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туляремия – зоонозная болезнь, имеющая широкое географическое распространение, а ее возбудитель 
Francisella tularensis может быть использован в качестве биотеррористического агента. цель исследования – 
оценка применения набора реагентов «диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый 
сухой» («дэт-иг») с использованием контрольных тест-штаммов и полевого материала из природных очагов 
туляремии. материалы и методы. с использованием предложенного эритроцитарного диагностикума прове-
дено исследование обеззараженных культур тест-штаммов (F. tularensis Miura, F. tularensis 55, F. tularensis Sсhu, 
F. tularensis 15 нииэг, Brucella abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330 и Yersinia enterocolitica 64, Y. entero-
colitica 178, Y. enterocolitica 383) и проб объектов окружающей среды, подозрительных на содержание F. tula-
rensis. результаты и обсуждение. доказано, что разработанный диагностикум специфичен, чувствителен, прост 
в использовании при осуществлении рутинной диагностики туляремии. в ходе лабораторных испытаний экс-
периментальных серий набора реагентов «дэт-иг» показана возможность качественного определения возбуди-
теля туляремии в бактериальных культурах, биологическом материале и объектах окружающей среды в реакции 
непрямой гемагглютинации. сравнение результатов применения эритроцитарных диагностикумов в жидкой и 
лиофилизированной формах показало преимущества препаратов после лиофилизации: возможность транспор-
тирования и длительного хранения при любых температурных режимах в различных климатических условиях; 
постановка реакции возможна без применения специальной разводящей жидкости. установлен гарантийный срок 
хранения в течение двух лет (срок наблюдения). полученные результаты указывают на перспективность внедре-
ния разработанного препарата в практику здравоохранения.

Ключевые слова: реакция непрямой гемагглютинации, возбудитель туляремии, Francisella tularensis, природ-
ные очаги.
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Abstract. Tularemia is a zoonotic disease with a wide geographical dissemination, and its causative agent Francisella 
tularensis can be used as a bioterrorism agent. The aim of the study was to evaluate the use of a set of reagents 
“Erythrocytic immunoglobulin dry tularemia diagnosticum” (“DET-Ig”) with the help of control test strains and field 
material from natural tularemia foci. Materials and methods. Using the introduced erythrocyte diagnosticum, we stud-
ied the decontaminated cultures of test strains (F. tularensis Miura, F. tularensis 55, F. tularensis Schu, F. tularensis 15 
NIIEG, Brucella abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330, and Yersinia enterocolitica 64, Y. enterocolitica 178, 
Y. enterocolitica 383) and environmental samples suspected of containing F. tularensis. Results and discussion. It has 
been proven that the developed diagnosticum is specific, sensitive, and easy to use for routine diagnostics of tularemia. 
In the course of laboratory tests of the experimental series of the DET-Ig reagent kit, the possibility of qualitative deter-
mination of the tularemia agent in bacterial cultures, biological material and environmental samples in the reaction of 
indirect hemagglutination was demonstrated. Comparison of the results of use of erythrocyte diagnosticum in liquid and 
lyophilized forms showed the advantages of drugs after lyophilization: the possibility of transportation and long-term 
storage at any temperature conditions in various climatic conditions; the setting of the reaction is possible without the use 
of special diluents. The guaranteed storage term is set for two years (observation period). The results obtained indicate 
the prospects of introducing the developed drug into healthcare practice.
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Francisella tularensis – возбудитель зоонозной 
болезни туляремии, которая характеризуется высоки-
ми показателями заболеваемости и смертности более 
чем у 190 различных видов млекопитающих, вклю-
чая человека [1]. согласно международной класси-
фикации бактерий вид F. tularensis включает четыре 
подвида с разнообразным географическим распре-
делением, ареалами обитания и вирулентностью:  
subsp. tularensis (тип а), subsp. holarctica (тип в), 
subsp. mediasiatica и subsp. novicida [2]. F. tularen-
sis subsp. tularensis встречается преимущественно в 
северной америке [3]. Штаммы F. tularensis subsp. 
holarctica распространены в европе, азии (в том чис-
ле японии), северной америке, австралии (вклю-
чая тасманию) [4, 5]. географическое распростране-
ние F. tularensis subsp. mediasiatica – средняя азия, 
а также территория алтайского и красноярского 
края российской Федерации [5]. F. tularensis subsp. 
novicida выделен в северной америке, австралии и 
таиланде и считается невирулентным для человека, 
единичные случаи выделения туляремийного микро-
ба этого подвида от людей касались только лиц со 
сниженным иммунным статусом [5, 6]. в послед-
нее время в 31 стране европы, а также в турции и 
японии проводится обязательная регистрация случа-
ев заболевания туляремией в связи с возможностью 
использования возбудителя в качестве агента био-
терроризма, следовательно, это заболевание требует 
особого внимания [5, 7]. естественным резервуаром 
инфекции являются мелкие млекопитающие, такие 
как мыши, полевки, белки и кролики. передача ин-
фекции людям происходит при контакте с инфици-
рованными животными или загрязненной окружаю-
щей средой, употреблении зараженной пищи или 
воды, либо через укусы переносчиков – членистоно-
гих [8, 9].

