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Представлены научно-методические разработки биотехнологий производства компонентов тест-систем (ди-
агностических препаратов) для экспресс-диагностики чумы, бруцеллеза, туляремии, сибирской язвы, холеры. 
Для этого, прежде всего, были отработаны эффективные методики получения полноценных антигенных комплек-
сов, применяемых для иммунизации животных в целях получения высокоактивных иммунных сывороток. Полу-
ченные иммунные сыворотки были использованы при определении оптимальных параметров производства на их 
основе диагностикумов. Приведены методические основы конструирования магноиммуносорбентов для селек-
тивного концентрирования возбудителей инфекционных заболеваний и их индикации экспресс-методами. Кроме 
того, приведена разработка пьезокварцевых биосенсорных устройств для выявления возбудителей чумы, бру-
целлеза, туляремии в гравиметрическом проточно-инжекционном анализе, позволяющих быстро реализовать 
процесс достоверного распознавания исследуемого патогена в образовавшемся комплексе антиген–антитело.
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The present article describes the scientific and methodological development of biotechnological manufacture of test-
system components (diagnostic preparations) for instant diagnosis of plague, brucellosis, tularemia, anthrax, cholera. 
In this regard, in the first place the effective methods for obtaining complete antigenic complexes used for immunizing 
animals for the purpose of developing highly potent immune sera have been established. These antisera were used in 
determining optimum parameters of manufacture on the basis of their diagnosticums.  Methodical basis of developing 
magnetic immunosorbents for selective concentration of infectious agents and their instant diagnosis methods has been 
mentioned. Moreover, the article describes the development of piezoelectric quartz crystal biosensors to detect plague, 
brucellosis and tularemia pathogens by gravimetric flow injection analysis, allowing to quickly implement the process of 
reliable identification of a test pathogen in antigen-antibody complex.
Key words: plague; brucellosis; tularemia; anthrax; cholera; antigen; immune serum; indirect hemagglutination reaction; 
immunosorbent assay; polymerase chain reaction; magnesium immunosorbent; piezoelectric quartz crystal biosensor.
�ibliographic description: Tyumentseva IS, Zharnikova IV, Afanasiev EN, Efremenko VI, Kogotkova OI, Kalnoy SM, Kulichenko 
AN. Scientific and methodical development of biotechnological production of immunobiological preparations for instant diagnosis 
of infectious diseases and detection of pathogens. Biopreparation (Biopharmaceuticals) 2015; (4): 21–25.

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2015
УДК 616.9�078:60

ВОЗ уделяет большое внимание качеству иммунобиологи�
ческих лекарственных препаратов (ИЛП), что отражено в раз�
работанных требованиях к производству и контролю отдель�
ных иммунобиологических препаратов. Современное произ�

водство ИЛП представляет собой единую биотехнологиче�
скую систему, которая складывается из последовательных 
стадий и операций, количество и особенности которых зави�
сят от вида производимой продукции.
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Цель настоящей работы – научно�методические раз�
работки биотехнологий производства ИЛП для экспресс�
диагностики опасных инфекционных заболеваний и детекции 
их возбудителей  (чумы, бруцеллеза, туляремии, сибирской 
язвы, холеры). Задачи исследований: отработка эффектив�
ной методики извлечения полноценных антигенных комплек�
сов из взвесей бактериальных культур, подбор иммуномоду�
ляторов и схем иммунизаций для получения высокоактивных 
иммунных сывороток; определение оптимальных параметров 
биотехнологий производства иммуноглобулинов флуоресци�
рующих, иммуноферментных конъюгатов и эритроцитарных 
диагностикумов; разработка методических основ констру�
ирования магноиммуносорбентов (МИС) для селективного 
концентрирования возбудителей инфекционных заболеваний 
и их индикации в экспрессных методах (иммуноферментном 
анализе (ИФА), полимеразной цепной реакции (ПЦР)); отра�
ботка методики конструирования пьезокварцевых биосенсо�
ров.

