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Целесообразность проведения в природных оча-
гах чумы профилактических мероприятий, направ-
ленных на предотвращение возможных эпидемиче-
ских осложнений, во многом определяется эффек-
тивностью эпизоотологического обследования энзо-
отичных территорий [4, 5]. При эпизоотологическом 
мониторинге используется целый комплекс методов, 
среди которых весьма информативными являются 
серологические исследования антителосодержащих 
жидкостей (АСЖ) животных-носителей чумной ин-
фекции, в основном представителей отряда Rodentia, 
с целью обнаружения антител к видоспецифическим 
антигенам Yersinia pestis, в частности, капсульному 
антигену – фракции 1 (Ф1) [4]. 

В Российской Федерации отсутствуют заре-
гистрированные диагностические препараты для 
определения антител к Y. pestis [4]. Поэтому акту-
альной задачей является конструирование и вне-
дрение в практику тест-систем соответствующего 
назначения, в частности, на основе иммунофер-
ментного анализа (ИФА), позволяющего, по лите-
ратурным данным, эффективно обнаруживать анти-
капсульные антитела [3, 8].

В связи с вышеизложенным целью настоящего 
исследования явилась разработка иммунофермент-
ной тест-системы для выявления антител к Ф1 чум-
ного микроба. 

Материалы и методы

В сконструированной тест-системе был реали-
зован непрямой вариант ИФА. Твердой фазой слу-
жили полистироловые планшеты отечественного 
производства (Медполимер, Россия). В качестве 
сенситина использовали препарат Ф1 Y. pestis, вы-
деленный по методу Л.Н. Сердобинцева и соавт. [7], 
в концентрации 20 мкг/мл. Свободные сайты на пла-
стике блокировали 0,5 % раствором молока обезжи-
ренного сухого. Вышеописанную предварительную 
обработку планшетов проводили непосредственно 
перед тестированием АСЖ, а также за 1, 3 и 6 мес. 
до постановки ИФА. 

В качестве конъюгата применяли белок А (Имтек, 
Россия), меченный пероксидазой хрена (Диаэм, 
Россия) [2], в рабочем разведении. Хромогенным 
субстратом служил 2,2′-azino-bis-(3-ethylbenzthia-
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zoline-6-sulfonic acid), diammonium salt (ABTS) 
(Sigma, США). Результаты учитывали визуально, ис-
пользуя специально разработанную цветовую шкалу 
(рисунок), и спектрофотометрически на автоматиче-
ском микропланшетном фотометре «Multiskan ЕХ» 
(Китай) при длине волны 405 нм, принимая за поло-
жительный результат значение оптической плотно-
сти, не менее чем в 3 раза превышающее таковое в 
отрицательном контроле.

Материалом для исследования служили сыво-
ротки и суспензии крови, а также смывы с органов 
грудной полости (СОГП) мышей инбредной линии 
BALB/c. Для имитации инфекционного процесса 
и индукции антительного ответа 8–12-недельных 
животных массой 18–20 г однократно вакциниро-
вали живой чумной вакциной из штамма Y. pestis 
EV НИИЭГ (ЖЧВ, Ставрополь) в дозе от 5∙105 до 
8∙105 м.к./мышь или иммунизировали убитыми ми-
кробными клетками в той же дозе с полным адъю-
вантом Фрейнда в соотношении 1/1. Контрольной 
группе интактных мышей вводили 0,9 % раствор 
натрия хлорида. Образцы АСЖ обеззараживали в 
соответствии с СП 1.3.1285-03 [1]. Кроме того, те-
стировали образцы суспензии крови, нанесенные 
на фильтровальную бумагу, пропитанную натрия 
мертиолатом (КФБ-М) [1]. Каждый образец после-
довательно двукратно титровали в объеме 100 мкл 
с разведения 1:40.

Положительным контрольным образцом 
(ПКО-Ф1) служили иммуноглобулины мышей той 
же линии, иммунизированных 5-кратно внутрибрю-
шинно с 2-недельным интервалом препаратом анти-
гена Ф1 чумного микроба в дозе 50–100 мкг. В от-
рицательный контроль вносили фосфатно-солевой 
буферный раствор. 

Высушивание пероксидазного конъюгата бел-
ка А и ПКО-Ф1 осуществляли с использованием 
центрифуги-концентратора CentriVap 7310030 (Lab-
con co, США) при температуре 4 °C, скорости вра-
щения ротора 1425 об/мин и давлении 1∙10−4 торр. 
Активность препаратов после высушивания опреде-
ляли в не прямом ИФА.

