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иСПользоВание реакции латекС-агглЮтинации В уСкоренном оПределении  
Патогенных буркхольдерий
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цель. разработка препарата для идентификации Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mallei, выращен-
ных на плотной питательной среде, на этапе экспресс-диагностики патогенных булькхольдерий. материалы 
и методы.  за основу взят метод латекс-агглютинации, в котором в качестве носителя агглютининов применяют 
взвеси полимеров. агент, распознающий антиген клеток-мишеней, представлял собой моноклональные антите-
ла, направленные к эпитопам гликопротеина капсулы возбудителя мелиоидоза. жидкий латексный диагностикум 
готовили из взвеси полимерного полистирола с диаметром микросфер 0,8–1,1 мкм, поверхность которого нагру-
жали предварительно подобранной концентрацией антител. в работе использовали типичные штаммы возбуди-
телей мелиоидоза и сапа с полноценной антигенной структурой, а также близкородственные и гетерологичные 
микроорганизмы. из бактериальных культур готовили взвеси с концентрацией 1,0·109 м.к./мл. реакцию прово-
дили на подогретых до 37 °с стеклянных чашках петри с визуальной регистрацией результатов по 4-крестовой 
системе. результаты и обсуждение. реакция латекс-агглютинации основана на агглютинации микробных клеток 
(B. pseudomallei и B. mallei) моноклональными антителами, узнающими эпитопы гликопротеина капсулы пато-
генных буркхольдерий. проверено 14 моноклональных антител различных по классу и эпитопной направлен-
ности. определяющими факторами для выбора антитела являлись специфичность их в реакции агглютинации 
со штаммы возбудителей мелиоидоза и сапа, а также сохранение агглютинирующей активности после иммо-
билизации на полимерном носителе. в итоге, в качестве агента, распознающего антиген клеток-мишеней, вы-
брали моноклональные антитела иммуноглобулина класса G к эпитопам гликопротеина капсулы (аг 8) возбу-
дителя мелиоидоза. в результате после смешивания проб с диагностикумом в образцах, содержащих бактерии 
B. pseudomallei и B. mallei, через 10–15 мин образовывался агглютинат, видимый невооруженным глазом. пробы 
с близкородственными и гетерологичными микроорганизмами агглютината не имели и регистрировались как от-
рицательные. полученный диагностикум характеризуется высокой специфичностью.

Ключевые слова: моноклональные антитела (мка), латексные микрочастицы, патогенные буркхольдерии, ре-
акция латекс-агглютинации (рла), чувствительность, специфичность.
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Abstract. The aim. Development of a drug for the identification of Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mal-
lei grown in solid nutrient medium at the stage of rapid diagnosis of pathogenic bulkholderia. Materials and methods. 
Latex agglutination method, in which suspensions of polymers are used as a carrier of agglutinins. The agent recognizing 
the antigen of the target cells is a monoclonal antibody directed to the epitopes of the glycoprotein capsule of melioidosis 
causative agent. A liquid latex diagnosticum was prepared from a suspension of polymer polystyrene with a microsphere 
diameter of 0.8–1.1 μm, the surface of which was loaded with a pre-selected concentration of antibodies. We used typi-
cal strains of melioidosis and glanders agents with a full antigenic structure, as well as closely related and heterologous 
microorganisms. Suspensions with a concentration of 1.0·109 m.c./ml were prepared from bacterial cultures. The reac-
tion was carried out on glass Petri dishes heated to 37 °C with visual recording of the results using four cross system. 
Results and discussion. The latex agglutination reaction is based on agglutination of microbial cells (B. pseudomallei 
and B. mallei) with monoclonal antibodies that recognize the epitopes of the glycoprotein capsule of pathogenic burk-
holderia. 14 monoclonal antibodies of different class and epitope orientation were checked. The determining factors for 
antibody selection was their specificity in agglutination reaction with strains of melioidosis and glanders agents, as well 
as preservation of agglutinating activity after immobilization on a polymer carrier. As a result, monoclonal antibodies 
of class G immunoglobulin to capsule glycoprotein epitopes (AG 8) of the melioidosis agent were selected as an agent 
recognizing the target cell antigen. As a result, after mixing the samples with the diagnosticum, in samples containing 
B. pseudomallei and B. mallei bacteria, visible agglutinate generates in 10–15 min. Samples with closely related and 
heterologous microorganisms lacked agglutinate and were registered as negative. The obtained diagnosticum is charac-
terized by high specificity.

