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Туляремия представляет собой зоонозное 
природно-очаговое инфекционное заболевание, ха-
рактеризующееся различными механизмами и пу-
тями передачи возбудителя, лихорадкой, интоксика-
цией, образованием лимфаденитов, полиморфизмом 
клеточных проявлений и затяжным течением [2]. 
Несмотря на несомненные успехи в борьбе с возбу-
дителями особо опасных болезней в целом, значи-
мость туляремийного микроба как этиологического 
фактора в патологии человека не только не снижа-
ется, но и проявляет тенденцию к нарастанию [1]. 
Периодически регистрируются спорадические слу-
чаи и крупные вспышки туляремии [6, 8].

К настоящему времени для выявления Francisella 
tularensis и диагностики туляремии отечественными 
и зарубежными учеными предложено множество 
различных диагностических тестов. Однако офици-
ально зарегистрированы единичные тест-системы и 
препараты, большая часть из которых – эксперимен-
тальные разработки [3, 4].

Создание современных средств иммунодиагно-
стики, предназначенных для обнаружения возбуди-
телей особо опасных инфекционных заболеваний 
бактериальной природы, невозможно без высокоак-

тивных специфических антител.
Цель работы состояла в получении гибридных 

клеточных линий, секретирующих иммуноглобулины 
к специфическим эпитопам антигенов возбудителя 
туляремии. Для достижения поставленной цели пред-
ставлялось необходимым решить следующие задачи: 
получить гибридомы-продуценты моноклональных 
антител к антигенам возбудителя туляремии; нарабо-
тать препараты специфических туляремийных моно-
клональных антител и оценить перспективность их 
применения для выявления F. tularensis.

Материалы и методы

Препарат для иммунизации лабораторных жи-
вотных готовили из смеси суспензий инактивирован-
ных микробных культур F. tularensis штаммов Schu, 
503 и 543 в равных концентрациях, с конечным со-
держанием общего количества микроорганизмов в 
смеси 3,0·1010 м.к./см3, с добавлением 2,0 мг/см3 геля 
гидроокиси алюминия. Иммунизацию осуществляли 
подкожно 4-кратно с интервалом в 7 сут. Доза препа-
рата составила 1,0·109, 2,0·109, 4,0·109·и 8,0·109 м.к. 
соответственно. Через 18 дней после иммунизации 
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осуществляли взятие крови из параорбитального си-
нуса и определяли титр специфических антител ме-
тодом иммуноферментного анализа. 

Через 20 дней после последней иммунизации 
животным делали бустерную инъекцию смесью 
инактивированных микробных клеток F. tularensis 
штаммов Schu, 503, 543. Культуру вводили внутри-
брюшинно в дозе 15·109 м.к. на мышь. На четвертые 
сутки селезенку асептически извлекали, спленоциты 
получали путем перфузии средой RPMI-1640 с буфе-
ром HEPES.

Слияние B-лимфоцитов селезенки мыши и кле-
ток миеломы SP2/0-Ag14 проводили 50 % раствором 
полиэтиленгликоля с молекулярной массой 1450 по 
методике G.Kohler и C.Milstein [7] в модификации De 
St.Fazekas и P.Scheidegger [5]. 

Продуцирующую активность гибридных куль-
тур определяли, начиная с 10-х суток после гибри-
дизации, дважды с интервалом 3 дня в иммунофер-
ментном анализе. Культуральную жидкость в объеме 
100 мкл вносили в планшеты, сенсибилизирован-
ные туляремийным антигеном, состоящим из смеси 
инактивированных бактерий F. tularensis штаммов 
Schu, 503 и 543 в равных концентрациях, с конеч-
ным содержанием общего количества микроорга-
низмов в смеси 2,0·107 м.к./см3 в 50 мМ карбонат-
бикарбонатном буфере с рН 9,6. Клонирование 
культур гибридных клеток проводили методом ли-
митирующих разведений. 