учитывая неблагоприятную обстановку по ту-
ляремийной инфекции в рФ, актуальным вопросом 
является разработка чувствительных и специфич-
ных препаратов для лабораторной диагностики ту-
ляремии, которая основывается на обнаружении в 
сыворотке крови специфических антител и/или ин-
дикации F. tularensis в объектах окружающей среды 
и биологическом материале.

иммуноанализ с помощью реакции непрямой 
гемагглютинации (рнга) позволяет получать пред-
варительный результат через 3–4 ч от начала иссле-
дования [10]. применяемые в настоящее время эри-
троцитарные диагностикумы в жидкой форме имеют 
ограниченный срок годности (1 год), с возможно-
стью транспортирования только при строго опреде-
ленном температурном режиме, хранение при мину-
совой температуре не допускается. кроме того, для 
постановки рнга с таким диагностикумом необхо-
димы специальные растворы в качестве разводящей 

жидкости, содержащие в своем составе нормальную 
кроличью сыворотку или Tween 80. специалистами 
ставропольского противочумного института раз-
работан набор реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
(«дэт-иг»). для получения сухой формы диагности-
кума применен метод лиофильного высушивания, 
способствующий стабилизации основных диагно-
стических характеристик компонентов. это позво-
лило увеличить срок годности набора до двух лет с 
возможностью его транспортировки в любых темпе-
ратурных режимах без потери специфической актив-
ности. набор предназначен для обнаружения возбу-
дителя туляремии в выделенных культурах, а также 
биологических пробах и пробах окружающей среды.

цель исследовательской работы – оценка при-
менения набора реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
с использованием контрольных тест-штаммов и по-
левого материала из природных очагов туляремии.

материалы и методы

в работе использовали коммерческие и экспери-
ментальные диагностические наборы производства 
ставропольского противочумного института: набор 
реагентов «диагностикум эритроцитарный туляре-
мийный иммуноглобулиновый жидкий» («рнга-
тул-иг-ставнипчи»), набор реагентов «тест-
система диагностическая для выявления возбудите-
ля туляремии в иммуноферментном анализе (иФа)» 
(«иФа-тул-ставнипчи») и экспериментальные 
серии набора реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
(«дэт-иг»).

лиофилизацию препарата проводили по отра-
ботанному рентабельному режиму лиофилизации в 
глубоком вакууме: при 15–20 па, температуре кон-
денсатора минус 85 °с и плавном (до 25 °с) подводе 
тепла в течение 12–13 ч [11]. в состав среды высу-
шивания входили полиглюкин, Tween 80 и азид на-
трия в дистиллированной воде.

постановку рнга и реакции торможения не-
прямой гемагглютинации (ртнга) осуществляли 
по традиционной методике макро- и микрометодом. 
полученный лиофилизат восстанавливали в 1,0 мл 
физиологического раствора рн (6,2±0,2). ртнга ста-
вят обязательно параллельно с рнга для подтверж-
дения ее специфичности. для постановки ртнга 
использовали сыворотку туляремийную агглютини-
рующую кроличью, входящую в состав набора, в раз-
ведении 1:500. учет результатов рнга и ртнга (ми-
крометод) проводили через 2 ч. если в ртнга титр 
реакции по сравнению с рнга снижен на 4–6 лунок, 
значит, подтверждается специфичность рнга [12].
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при проведении контрольных исследований 
на чувствительность и специфичность разработан-
ного лиофилизированного препарата использовали 
10 штаммов: F. tularensis holarctica Miura, F. tular-
ensis mediaasiatica 55, F. tularensis nearctica Sсhu, 
F. tularensis holarctica 15 нииэг, B. abortus 544, 
B. melitensis 16-M, B. suis 1330 и Y. enterocoliti-
ca 64, Y. enterocolitica 178, Y. enterocolitica 383 – из 
лаборатории «коллекция патогенных микроорга-
низмов» ставропольского противочумного инсти-
тута. при апробации в межлабораторных испыта-
ниях исследовали пробы из объектов окружающей 
среды, взятые из природных очагов туляремии 
ставропольского края:

- 10 проб экскрементов мышевидных грызу-
нов, погадок хищных птиц, отобранных в пери-
од проведения эпизоотологического обследования 
петровского района ставропольского края с 14 по 
15 января 2020 г.;

- 10 проб помета хищных млекопитающих, 
мумифицированный труп полевки, отобранные в 
период проведения эпизоотологического обследо-
вания кировского и минераловодского районов 
ставропольского края с 27 по 30 марта 2020 г.;

- 26 проб экскрементов мышевидных грызу-
нов, отобранных в период проведения эпизоотоло-
гического обследования кировского, советского, 
георгиевского районов ставропольского края с 21 
по 31 июля 2020 г.;

- 7 проб погадок хищных птиц, отобранных в 
период проведения эпизоотологического обследова-
ния кировского, советского, георгиевского районов 
ставропольского края с 21 по 31 июля 2020 г.