Результаты и обсуждение

При разработке тест-системы «ИФА-Ат-Ф1 
Yersinia pestis» принципиальным вопросом был вы-
бор конъюгата – компонента реакции, обеспечи-
вающего обнаружение специфического комплекса 
антиген–антитело [2, 3]. Наиболее приемлемым 
реагентом для данной тест-системы, с нашей точки 
зрения, оказался стафилококковый белок А, мечен-
ный пероксидазой, который, как сообщалось ранее, 
эффективен для выявления противочумных антител 
[3]. Применение данного конъюгата позволит ис-
пользовать тест-систему при исследовании сыворо-
ток носителей чумы независимо от их видовой при-
надлежности, так как известным свойством белка А 
является его способность связываться с иммуногло-
булинами класса G животных разных видов [3]. Было 
получено 3 серии конъюгата с активностью 1:1000, 
которая сразу после высушивания и хранения в тече-
ние срока наблюдения (6 мес.) оставалась на одном 
уровне.

Были проведены две серии модельных экспери-
ментов по применению тест-системы «ИФА-Ат-Ф1 
Yersinia pestis». В рамках I серии исследовали об-
разцы суспензии крови мышей, взятые на 7-й, 14-й 
и 21-й день после вакцинации или иммунизации, с 
целью определения сроков появления и динамики 
нарастания специфических антител. При исследова-
нии образцов крови мышей, вакцинированных ЖЧВ, 
было установлено, что на 7-й день у отдельных осо-
бей обнаруживались антикапсульные антитела (анти-
Ф1-Ат) в титре 1/80–1/160, тогда как у большинства 
мышей регистрировались титры не выше 1/40. К 
14-му дню более 80 % вакцинированных животных 
демонстрировали титры антикапсульных антител в 
интервале от 1/80 до 1/1280. На 21-й день отмечалось 
увеличение значений специфического титра, кото-
рый колебался от 1/320 до 1/5120, что коррелировало 
с закономерностями динамики формирования анти-
тельного ответа у животных [6]. Таким образом, мак-
симальная диагностическая ценность тест-системы, 
которую выражают в процентах правильно опреде-
ленных образцов, содержащих анти-Ф1-Ат, к обще-
му числу исследованных проб, содержащих соот-
ветствующие антитела, была отмечена на 21-й день 
эксперимента, составив в среднем 83,3–88,9 % при 
визуальном и 83,3 % при инструментальном учете. 

В образцах крови мышей, иммунизированных 
бескапсульными штаммами чумного микроба, гете-
рологичными микроорганизмами, и интактных мак-
симальный фоновый титр антител к 21-му дню со-
ставил 1/160, в связи с чем диагностическим титром 
тест-системы было принято считать 1/320. 

С учетом полученных данных была проведена 
2-я серия экспериментов по расширенному тести-
рованию различных видов АСЖ, полученных после 
обработки биомоделей большим числом штаммов 
гомо- и гетерологичных бактерий (таблица). Забор 
материала производили на 21-й день исследования, 

Цветовая шкала для визуального учета результатов  
при использовании «Тест-системы иммуноферментной  

для выявления антител к чумному микробу  
(ИФА-Ат-Ф1 Yersinia pestis)»

При визуальном учете реакции 
следует принимать во внимание, 
что раствор в лунках с отрица-
тельным контролем может быть 
бесцветным или слабоокрашен-
ным. Выбор варианта учета реак-
ции определяется цветом раство-
ра в отрицательном контроле

Окрашивание раствора в лунке  
с отрицательным контролем

Наименее интенсивное окраши
вание раствора в лунке с об-
разцом, соответствующее поло
жительному результату
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когда у мышей обнаруживался максимальный титр 
антител. 

Оказалось, что разработанная тест-система по-
зволяет выявлять антикапсульные антитела у обрабо-
танных Fra+ штаммами чумного микроба животных 
как вакцинированных, так и иммунизированных в 
большинстве случаев (86,7 %), что соответствует 
естественной вариабельности антительного ответа 
на бактериальный патоген у восприимчивых живот-
ных [6]. При этом фоновый титр антител у мышей, 
которым вводили микробные клетки гетерологичных 
штаммов бактерий, ни в одном случае не превышал 
установленного в предварительных опытах диа-
гностического титра. Специфичность тест-системы 
«ИФА-Ат-Ф1 Yersinia pestis» составила 100 %. 
Достоверность данного показателя гарантировалась 

тем, что тестируемый антителосодержащий матери-
ал был получен в результате обработки животных из-
вестными штаммами бактерий. 

Обращало на себя внимание то, что при визу-
альном и инструментальном учете результатов были 
получены практически одинаковые данные. В 89,6 % 
случаев различия составляли не более одного разве-
дения. Это является существенным положительным 
моментом для практического использования тест-
системы в полевых условиях. 