Материалы и методы

Контроль титра специфических антител в сыворотках 
крови определяли в непрямой реакции иммунофлуорес�
ценции (НРИФ) по методу T.H. W�ll��, �.H. C���� [1]. Прямой 
метод окраски препаратов осуществляли по �.H. C����, 
M.H. Kapla� [2]. Рабочий титр и специфическую активность 
иммуноферментных конъюгатов определяли по методике, 
изложенной M. Cla�k и �. �dam� [3] в «сэндвич»�варианте 
ИФА. Суммарный объем и радиус пор магносорбентов 
определяли по методу Н.В. Кельцева [4]. Анализ антигенно�
го состава микроорганизмов и качества полученных иммун�
ных сывороток проводили в реакции иммунодиффузии в 1% 
агаровом геле по �. �uch���l��y [5]. В качестве основной 
матрицы магносорбентов использовали алюмосиликат (ТУ 
6�09�01�356�76) и магнитный порошок (окись железа(III), 
ГОСТ 4173�77). Модификатор – полиглюкин Красноярско�
го производства, активирующий реагент – натрия перхло�
рат (ТУ 6�09�3582�74).

В качестве датчиков при создании пьезокварцевых биосен�
соров (ПБ) использовали пьезокварцевые резонаторы (ПКР) 
(10 МГц) с золотыми электродами (ЗАО «ЭТНА», Москва). Из�
мерения параметров проводили на установке «CP���330» 
(ЗАО «ЭТНА», Москва). Для подтверждения воспроизводимо�
сти и достоверности результатов, полученных при исследова�
нии, применяли статистические методы [6]. 

Результаты и обсуждение

Основным биологическим сырьем при производстве ИЛП 
являются специфические антигены, выделенные из микроб�
ных биомасс, и иммунные сыворотки крови, полученные на их 
основе. При многообразии способов извлечения специфиче�
ских антигенов из микробных клеток необходим комплекс по�
следовательных манипуляций, который бы позволил изолиро�
вать полноценные в антигенном отношении фракции для про�
изводственных целей. В связи с этим мы остановили свой вы�
бор на водно�солевых экстрактах. Это обосновано тем, что 
данные исследователей [7] показывают, что такие экстрак�
ты обладают сложным макромолекулярным составом, и в них 
обнаруживаются большинство выявляемых у бактерий анти�

генов. Водорастворимые чумные, бруцеллезные, туляремий�
ные, сибиреязвенные антигены изолировали комплексным 
методом: водно�солевой экстракцией, ультразвуковой де�
зинтеграцией, осаждением белковых фракций сульфатом ам�
мония. Выход белковых фракций составил не менее 5 мг�мл. 
Опыт получения белковых антигенов подтвердил высокую эф�
фективность подобранной схемы извлечения комплекса во�
дорастворимых биополимеров при сохранении их активно�
сти.

Для получения иммунных сывороток нами апробирова�
ны различные схемы иммунизации, которые отличались 
cпособом и количеством вводимого антигена, интервалами 
между инъекциями, кратностью введения, а также адъюван�
тами или иммунокорректорами (полный и неполный адъю�
вант Фрейнда, арлацель, ланолин�вазелиновая смесь, цикло�
фосфан, феракрил, тималин). Из адъювантов наиболее эф�
фективным оказался полный адъювант Фрейнда, традицион�
но используемый при иммунизации животных. Общими недо�
статками схем иммунизации с применением адъювантов яв�
ляются: трудность создания стойкой эмульсии «вода в мас�
ле», длительность, травматичность для животных, связанная 
с возникновением адъювантной болезни у эксперименталь�
ных животных.

Применение иммунокорректоров (тималина, циклофосфа�
на, феракрила) позволило значительно сократить сроки им�
мунизации и расход антигенного материала при повышении 
титров специфических антител практически у 100% животных, 
взятых в опыт, при полной атравматичности для них.

Для получения гипериммунных сывороток наиболее при�
емлемой оказалась схема с использованием феракрила в 
сочетании с комплексом антиген–антитело (Аг–Ат), который 
инъецировали животным на определенном этапе: грундим�
мунизация включала пять последовательных парентеральных 
введений смеси антигена с 3% водно�спиртовым раствором 
феракрила с интервалами в 3–7 сут. Через 30 сут после по�
следней инъекции антигена у животных брали кровь, получая 
не менее 4 мл иммунной сыворотки, в которую добавляли ан�
тиген с целью получения комплекса Аг–Ат. Основной цикл им�
мунизации состоял из четырех внутривенных инъекций ком�
плекса Аг–Ат через каждые 3–4 сут тому же животному, от ко�
торого была получена иммунная сыворотка. Специфические 
титры антител в этих сыворотках достигали в реакции имму�
нодиффузии (РИД) – 1:28,8±2,5–1:53,3±5,01, что удовлетво�
ряло требованиям оценки сырья для дальнейшего получения 
диагностических препаратов [8].