Key words: monoclonal antibodies (MAbs), latex microparticles, Burkholderia, latex agglutination test, sensitivity, 
specificity.
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грамотрицательные бактерии Burkholderia 
pseudomallei и Burkholderia mallei являются этио-
логическими агентами мелиоидоза и сапа соответ-
ственно. обе буркхольдерии относят к вероятным 
агентам биотерроризма [1]. возбудитель мелиоидо-
за – это микроорганизм, входящий в состав микро-
биоты почвы и воды стоячих водоемов. в настоящее 
время эндемичными по мелиоидозу считаются стра-
ны Юго-восточной азии, бразилия, пуэрто-рико 
и северная австралия. заражение людей обычно 
происходит алиментарным путем при употребле-
нии инфицированной воды и пищи, аэрогенным 
путем при вдыхании бактерий с частицами пыли 
и контактным путем в случае попадания контами-
нированного материала на поврежденные участки 
кожи. особенностью мелиоидоза считается оппор-
тунистический характер инфекции, когда болезнь не 
проявляет себя длительное время, а потом быстро 
развивается до пневмонии и септицемии с высокой 
степенью летальности. сап – зоонозная инфекция, 
регистрируемая в странах аравийского полуостро-
ва, турции, монголии, индии, китае, индонезии и 
Филиппинах [2]. в основном случаи заражения че-
ловека связаны с профессиональной деятельностью 
(ветеринары, сотрудники лабораторий и др.).

в неэндемичных странах возможность инфици-
рования возбудителями мелиоидоза и сапа обуслав-
ливается туристическим, миграционным и торгово-
экономическим факторами, что не исключает опас-
ности завоза этих инфекций на территорию нашей 
страны. в россии достоверного случая заболева-
ния мелиоидозом не зафиксировано. сап считается 
ликвидированной инфекцией (не учитывая случаи 
внутрилабораторного заражения), поэтому микро-
биологи различных лабораторных служб не имеют 
достаточного опыта в части практической работы с 
этими патогенами, что препятствует эффективному 
обнаружению возбудителей. при этом своевремен-
ная диагностика мелиоидоза и сапа снижает вероят-
ность тяжелых последствий для здоровья заболев-
шего, лечение которого требует специальной схемы 
антибиотикотерапии [3]. согласно зарубежной гра-
дации B. pseudomallei and B. mallei также классифи-
цируют как «агенты выбора первого уровня» (Tier 1 
select agent) в качестве биологических агентов био-
терроризма, поэтому методы быстрого определения 
этих бактерий необходимы для обеспечения эффек-
тивного реагирования при возникновении чрезвы-
чайной ситуации.

лабораторное подтверждение присутствия ми-
кроорганизмов B. pseudomallei и B. mallei в пробах, 
поступивших на исследование, опирается на схе-
му выявления патогенных биологических агентов 
II группы патогенности, которая занимает от 48 до 
72 ч [4]. успешное выполнение всех этапов регла-

ментированной схемы идентификации зависит от 
многих факторов, например наличия селективных 
сред для культивирования предполагаемого патоге-
на, специальных лабораторных условий (боксовые 
помещения с ламинарными шкафами биологической 
безопасности III класса защиты) и подготовка персо-
нала [5]. коммерчески доступные системы автомати-
зированных методов определения микроорганизмов 
(API 20NE, Phoenix и VITEK) также используют в 
идентификации инфекционных агентов, однако для 
биохимического тестирования следует использовать 
свежеприготовленные взвеси культур, при этом важ-
но отметить разброс точности результатов от 63 до 
81 % в зависимости от региональной принадлеж-
ности исследуемых бактериальных образцов [6]. 
ускоряющие получение результата методы иденти-
фикации, такие как полимеразная цепная реакция 
и секвенирование, используются лишь в специали-
зированных лабораториях или референс-центрах. 
современные схемы индикации и идентификации 
B. pseudomallei и B. mallei включают в себя как вы-
сокотехнологичные, так и относительно простые в 
исполнении методы. в последнее время возрастает 
интерес к экспресс-методам, доступным для при-
менения как в стационарных лабораториях любой 
степени оснащенности, так и в полевых условиях, 
однако стоит помнить, что они позволяют получить 
лишь предварительный ответ.