С целью изучения культуральных свойств ги-
бридом готовили разведения культур от 2,0·105 до 
6,25·103 кл./см3 и засевали ими лунки 24-луночного 
планшета в объеме 1,0 см3. Культивирование осу-
ществляли в течение 5 сут. За минимальную посев-
ную концентрацию принимали концентрацию кле-
ток, при которой на 5-е сутки не наблюдали гибели 
культуры. 

Изучение секреторных свойств полученных кло-
нов проводили в процессе культивирования in vitro 
в 24-луночных планшетах в течение 10 пассажей, а 
также in vivo в процессе 4 пассажей при введении 
клеток гибридом в брюшную полость мышей линии 
ВАLВ/с в дозе 1,0·106 кл./см3.

Иммуноглобулины из асцитных жидкостей вы-
деляли методом двукратного переосаждения суль-
фатом аммония с последующим диализом против 
0,15 М NaCl, забуференного 20 мМ фосфатного бу-
ферного раствора с рН 7,5.

Изучение диагностических возможностей по-
лученных препаратов моноклональных антител про-
водили в твердофазном иммуноферментном анали-
зе (ТИФА) с использованием культур F. tularensis 
штаммов 503, 543 и Schu в концентрации от 4,0·106 
до 1,25·105 м.к./см3 с двукратным шагом, а также ге-
терологичных микробных культур Yersinia pseudo-
tuberculosis штамма 681, Yersinia pestis штамма EV, 
Burkholderia pseudomallei штамма С-141, Burkholderia 
mallei штамма Ц-5, Brucella abortus штамма 19-ВА, 
Escherichia сoli штамма 101, Bacillus anthracis штам-
ма СТИ-1 в концентрации 1,0·108 м.к./см3. Планшет 

сенсибилизировали туляремийными кроличьими им-
муноглобулинами в концентрации 20 мкг/см3 в 50 мМ 
карбонат-бикарбонатном буфере. После отмывки в 
лунки планшета вносили гомо- и гетерологичные ми-
кробные культуры в указанных выше концентрациях, 
а затем – антимышиные иммуноглобулины, меченные 
пероксидазой хрена.

Результаты и обсуждение

Эффективность проведенной иммунизации жи-
вотных смесью суспензий инактивированных ми-
кробных культур F. tularensis штаммов Schu, 503 и 
543 оценивалась по титру сывороточных антител.

Представленные в табл. 1 данные свидетель-
ствуют о том, что исследуемые сыворотки взаимо-
действуют с культурами бактерий F. tularensis раз-
ных штаммов в титрах от 1:4000 до 1:128000, при 
этом титр антител в сыворотках, полученных от жи-
вотных № 2 и 5, составил более чем 1:32000 со всеми 
исследуемыми штаммами. Данные животные были 
использованы в работе в качестве источника иммун-
ных спленоцитов.

Проведено два эксперимента по гибридизации 
клеток мышиной миеломы и лимфоцитов иммуни-
зированных мышей линии ВALB/с. В результате те-
стирования гибридных культур были выявлены 103 
первично-позитивные гибридные линии клеток, про-
дуцирующие антитела к антигенам возбудителя ту-
ляремии. Для дальнейшей работы были отобраны и 
криоконсервированы 30 первичных культур. Для по-
следующего клонирования использовали 10 гибрид-
ных культур с наиболее высоким уровнем продукции 
антител.

Изучение специфичности полученных клонов 
показало, что гибридные клетки линий 31E3B9, 
35A4B5 продуцировали антитела, перекрестно-реа
гирующие с антигенами кишечной палочки, а также 
возбудителей псевдотуберкулеза, чумы и бруцеллеза. 
Остальные клонированные гибридомы продуциро-
вали антитела, не реагирующие с гетерологичными 
микробными культурами. Результаты исследования 
представлены в табл. 2.