вследствие того, что идентификация F. tularensis 
subsp. novicida не регистрировалась у диких живот-
ных (здоровых или умирающих), а единственным 
источником изолятов F. tularensis subsp. novicida 
до настоящего времени являлась соленая вода, при 
оценке применения набора реагентов «дэт-иг» с 
использованием полевого материала из природных 
очагов туляремии (погадки хищных птиц, экскре-
менты мышевидных грызунов, помет хищных мле-
копитающих) штаммы данного подвида не были 
представлены.

результаты и обсуждение

в состав экспериментального набора «дэт-иг» 
входят: лиофилизированный в защитной среде вы-
сушивания диагностикум эритроцитарный туля-
ремийный иммуноглобулиновый 10 % сухой, по-
ложительный контроль (инактивированная взвесь 
туляремийного микроба) и сыворотка туляремий-
ная 1:10. среда высушивания содержит не только 
ингредиенты, предохраняющие препарат от разру-
шения при замораживании и лиофилизации, но и 
Tween 80, позволяющий осуществлять постановку 
рнга без разводящей жидкости, а также азид на-
трия – консервант, предотвращающий микробный 

пророст при длительном хранении растворенного 
препарата.

контроль качества экспериментальных серий 
«дэт-иг» производили после проведения процеду-
ры лиофильного высушивания по следующим пара-
метрам:

1. растворимость – при добавлении 1 мл 0,9 % 
раствора хлорида натрия диагностикум растворяет-
ся в течение 20 сек, имеет вид гомогенной суспен-
зии красно-коричневого цвета; при отстаивании 
образуют ся два слоя: прозрачная бесцветная или 
светло-желтого цвета надосадочная жидкость и 
плотный осадок красно-коричневого цвета.

2. потеря в массе при высушивании – не более 
2,5 %.

3. отсутствие спонтанной агглютинации – при 
добавлении к 2,5 % взвеси диагностикума 0,9 % рас-
твора хлорида натрия (1:1) через 3 ч формируется 
осадок в виде «пуговки».

4. количество эритроцитов – при подсчете в ка-
мере горяева в 1 мм3 2,5 % диагностикума содержит-
ся (5,6±0,5)·105 эритроцитов.

5. чувствительность – диагностикум обеспечи-
вает выявление в рнга F. tularensis в концентрациях, 
эквивалентных по отраслевому стандарту мутности 
осо 42-28-85 Фгбу «нцэсмп» минздрава россии, 
3,9·105 м.к./мл макрометодом и 1,56·106 м.к./мл  
микрометодом.

6. специфичность – при постановке рнга с 
использованием диагностикума не выявляются ге-
терологичные микроорганизмы в концентрациях, 
эквивалентных по отраслевому стандарту мутно-
сти осо 42-28-85 Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии, 1·108 м.к./мл [13].

при положительном результате реакции сенси-
билизированные эритроциты выпадают на дно лунки 
равномерным слоем в виде «зонтика», при отрица-
тельном результате и контроле эритроциты оседают 
на дно лунки в виде «пуговки» или кольца [12].

при проведении контрольных лабораторных ис-
пытаний на чувствительность разработанного лиофи-
лизированного препарата использовали обеззаражен-
ные микробные суспензии указанных выше штаммов 
F. tularensis, показавшие четкую агглютинацию эри-
троцитов в последнем разведении с концентрацией 
1,95·105 – 3,9·105 м.к./мл макрометодом и 7,8·105 – 
1,56·106 м.к./мл микрометодом. в постановке реак-
ции с гетерологичными микроорганизмами полу-
чен отрицательный ответ в 100 % случаях (табл. 1). 
после лиофилизации качественные характеристики 
сухого эритроцитарного диагностикума остались без 
изменений. внутрипостановочная, межпостановоч-
ная и межсерийная воспроизводимость для всех по-
ложительных образцов составила 100 %.

