизмами и для про-
ведения индикации на зараженность возбудителями 
особо опасных инфекций. 

Использование композиционных сорбентов по-
вышает специфичность препаратов, тем самым по-
вышая надежность и достоверность эпидемиологи-
ческого обследования объектов внешней среды на 
содержание инфекционных агентов, в том числе воз-
будителей особо опасных инфекций. При этом в 1,5–2 
раза повышается уровень специфической активности 
по сравнению с ранее предложенными магнитными 
иммуносорбентами, описанными в литературе [3].

Перспективность выбранного направления под-
тверждается разработками других НИИ, в частности 
Ставропольским НИПЧИ, где успешно проводятся 
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научно-исследовательские работы по совершенство-
ванию МИС и методик работы с ними в различных 
видах иммуноанализа, в том числе по мониторин-
гу возбудителей опасных бактериальных и вирус-
ных заболеваний в объектах внешней среды [1, 2]. 
Выступая в качестве твердой фазы, магнитные сор-
бенты нашли применение в иммунофлуоресцентном, 
иммуноферментном, радиоиммунном анализе, а так-
же для селективного концентрирования материала 
в молекулярно-генетических (ПЦР) и других видах 
анализов [5].

Магнитоуправляемые иммуносорбенты, со-
храняя возможность активного концентрирования 
материала, позволяют легко решить проблему их 
отделения из реакционных сред, сокращают время 
проведения иммунохимических анализов за счет эф-
фективного перемешивания твердой фазы в перемен-
ном магнитном поле. Это, в свою очередь, открывает 
новые перспективы для использования средств со-
временной автоматики, способной повысить досто-
верность и чувствительность твердофазных методов 
иммуноанализа.
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