Полученные клоны гибридом при культивирова-
нии устойчиво сохраняли способность секретировать 
антитела к антигенам возбудителя туляремии на про-
тяжении 10 пассажей in vitro. При этом их минималь-
ная посевная концентрация находилась на уровне от 
12,5·103 до 25,0·103 кл./см3.

На следующем этапе была оценена перспектив-

Таблица 1
Специфическая активность сывороток к антигенам F. tularensis

Сыворотка  
животного, №

Титр антител в сыворотке при исследовании в ИФА  
с культурой F. tularensis

Schu 503 543
1 1:8000 1:32000 1:16000
2 1:32000 1:64000 1:32000
3 1:4000 1:8000 1:4000
4 1:8000 1:16000 1:16000
5 1:32000 1:128000 1:64000
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ность применения полученных моноклональных ан-
тител для выявления микробных культур F. tularensis 
(табл. 3). Представленные результаты, свидетельству-
ют о том, что моноклональные антитела, продуци-
руемые гибридомами 31G1F10, 32E5D3, 35B11C8, 
36C2F11, позволяют при помощи ТИФА выявлять ми-
кробные клетки F. tularensis штаммов 503, 543 и Schu 
в концентрации 0,5·106 м.к./см3. Антитела, продуци-
руемые гибридомами 35F3G10, 35H10G2, 36B8E11, 
36D5F4, обладают специфической активностью к 
различным штаммам туляремийного микроба на 
уровне 1,0–4,0·106 м.к./см3. Все исследованные анти-
тела в иммуноферментном анализе не взаимодейству-
ют с культурами гетерологичных микроорганизмов 
Y. pseudotuberculosis штамма 681, Y. pestis штамма EV, 
B. pseudomallei штамма С-141, B. mallei штамма Ц-5, 
B. abortus штамма 19-ВА, E. сoli штамм 101, B. anthra-
cis штамма СТИ-1 в концентрациях 1,0·108 м.к./см3, 
что свидетельствует об их специфичности. 

Таким образом, наиболее перспективными для 
выявления микробных культур F. tularensis являются 
моноклональные антитела, продуцируемые гибрид-
ными клетками линий 31G1F10, 32E5D3, 35B11C8, 
36C2F1. Гибридомы-продуценты и препараты моно-
клональных антител паспортизованы. Их плани-
руется использовать в работе по конструированию 
иммуноферментных и иммунохроматографических 
тест-систем, предназначенных для обнаружения воз-
будителя туляремии.

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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Таблица 2
Культуральные и продуктивные свойства гибридом

Наименование гибридной 
клеточной линии

Минимальная посевная  
концентрация, 103 кл./см3

Оптимальная посевная  
концентрация, 103 кл./см3

Титр МКАТ  
в культуральной жидкости

Титр МКАТ  
в асцитной жидкости

31G1F10 25,0 100 1:2560 1:800000
32E5D3 12,5 50 1:2560 1:400000
35B11C8 25,0 100 1:1280 1:400000
35F3G10 25,0 100 1:10240 1:1600000
35H10G2 12,5 50 1:10240 1:1600000
36B8E11 25,0 100 1:10240 1:800000
36C2F11 25,0 100 1:2560 1:800000
36D5F4 25,0 100 1:1280 1:400000

Примечание :  специфическая активность представлена в виде медиан титров антител (n=5).

Таблица 3
Оценка диагностических возможностей полученных препаратов 

моноклональных антител

МКАТ

Выявляемая концентрация микробных культур,  
106 м.к./см3

F. tularensis  
штамм 503

F. tularensis  
штамм 543

F. tularensis 
штамм Schu

31G1F10 0,5 0,5 0,5
32E5D3 0,5 0,5 0,5
35B11C8 0,5 0,5 0,5
35F3G10 2,0 4,0 2,0
35H10G2 2,0 4,0 2,0
36B8E11 2,0 4,0 2,0
36C2F11 0,5 0,5 0,5
36D5F4 1,0 0,5 1,0


