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Кластер из трех близкородственных микроор-
ганизмов, характеризующихся высокой схожестью, 
включает Burkholderia pseudomallei, Burkholderia 
mallei и Burkholderia thailandensis. Так, B. thai lan
den sis и B. pseudomallei имеют сходство на уровне 
94 % в составе аминокислот [7]. B. thailandensis мо-
жет быть ошибочно определена как B. pseudomallei в 
процессе идентификации с помощью биохимических 
тестов, используемых в системах API 20NE, и латекс-
агглютинации. Только 60 % из 58 штаммов B. pseudo
mallei, исследованных API 20NE, были установлены 
правильно, а 5 % из них отнесены к неидентифици-
рованным микроорганизмам [5]. 

B. pseudomallei – подобные штаммы по способ-
ности ассимилировать L-арабинозу и по наличию 
на поверхности их клеток антигена 200 kDa под-
разделяются на вирулентные (Ara–) и авирулентные 
(Ara+) [4]. Недавними исследованиями установлено, 
что среди считающихся авирулентными штаммов 
B. thailandensis встречаются и такие, которые имеют 
приобретенный геномный материал, очень похожий 
на гены капсульного полисахарида B. pseudomallei 
[9]. Вирулентные штаммы возбудителей сапа и ме-
лиоидоза способны вызывать острые и хронические 
заболевания у людей, в том числе с летальным исхо-

дом, а также использоваться в качестве компонентов 
биологического оружия [8, 10]. В последнем случае 
решающим фактором является быстрота обнаруже-
ния патогена [2]. 

Бактерии Burkholderia cepacia, обладающие 
значительным родством с буркхольдериями группы 
«pseudomallei», обитают во внешней среде и не яв-
ляются патогенными для здоровых людей. Однако 
они способны вызывать респираторные заболевания 
у пациентов с кистозным фиброзом, а также нозоко-
миальные инфекции у лиц, находящихся на лечении 
в палатах интенсивной терапии [6]. В связи с выше-
изложенным представляют интерес методы, позволя-
ющие отличать патогенные B. pseudomallei и B. mal
lei от близкородственных непатогенных в обычных 
условиях буркхольдерий.

Целью работы являлась разработка способа уско-
ренного линейного иммуноэлектрофореза (ЛИЭФ) 
для дифференцирования патогенных возбудителей 
сапа и мелиоидоза от непатогенных близкородствен-
ных буркхольдерий. 

Материалы и методы

Для работы использовали типичные штаммы 
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возбудителей сапа и мелиоидоза с полноценной ан-
тигенной структурой из коллекции Волгоградского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута, а также штаммы 3 близкородственных видов 
буркхольдерий: B. thailandensis, B. cepacia, B. gla
dioli. Культивирование микроорганизмов, накопле-
ние биомассы, инактивирование микробной взвеси 
и получение водно-солевых экстрактов (ВСЭ) прово-
дили как описано [3]. 

Гипериммунные кроличьи и козьи сыворот-
ки получали путем внутрикожных или подкожных 
введений ацетонвысушенных микробных клеток 
B. pseudomallei 100 с использованием полного или 
неполного адъюванта Фрейнда («Calbiochem», США) 
в соотношении 1:1 в 8–10 точек вдоль позвоночника 
четырехкратно с интервалом в 1 неделю возрастаю-
щими дозами антигенов. Курс иммунизации состо-
ял из двух или четырех циклов с интервалом 30 сут. 
Взятие крови проводили на 7-е сутки после заключи-
тельной инъекции. В работе использовали сыворот-
ки, активность которых в РИД была не ниже 1:16.

ЛИЭФ проводили в следующих условиях: пла-
стинку GelBond («Lonza», Швейцария) размером 
8,5×10 см заливали 10 мл 1 % раствора агарозы 
(«Calbiochem», США), приготовленного на трис-
вероналовом буфере, содержащем 0,1 г лактата каль-
ция и 0,7 г азида натрия в 1 л буфера (рН 8,6), разве-
денном в 5 раз (этот же буфер использовали в электро-
дных отсеках). На расстоянии 1 см от края пластинки 
с анодной стороны вырезали полосу геля шириной 
4–5 см. Гель растапливали, охлаждали до 48 °С, добав-
ляли к нему 5–10 объемных процентов сыворотки, со-
держащей антитела к исследуемым антигенам, и снова 
заливали на пластинку. Между гелем с сывороткой и 
исследуемыми пробами антигенов оставляли контакт-
ную полоску геля шириной 1–2 мм. После застывания 
геля с сывороткой на границе с контактной полосой 
располагали прямоугольные гель-образцы с антиге-
нами, подлежащими исследованию. Гель-образцы го-
товили так же, как сыворотку, внося в охлажденный 
гель 5–10 объемных процентов исследуемых антиге-
нов. К краям геля прикладывали мостики из 5 слоев 
фильтровальной бумаги, смоченные электродным бу-
фером. Электрофорез проводили при напряженности 
электрического поля (Н) – 4–5 В/см в течение 3–5 ч 
при комнатной температуре. После остановки элек-
трофореза пластинки просматривали.

Результаты и обсуждение

Метод ЛИЭФ при напряженности электрическо-
го поля 1,5 В/см и температуре 10 °С в течение 18 ч 
был предложен [1] для определения характеристик 
большинства белков нормальных и патологических 
сывороток крови человека. 