При получении агглютинирующих сывороток оптималь�
ной оказалась схема, в которой использованы вещества с 
иммунотропной активностью, обладающие разными меха�
низмами действия (тималин и циклофосфан). Антигенный 
материал пятикратно вводили внутривенно, одновремен�
но внутримышечно инъецировали тималин, в третью инъ�
екцию дополнительно вводили внутримышечно циклофос�
фан. Эта схема дала возможность заменить живые виру�
лентные штаммы микроорганизмов, традиционно исполь�
зуемые при производстве агглютинирующих диагности�
ческих сывороток в качестве антигенов, на водораствори�
мые белковые антигены, что позволило полностью исклю�
чить возможность инфицирования персонала. Агглютини�
рующие сыворотки, полученные таким способом, по титрам 
агглютининов и специфичности не уступали аналогичным 
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коммерческим препаратам и с успехом были использованы 
при конструировании ИЛП.  

Способы выделения из иммунных сывороток иммуногло�
булинов класса G (IgG), часто используемых при конструиро�
вании ИЛП, отличаются эффективностью и разнообразием. 
Наиболее производительными являются cледующие: фрак�
ционирование сульфатом аммония, полиэтиленгликолем 
(ПЭГ) и каприловой кислотой. Как показала наша сравни�
тельная оценка этих методов, каждый из них имеет свои пре�
имущества и недостатки. Так, общим преимуществом явля�
ется возможность осуществлять эту операцию при комнат�
ной температуре, не опасаясь денатурации белка. На пре�
ципитацию иммуноглобулинов каприловой кислотой затра�
чивается в 2 раза меньше времени по сравнению с осталь�
ными (2 суток против 4), при этом выделяется наиболее чи�
стая фракция IgG. Достоинством выделения иммуноглобули�
нов сернокислым аммонием является возможность длитель�
ного хранения иммуноглобулинов в его растворе без потери 
активности [9].

При проведении конъюгации флуоресцеинизотиацианата 
(ФИТЦ) с IgG установлено, что лучшие иммуноглобулины флу�
оресцирующие получены при использовании IgG, фракцио�
нированных каприловой кислотой. Это можно объяснить тем, 
что в преципитате содержалось более 90% фракции IgG, а для 
конъюгации с ФИТЦ требовалось наименьшее количество 
флуорохрома (20 мг на 1 г белка) для получения оптималь�
ных молярных отношений Мф�Мб, в связи с чем снижалась 
вероятность неспецифических реакций и достигалась высо�
кая специфическая активность препаратов. В результате се�
рии опытов по отработке параметров конъюгации IgG с ФИТЦ 
определены их оптимальные значения: рН реакционной сме�
си 9,5, температура конъюгации 20°С, 4�часовой контакт бел�
ка с красителем. Таким способом были получены эксперимен�
тальные серии чумных, бруцеллезных, сибиреязвенных, туля�
ремийных иммуноглобулинов флуоресцирующих, характери�
зующихся красящим титром 1:32–1:128. 

В результате проведенных исследований по получению вы�
сокоактивных и специфичных иммуноферментных конъюга�
тов отработан ряд параметров: эффективный метод выделе�
ния иммуноглобулинов из гипериммунных сывороток с помо�
щью ПЭГ�6000; концентрация белка при сшивке с ферментом 
пероксидазой хрена – 5 мг�мл, исключено применение хрома�
тографической колонки (при этом не наблюдалось неспеци�
фического связывания, увеличилась активность препарата на 
два порядка, сократился процесс получения конъюгата). Рабо�
чий титр разработанных иммуноферментных чумных, бруцел�
лезных, туляремийных, холерных конъюгатов составил 1:400–
1:1800. Чувствительность конъюгатов по водорастворимым ан�
тигенам – 50–100 нг�мл. Увеличена чувствительность ИФА в 4 
раза в результате обработки полистироловых планшет парами 
бензальдегида, она составила 1×103–1×104 м.к.�мл. 