Результаты исследований проб АСЖ с использо-
ванием планшетов, высушенных ПКО-Ф1 и мечен-
ного пероксидазой белка А, приготовленных за 1, 
3 и 6 мес. до эксперимента, полностью коррелиро-
вали с таковыми при проведении анализа на подго-
товленных ex tempore планшетах. Это указывало на 

Результаты исследования проб АСЖ лабораторных мышей с применением тест-системы «ИФА-Ат-Ф1 Yersinia pestis»

Штамм, к которому получена АСЖ Вид АСЖ

Результат ИФА

визуально инструментально

обратный титр Ат  
min / max** оценка (+/–) обратный титр Ат  

min / max  оценка (+/–)

Y. pestis EV (pFra+, pCad+, pPst+) Сыворотка крови 1280 / 2560 + 2560 / 5120 +
Y. pestis EV (pFra+, pCad+, pPst+) СОГП 1280 / 5120 + 1280 / 5120 +
Y. pestis otten (pFra+, pCad−, pPst+)  « 1280 / 2560 + 640 / 2560 +
Y. pestis A-1122 (pFra+, pCad−, pPst−)  « 2560 / 5120 + 1280 / 5120 +
Y. pestis 79035 (pFra+, pCad−, pPst−) Сыворотка крови 2560 / 5120 + 2560 / 10480 +
Y. pestis C-534 (pFra+, pCad+, pPst−)  « 1280 / 5120 + 640 / 5120 +
Y. pestis KM-225 (pFra+, pCad−, pPst−) « 640 / 1280 + 2560 / 5120 +
Y. pestis A-1108 (pFra+, pCad−, pPst−)  « 1280 / 5120 + 1280 / 5120 +
Y. pestis 231 (pFra+, pCad+, pPst+) Суспензия крови 2560 / 10480 + 5120 / 10480 +
Y. pestis 2377 (pFra+, pCad−, pPst+)  « 320 / 640 + 160 / 640 –
Y. pestis И-3131 (pFra+, pCad+, pPst+)  « 1280 / 5120 + 1280 / 5120 +
Y. pestis И-3358 (pFra+, pCad+, pPst+)  « 1280 / 10480 + 2560 / 5120 +
Y. pestis М-570 (pFra+, pCad+, pPst+) КФБ-М 640 / 2560 + 640 / 2560 +
Y. pestis C-358 (pFra+, pCad+, pPst−)  « 1280 / 2560 + 640 / 2560 +
Y. pestis М-1814 (pFra+, pCad+, pPst+)  « 80 / 160 – 40 / 160 –
Y. pestis M-957 (pFra−, pCad+, pPst+) Суспензия крови 80 / 160 – 80 / 160 –
Y. pestis KM-215 (pFra−, pCad+, pPst+) КФБ-М 40 / 80 – 40 / 160 –
Y. pestis A-1450 (pFra−, pCad+, pPst−) СОГП отр. *** / 40 – отр. / 40 –
Y. pestis PKR-133 (pFra−, pCad−, pPst−) Суспензия крови 40 / 80 – отр. / 40 –
Y. pseudotuberculosis 53 (IV) СОГП отр. / 40 – отр. / 160 –
Y. pseudotuberculosis 71 (III)  « 40 / 80 – 40 / 40 –
Y. pseudotuberculosis 45(205) (V) Суспензия крови отр. / 40 – отр. / 40 –
Y. pseudotuberculosis Ia (I)  « 40 / 160 – 40 / 160 –
Y. enterocolitica 96 КФБ-М отр. / 80 – 40 / 40 –
Y. enterocolitica 480 Сыворотка крови 40 / 80 – 40 / 160 –
Y. enterocolitica 885  « отр. / 40 – отр. / 80 –
F. tularensis O-328 (nearctica)  « отр. / отр. – отр. / отр. –
F. tularensis M-489 (holarctica)  « отр. / отр. – отр. / отр. –
F. tularensis M-80 (holarctica) Суспензия крови 40 / 40 – 40 / 40 –
F. tularensis A-61 (mediasiatica)  « отр. / 40 – отр. / отр. –
F. tularensis 503/840  « 40 / 80 – 40 / 40 –
S. typhimurium 20  « 40 / 160 – 80 / 160 –
E. coli 5198/99  « отр. / отр. – отр. / 40 –
Интактные Сыворотка крови отр. / отр. – отр. / отр. –

Суспензия крови отр. / 40 – отр. / отр. –
СОГП отр. / отр. – отр. / 40 –

* Пробы, использованные в I серии экспериментов. 
** min / max – минимальное и максимальное значения обратного титра антител (Ат) в каждой группе мышей. 
*** Отрицательный результат с первого разведения (1/40).
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достаточную стабильность сохранения активности 
нанесенного на пластик специфического антигена и 
высушенных реагентов при полугодовом сроке хра-
нения тест-системы. 

Таким образом, испытания в модельных экспе-
риментах разработанной тест-системы «ИФА-Ат-Ф1 
Yersinia pestis» свидетельствуют о перспективно-
сти ее использования для получения информации о 
специ фическом антительном ответе грызунов на кон-
такт с чумным микробом. Ее внедрение в практику 
отечественного здравоохранения будет способство-
вать эффективному эпизоотологическому монито-
рингу за природными очагами чумы. 
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