реакция латекс-агглютинации является каче-
ственным методом экспресс-диагностики изолятов 
B. pseudomallei и B. mallei, выращенных на плотной 
или жидкой питательной среде. сообщают о высо-
кой чувствительности (до 95,1 %) и специфичности 
(до 99,7 %) метода при условии культивирования 
бактерий на кровяном агаре [7, 8].

целью работы явилась разработка препара-
та для идентификации Burkholderia pseudomallei и 
Burkholderia mallei, выращенных на плотной пита-
тельной среде, на этапе экспресс-диагностики пато-
генных булькхольдерий.

материалы и методы

в работе использовали моноклональные ан-
титела (мка) из коллекции лаборатории имму-
нодиагностики Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт».
отобраны следующие варианты мка: к эпитопам 
экспонированным на аг 8 (гликопротеин капсулы), 
общим для аг 8 и аг 6 (фрагмент липополисахарида 
клеточной стенки) и, взаимодействующие с эпито-
пом 200 kDa в составе капсулы возбудителя мелиои-
доза. накопление препаративных количеств имму-
ноглобулинов производили in vivo.

латексный диагностикум готовили из взвеси 
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коммерческого полимерного полистирола с диамет-
ром микрочастиц 0,8–1,1 мкм. для этого 10 % су-
спензию латексных частиц дважды отмывали цен-
трифугированием в 0,9 % растворе NaCl (рн 7,2±0,2) 
при 5000 об./мин 10 мин. затем микрочастицы сен-
сибилизировали антителами в количестве 100 мкг 
на 500 мкл 1 % суспензии полимера в 0,9 % раство-
ре NaCl (рн 7,2±0,2), в течение 2 ч при температуре 
(37±1) °с. далее нагруженный латекс дважды отмы-
вали 1 % раствором бычьего сывороточного альбу-
мина (бса) при 5000 об./мин 10 мин. до конечной 
1 % концентрации препарат доводили раствором 1 % 
бса и оставляли на 16 ч при (4±1) °с.

использовали типичные штаммы возбуди-
телей мелиоидоза и сапа с полноценной анти-
генной структурой из коллекции волгоградского 
научно-исследовательского противочумного ин-
ститута, а также штаммы двух близкородственных 
(B. thailandensis, B. cepacia) и двух гетерологичных 
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida) видов 
микроорганизмов.

выбраны 4 штамма возбудителя сапа, 12 штам-
мов возбудителя мелиоидоза, 6 – близкородственных 
и 4 – гетерологичных микроорганизма для контро-
ля специфичности диагностикума. бактериальные 
культуры высевали в бульон хоттингера с 5 % глице-
рина, рн (7,0±0,2) и инкубировали при температуре 
(37±1) °с в течение 18–24 ч. затем подросшие куль-
туры высевали на агар хоттингера с 5 % глицерина 
и инкубировали в течение 24–48 ч при температуре 
(37±1) °с. опыт проводили с суточными бактери-
альными культурами, из которых готовили взвеси в 
концентрации 1–2·109 м.к./мл.

реакцию латекс-агглютинации проводили на 
подогретых в термостате до (37±1) °с стеклянных 
чашках петри. к бактериальным взвесям и контро-
лю (0,9 % раствор NaCl (рн 7,2±0,2)), предваритель-
но нанесенным на поверхность чашки в виде капли, 
добавляли экспериментальный препарат латекса в 
соотношении 1:1 (капля 20 мкл). учет реакции осу-

ществляли через 10–15 мин, степень агглютинации 
оценивали по 4-крестовой системе, положительной 
считали реакцию на 3 и 4 креста.