Среди серологических тестов хорошо известна реакция 
непрямой гемагглютинации (РНГА). Причем, подходы к изго�
товлению эритроцитарных диагностикумов отличаются боль�
шим разнообразием. Нам удалось унифицировать биотехно�
логию изготовления диагностикумов эритроцитарных имму�
ноглобулиновых чумных, бруцеллезных, туляремийных. Наи�
более эффективным конъюгирующим агентом определен 2% 
раствор вторичного алкилсульфата натрия при температуре 
45°С; рН раствора при сенсибилизации 5,0. Чувствительность 

изготовленных диагностикумов составила 7,8×105–1,56×106 
м.к.�мл, что полностью удовлетворяет нормативной докумен�
тации. 

Эффективность методов индикации и выделения возбуди�
телей инфекционных заболеваний и их антигенов может быть 
значительно увеличена после селективного концентрирова�
ния микробов и антигенов с отделением их от контаминирую�
щей микрофлоры и примесей. Эта цель может быть достигну�
та путем применения методов иммуносорбции, особое место 
среди которых занимают методы с использованием сорбен�
тов с магнитными свойствами. Магносорбенты служат в каче�
стве твердой фазы для селективного концентрирования на их 
поверхности патогенов. 

Нами разработаны научно�методические основы кон�
струирования кремнеземных аффинных сорбентов с маг�
нитными свойствами [10, 11]. В качестве структурных еди�
ниц, формирующих остов кремнезема, использовали алю�
мосиликат и магнитный порошок. Модифицирование ма�
трицы проводили полиглюкином с последующим ковалент�
ным связыванием белкового лиганда методом окисления. 
На основе проведенных исследований рекомендованы сле�
дующие условия получения кремнеземных магносорбентов 
(КМС): соотношение компонентов синтеза 3:2:1, соответ�
ственно F�

2
�

3
, декстран, алюмосиликат; время гелеобразо�

вания 2 ч, значение рН гелеобразования 7,0; время гелео�
бразования 1 ч, значение рН гелеобразования 7,0. Получе�
ны сорбенты со стандартными структурными характеристи�
ками – удельная поверхность 58 м2�г, объем пор 1,70 см3�г, 
радиус пор – 42,5 нм. Разработанный синтез альдегидосо�
держащих КМС методом окисления натрием перхлората от�
личался простотой и технологичностью, активирование но�
сителя осуществлялось в течение 1 ч. Содержание альде�
гидных групп (0,67 мг�экв�г) на единицу поверхности носи�
теля обеспечивало высокую концентрацию иммобилизо�
ванного лиганда.

Преимущества полученных МИС заключается в том, что 
равновесие между антителами и сорбентом – не более 2 ч 
против 18 ч в случае использования обычных органополи�
мерных носителей. Концентрация белка иммуноглобулинов 
2,5 мг�мл является оптимальной для полного насыщения ан�
тителами сорбента в объеме 0,4 мл 10% взвеси. Установлено, 
что изменение рН раствора иммуноглобулинов от 5 до 9,5 не 
оказывает влияния на специфическую активность и чувстви�
тельность МИС, а максимальная адсорбционная емкость сор�
бента наблюдается при температуре (37±1)°С.

Для дальнейшего совершенствования экспрессных мето�
дов индикации возбудителей инфекционных заболеваний мы 
объединили метод предварительного концентрирования ин�
фекционного агента на разработанных МИС с последующей 
детекцией его методом ИФА или ПЦР. Применение МИС по�
зволяет добиться повышения эффективности анализа. Так, 
например, для ИФА отпадает необходимость использова�
ния полистироловых планшет, а срок годности иммобилизо�
ванной твердой матрицы, т.е. МИС, достигает 10 лет против 
20 сут иммобилизованных планшет, при увеличении чувстви�
тельности (МИС+ИФА) в 1000 раз по сравнению с традицион�
ным ИФА. Использование в ПЦР МИС позволило максималь�
но сконцентрировать искомую ДНК и исключить отрицатель�
ное влияние на компоненты реакции всевозможных приме�
сей, поскольку некоторые из них способны значительно сни�
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жать чувствительность ПЦР за счет угнетения активности тер�
мостабильной ДНК�полимеразы.