В процессе данного исследования были исполь-
зованы различные условия постановки линейного 
иммуноэлектрофореза: применяли несколько буфер-
ных растворов с ионной силой 0,016–0,032 (трис-
вероналовый с лактатом кальция, рН 8,6; барбитал-

трис-глициновый, рН 8,8), варьировали величину 
напряженности электрического поля (2–12 В/см), 
длительность (0,5–18 ч) и температуру (10–25 °С) 
проведения ЛИЭФ. 

Только предлагаемая модификация метода по-
зволила обнаружить антигены патогенных B. pseudo
mallei и B. mallei по наличию линий преципитата на 
границе гель-образца и геля с сыворотками иммунны-
ми кроличьими или козьими, содержащими антитела 
к искомому антигенному комплексу. Отрицательный 
результат указывал на отсутствие антигенов патоген-
ных микроорганизмов, что дало возможность диф-
ференцировать возбудители сапа и мелиоидоза от не-
патогенных близкородственных буркхольдерий. На 
рис. 1 представлены результаты изучения патогенных 
и непатогенных буркхольдерий в ускоренном ЛИЭФ. 
В пробе 4 наличие линии преципитата на границе 
гель-образца и геля с сывороткой иммунной свиде-
тельствовало о присутствии антигенов патогенной 
B. mallei. Пробы 1, 2, 3 оказались отрицательными, 
так как линий преципитата не обнаружено.

Исследование штаммов по указанному признаку 
методом ускоренного ЛИЭФ в предлагаемых усло-
виях с антителами, полученными к ВСЭ из ацетон-
высушенных клеток возбудителей сапа и мелиои-
доза, было использовано при изучении антигенного 
материала и сывороток. Наличие непрерывных пре-
ципитационных линий, образуемых расположен-
ными рядом гель-образцами, свидетельствовало об 
идентичности исследуемых антигенов.

Результаты дифференцирования патогенных и 
непатогенных буркхольдерий и установления иден-
тичности антигенов ускоренным ЛИЭФ показаны на 
рис. 2. Наличие линий преципитата на границе гель-
образцов и геля с сывороткой иммунной говорило о 
присутствии в пробах 2 и 3 антигенов патогенных 
B. pseudomallei и B. mallei, а непрерывность преци-
питационных линий, образуемых расположенными 
рядом гель-образцами, – об идентичности искомых 
антигенов. ВСЭ B. cepacia и B. thailandensis не обра-
зовали линий преципитата на границе гель-образцов 
и геля с сывороткой иммунной.

Ускоренный ЛИЭФ позволил обнаружить общие 
и специфические антигены у патогенных и непато-
генных буркхольдерий (рис. 3). Возбудители сапа и 
мелиоидоза выявлены в образцах 1, 2 и 4. При дли-

Рис. 1. Изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий в 
ускоренном линейном иммуноэлектрофорезе (напряженность 
электрического поля – 4,8 В/см, время электрофореза – 4,5 ч при 
комнатной температуре). Использованы сыворотка кроличья к 
B. pseudomallei 100 и антигены:
1 – ВСЭ из ацетонвысушенных клеток B. thailandensis 264; 2 – B. gladioli 
8495; 3 – B. cepacia 25416; 4 – B. mallei 10230
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тельности ЛИЭФ 3,5 ч во всех пробах на расстоянии 
5 см от контактной полосы были видны непрерывные 
преципитационные линии, что указывало на иден-
тичность исследуемых общих антигенов штаммов 
B. mallei, B. pseudomallei и B. cepacia.

Таким образом, разработан способ ускоренного 
ЛИЭФ для дифференцирования патогенных возбуди-
телей сапа и мелиоидоза от непатогенных близкород-
ственных буркхольдерий, отличающийся простотой 
и наглядностью. Метод пригоден для определения 
общих и специфических антигенов буркхольдерий, 
отбора иммунных сывороток, содержащих антитела 
к соответствующим антигенам, и может применяться 
как дополнительный аналитический метод выявле-
ния антигенов патогенных буркхольдерий. 
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Рис. 2. Дифференцирование патогенных и непатогенных бурк-
хольдерий и установление идентичности антигенов в ускорен-
ном линейном иммуноэлектрофорезе (напряженность электриче-
ского поля – 4,2 В/см, время электрофореза – 5 ч при комнатной 
температуре). Использованы сыворотка козья к B. mallei 10230 и 
антигены:
1 – ВСЭ из ацетонвысушенных клеток B. cepacia 25416; 2 – B. pseudomal
lei 57576; 3 – B. mallei Ц-4; 4 – B. thailandensis 264

Рис. 3. Обнаружение общих и специфических антигенов у пато-
генных и непатогенных буркхольдерий в ускоренном линейном 
иммуноэлектрофорезе (напряженность электрического поля – 
4,2 В/см, время электрофореза – 3,5 ч при комнатной темпера-
туре). Использованы сыворотка кроличья к B. pseudomallei 100 
и антигены:
1 – ВСЭ из ацетонвысушенных клеток B. pseudomallei 57274; 2 – B. mal
lei 10230; 3 – B. cepacia 25416; 4 – B. pseudomallei 60913