результаты и обсуждение

латекс-тесты благодаря своим аналитическим 
характеристикам, удобству и простоте в использова-
нии получили широкое распространение в практике 
лабораторной диагностики, в том числе экспресс-
диагностики возбудителей инфекционных заболева-
ний. они не требуют дорогостоящего оборудования 
и реактивов, позволяют проводить как единичные, 
так и серийные исследования, обладают достаточ-
ной чувствительностью и специфичностью.

на сегодняшний период времени существуют 
как отечественные, так и зарубежные коммерчес-
кие медицинские изделия для постановки реакции 
латекс-агглютинации, имеющие различные области 
применения, например индикация, идентификация 
и типирование микроорганизмов [9–11]. латексные 
диагностикумы изготавливают по методам, основан-
ным на сенсибилизации полимерных частиц анти-
генами или антителами, затем регистрируют фор-
мирование агглютината – продукта взаимодействия 
антигена с гомологичным антителом в ходе сероло-
гической реакции.

разработку диагностикума начали с проверки 
агглютинационной активности мка в отношении 
взвесей с концентрацией 1·109 м.к./мл, приготов-
ленных из семи штаммов B. pseudomallei и одно-
го B. mallei, выращенных на плотной питательной 
среде, обладающих типичными для этих микроор-
ганизмов культуральными и биохимическими свой-
ствами. всего проверено 14 мка в концентрации  
10 мг/мл различных по классу и эпитопной направ-
ленности (рисунок). определяющим фактором для 
выбора антитела являлась специфичность в реакции 
агглютинации со штаммами возбудителей мелиоидо-
за и сапа. в итоге, в качестве распознающего антиген 

агглютинация семи штаммов B. pseudomallei 
и одного штамма B. mallei, в концентрации 
1·109 м.к./мл, моноклональными антитела-
ми, в концентрации 10 мг/мл, различными 
по классу и эпитопной направленности

Agglutination of 7 B. pseudomallei and 1 B. mal-
lei strains at a concentration of 1·109 cfu/ml, 
by monoclonal antibodies at a concentration  
of 10 mg/ml, different in class and epitope  
orientation
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клеток-мишеней агента выбрали мка иммуногло-
булина класса G к эпитопам гликопротеина капсулы 
(аг 8) возбудителя мелиоидоза.

реакция латекс-агглютинации (рла) основана 
на агглютинации микробных клеток моноклональ-
ными антителами, узнающими эпитопы гликопро-
теина капсулы патогенных буркхольдерий. антитела 
иммобилизированы на поверхности частиц полисти-
рольного латекса. при взаимодействии диагностику-
ма с бактериями B. pseudomallei и B. mallei образу-
ется агглютинат, видимый невооруженным глазом. 
результаты рла со штаммами, исследованных в ра-
боте микроорганизмов, представлены в таблице.

по результатам исследования можно сделать вы-
вод о целесообразности применения реакции латекс-
агглютинации на основе моноклональных антител 
на этапе экспресс-диагностики для идентификации 
патогенных бурхольдерий. экспериментальный пре-
парат показал высокую специфичность в рла – все 
16 опытных штамма B. pseudomallei и B. mallei аг-
глютинировали, в отличие от гетерологичных микро-
организмов – с ними реакция была отрицательной.

подтверждение возможности применения рла 
на основе мка в ускоренном определении пато-
генных буркхольдерий открывает перспективы и в 
определении видовой принадлежности бактерий. 
возбудители мелиоидоза и сапа являются близко-
родственными микроорганизмами, поэтому при их 
идентификации в серологических реакциях могут 
быть получены ложноположительные результаты.

однако существуют методы, такие как метод 
флюоресцирующих антител и твердофазного имму-
ноферментного анализа, при постановке которых воз-
можность перекрестных реакций сведена до мини-
мума за счет использования мка к специфичес ким 
эпитопам, свойственным конкретному виду микро-
организма. применение подобных антител в рла де-
лает актуальными дальнейшие разработки диагнос-
тикумов для быстрого выявления уже конкретного 
возбудителя. Cуществуют такие возможности по сни-
жению времени проведения реакции практически в 2 
раза, что обеспечивается использованием в качестве 
носителя полимерных латексных частиц с различны-
ми активными группами на их поверхности.
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