Диагностическая ценность разработанных ИЛП и мето�
дических приемов подтверждена в экспериментах, клиниче�
ских и полевых условиях, а также при эпидемических вспыш�
ках инфекционных заболеваний [12]. Все препараты успешно 
прошли лабораторные и комиссионные испытания. Оформ�
лена и утверждена нормативная документация. Приори�
тетность разработок ИЛП подтверждена патентами РФ. На 
основе данных разработок выпускается 13 коммерческих и 
экспериментально�производственных серий ИЛП.

В настоящее время нами ведется разработка пьезоквар�
цевых биосенсорных (ПБ) устройств для выявления возбу�
дителей чумы, бруцеллеза, туляремии в гравиметрическом 
проточно�инжекционном анализе, позволяющих быстро ре�
ализовать процесс достоверного распознавания иссле�
дуемого патогена в образовавшемся комплексе антиген�
антитело. Активирование ПКР проводили методом «тлею�
щего разряда» – низкотемпературное плазменное напыле�
ние парами бензальдегида (БА) в условиях вакуума в тече�
ние 10 с под действием УВЧ�поля мощностью 30 Дж. В ре�
зультате такого воздействия образовывалось равномер�
ное покрытие с доступными реакционно�функциональными 
группами для иммобилизации белковых молекул. Для иммо�
билизации ПКР применяли 0,5 мл IgG с концентрацией бел�
ка 125 мкг�мл. Измерение частоты проводили на установке 
СP�� 330, при этом частота уменьшалась на 200 и более Гц, 
т.е. проходила эффективная иммобилизация [13]. Иммоби�
лизованный ПКР инкубировали с соответствующим возбу�
дителем (чумы, бруцеллеза или туляремии), которые спец�
ифически связывались с иммобилизованными на поверх�
ности ПКР иммуноглобулинами с образованием иммуно�
комплексов. В результате установлено, что чувствитель�
ность составила 1,0×103–1,0×104 м.к.�мл. В результате про�
веденных экспериментов подобраны условия функциони�
рования предлагаемых ПБ: буфер для промывки и разведе�
ния реагентов – 0,01 М ФСБ, рН 7,2±0,05, объем анализиру�
емых проб – 0,5 мл, время отклика ПБ – 10–15 мин, часто�
та регистрации аналитических сигналов при положительном 
контроле – 20 Гц и более. На основе разработанных ПБ скон�
струированы экспериментальные серии тест�систем пьезок�
варцевых биосенсорных для выявления возбудителей чумы, 
бруцеллеза, туляремии [14].     

Проведенные лабораторные испытания на чистых культу�
рах показали, что все экспериментальные серии тест�систем 
пьезокварцевых биосенсорных для выявления возбудителей 
чумы, бруцеллеза, туляремии в гравиметрическом анализе 
соответствуют требованиям, предъявляемым к диагностиче�
ским препаратам. 

Выводы

1. Подобран эффективный комплекс манипуляций (водно�
солевая экстракция, механическая и ультразвуковая дезинте�
грация), позволяющий изолировать полноценные белковые 
антигенные фракции микроорганизмов и отработана произ�
водственная схема для получения иммунных сывороток с вы�
сокими титрами специфических антител, основанная на опти�
мальной комбинации комплекса специфических антигенов и 
иммуномодуляторов.

2. Определены оптимальные параметры биотехнологии 
производства иммуноферментных конъюгатов, иммуноглобу�
линов флуоресцирующих, диагностикумов эритроцитарных, 
позволяющие получать диагностические препараты, отвеча�
ющие требованиям, предъявляемым к индикационным препа�
ратам. 

3. Стандартизовано получение МИС, обладающих стан�
дартностью структурных характеристик, высокой адсорбци�
онной активностью, механической прочностью и химической 
устойчивостью. Разработаны методические приемы по со�
четанному применению селективного концентрирования ми�
кроорганизмов на МИС с последующим проведением ИФА и 
ПЦР, позволяющие исследовать материал с низкой концен�
трацией патогена, с чувствительностью, превышающей тра�
диционные методы. 

4. Разработанные биосенсорные тест�системы для гра�
виметрического проточно�инжекционного анализа обладают 
высокой чувствительностью (1,0×103–1,0×104 м.к.�мл), инфор�
мативностью, быстротой постановки и получения результатов 
анализов (15 мин).
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