для подтверждения диагностической ценности 
проведены исследования полевого материала из при-
родных очагов туляремии (табл. 2). подготовку к ис-
следованию проб проводили согласно инструкции 
по применению к препаратам.
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при исследовании проб объектов окружаю-
щей среды (всего 53 пробы), отобранных в период  
проведения эпизоотологического обследования 
ставропольского края (петровский, кировский, 
советский, минераловодский, георгиевский райо-
ны) в 2020 г., в двух пробах обнаружен антиген воз-
будителя туляремии.

параллельно с рнга и ртнга выявление воз-
будителя туляремии в чистых культурах и пробах из 
объектов окружающей среды проводили в иммуно-
ферментном анализе. результаты, полученные при 
исследованиях, подтверждают наличие туляремий-
ного антигена в положительных пробах.

при изучении стабильности основных показате-
лей качества разработанных эритроцитарных препа-
ратов (лиофилизатов) учитывали температуры различ-

ных климатических зон, в которых предполагаются их 
реализация и использование. проведены контрольные 
исследования полученных экспериментальных серий 
диагностикумов при хранении в потребительской 
упаковке с учетом регламентированной температуры 
от 2 до 8 °с, а также в условиях повышенных и по-
ниженных температур при (30±2) °с и минус 18 °с 
соответственно. при постановке рнга в контролиру-
емых образцах отмечено полное сохранение первона-
чальных физико-химических свойств препарата, его 
чувствительности и специфичности на протяжении 
всего периода испытаний. отрицательного влияния 
вышеуказанных температур на результаты контроли-
руемых показателей не выявлено.

в ходе лабораторных испытаний эксперимен-
тальных серий набора реагентов «дэт-иг» установ-

Таблица 1 / Table 1

контроль чувствительности и специфичности эритроцитарного туляремийного иммуноглобулинового диагностикума сухого (макрометод)
Control of the sensitivity and specificity of erythrocyte tularemia immunoglobulin dry diagnosticum (macro method)

Штаммы микроорганизмов
Microorganism strains

№ серии / набора
Batch / set No.

с-1 с-2 с-3

1 2 3 1 2 3 1 2 3

количество, м.к./мл (n·105)
Quantity, m.c. / ml (n·105)

F. tularensis Sсhu 1,95 1,95 1,95 3,9 3,9 3,9 1,95 1,95 1,95

F. tularensis Miura 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9

F. tularensis 55 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 1,95 1,95 1,95

F. tularensis 15 нииэг 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95

В. melitensis 16-M, 
B. abortus 544,
B. suis 1330,
Y. enterocolitica 64,
Y. enterocolitica 178,
Y. enterocolitica 383

результаты отрицательные
Negative results

контроль диагностикума
Diagnosticum control

гемагглютинация отсутствует
No hemagglutination

Таблица 2 / Table 2

Положительные результаты серологического исследования полевого материала
Positive results of a serological study of field material

№ пробы
Sample 

No.

дата сбора
Date of sample  

collection

адрес сбора
Site of sample  

сollection 

биотоп, стация
Biotope, station

вид пробы
Type of sample

результат исследования
Research result

«дэт-иг»
“DET-Ig” reagent kit

«рнга-тул-иг-
ставнипчи»

Conventional reagent kit

петровский район
Petrovsky district

1
14.01.2020

January 14, 2020

с. рогатая балка
Rogataya Balka

90о (в) 
N 4519737 

E 043.02311

разнотравно-злаковая  
степь

Herb-cereal steppe

экскременты  
полевок

Vole excrements

рнга – 1:320
ртнга – 1:40
IHAR – 1:320
IHAIR– 1:40

рнга – 1:320
ртнга – 1:40
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:40

2
14.01.2020

January 14, 2020

с. рогатая балка
Rogataya Balka 
90о (в) 6,53 km 

N 4520501 
E 042.97536

граница лесополосы  
и поля озимой пшеницы
Border of the forest belt  

and the field  
of winter wheat

погадка хищной 
птицы

Regurgitate  
of a bird of prey

рнга – 1:320
ртнга – 1:80
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:80

рнга – 1:320
ртнга – 1:80
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:80
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лено его соответствие назначению, а именно обнару-
жение возбудителя туляремии в выделенных бакте-
риальных культурах, а также биологических пробах 
и объектах окружающей среды в реакции непрямой 
гемагглютинации микро- и макрометодом.

на основе сравнительной характеристики резуль-
татов применения эритроцитарных диагностикумов в 
жидкой и лиофилизированной формах можно сделать 
заключение, что препараты после лиофилизации име-
ют ряд преимуществ: реализуется возможность транс-
портирования и длительного хранения диагностикума 
при любых температурных режимах в различных кли-
матических условиях; постановка реакции возможна 
без применения специальной разводящей жидкости; 
также установлен гарантийный срок хранения в тече-
ние двух лет (срок наблюдения).

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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