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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Псевдотуберкулёз остаётся серьёзной проблемой здра-
воохранения, что  определяет целесообразность разработки экспресс-
ных методов его ранней диагностики. Для обнаружения патогена нами 
сконструирована тест-система для дот-иммуноанализа (ДИА) на основе 
меченых наночастицами серебра (НЧС) антител, изолированных из гиперим-
мунной кроличьей сыворотки, полученной против убитых клеток Yersinia 
pseudotuberculosis сероварианта О:1b.
Цель исследования. Оценка возможности использования дот-иммуно-
анализа для экспресс-идентификации культур Y. pseudotuberculosis, выделен-
ных из клинического материала и объектов окружающей среды, на начальном 
этапе бактериологического исследования при проведении лабораторной 
диагностики заболевания.
Методы. В работе использованы материалы по вспышке псевдотуберкулёза 
в МКОУ «Крыловская школа-интернат» Бакчарского района Томской области 
в 2021 г. Специфические антитела из кроличьих гипериммунных сывороток, 
полученных против корпускулярного антигена Y.  pseudotuberculosis  3704 
серотипа  О:1b, метили НЧС и  использовали в ДИА на нитроцеллюлозных 
мембранах. О наличии в исследуемом материале возбудителя псевдотубер-
кулёза судили по формированию пятен серого цвета разной интенсивности 
(от 4+ до 1+).
Результаты. Все исследованные штаммы Y. pseudotuberculosis, выделенные 
бактериологическим методом из клинического материала от больных 
людей и объектов окружающей среды, обнаруживались в ДИА в концентра-
циях ≥ 3,1 × 104 микробных клеток в 1 мл (м.к./мл).
Заключение. Разработанная тест-система для ДИА с использовани-
ем НЧС в качестве маркера специфических антител для обнаружения 
Y. pseudotuberculosis в культурах, выделенных из смывов с овощей и клиниче-
ского материала от больных, в том числе с микст-инфекцией, позволяет 
с высокой чувствительностью (≥ 3,1 × 104 м.к./мл) обнаруживать возбуди-
тель псевдотуберкулёза, обеспечивая экспрессную идентификацию изоли-
рованных культур на начальном этапе бактериологического исследования.

Ключевые слова: Yersinia pseudotuberculosis, псевдотуберкулёз, специфиче-
ская гипериммунная сыворотка, наночастицы коллоидного серебра, дот-
иммуноанализ
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Background. Pseudotuberculosis remains a serious healthcare problem, which 
determines the expediency of developing the express methods for its early diagnosis. 
To detect the pathogen, we designed test system for dot-immunoassay (DIA) based 
on antibodies labeled with silver nanoparticles (SNPs) isolated from hyperimmune 
rabbit serum obtained against killed cells of  Yersinia pseudotuberculosis of O:1b 
serovariant.
The aim. To assess the possibility of using dot-immunoassay for express identification 
of Y. pseudotuberculosis cultures isolated from clinical material and environmental 
objects at the initial stage of bacteriological study during laboratory diagnosis 
of the disease.
Methods. We used the materials from the outbreak of pseudotuberculosis in the Kry-
lovskaya Boarding School of the Bakcharsky district of the Tomsk region in 2021. Spe-
cific antibodies from hyperimmune rabbit sera obtained against Y. pseudotuberculo-
sis 3704 particulate antigen of O:1b serotype were labeled with SNPs and used in DIA 
on nitrocellulose membranes with visualization of reaction results with a solution 
of a physical developer. The presence of the causative agent of pseudotuberculosis 
in the test material was inferred by the formation of gray spots of different intensity 
(from 4+ to 1+).
Results. All Y.  pseudotuberculosis strains isolated using bacteriological method 
on  the second day of the study from clinical material obtained from sick people 
and environmental objects were detected in DIA at concentrations ≥ 3.1 × 104 mi-
crobial cells per milliliter (m.c./ml).
Conclusion. The designed test system for dot-immunoassay using SNPs as a marker 
of specific antibodies for the detection of Y.  pseudotuberculosis in cultures iso-
lated from swabs from vegetables and clinical material from patients, including 
those  with  mixed infection, allows us to  detect a specific corpuscular antigen 
with a high sensitivity (≥ 3.1 × 104 m.c./ml), providing express identification of isolated 
cultures at the initial stage of bacteriological study.

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, pseudotuberculosis, specific hyperimmune 
serum, colloidal silver nanoparticles, dot immunoassay
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Экономический ущерб от 35 наиболее актуальных 
для Российской Федерации болезней человека, имеющих 
инфекционную природу, в 2015 г. составил 549 млрд ру-
блей [1]. Псевдотуберкулёз – природно-очаговый сапро-
зооноз с фекально-оральным механизмом передачи [2], 
который реализуется через инфицированные продукты 
питания, употребляемые в пищу в сыром или недостаточ-
но термически обработанном виде [3–6]. Являясь психро-
фильным микроорганизмом, псевдотуберкулёзный ми-
кроб способен размножаться при низкой температуре [7], 
формировать биоплёнку на холодильном оборудовании 
и пищевых продуктах, накапливаться на сырых овощах 
при их хранении с осени до зимы [8], что обусловливает по-
тенциальную биологическую опасность для человека [9].

Энтеропатогенные иерсинии как этиологический 
фактор занимают третье место в Европейском союзе по-
сле возбудителей сальмонеллёза и кампилобактериоза 
[10]; в России псевдотуберкулёз в виде спорадической 
и вспышечной заболеваемости регистрируется практи-
чески повсеместно [11]. Возникновение массовых эпи-
демических проявлений этой инфекции возможно так-
же при чрезвычайных ситуациях природного и техно-
генного характера в связи с возникновением эпизоотий 
среди грызунов и, как следствие, контаминацией возбу-
дителем воды и пищевых продуктов в местах размеще-
ния пострадавшего населения [12].

Эффективность проводимых противоэпидемических 
мероприятий в очагах определяется своевременным об-
наружением этиологического агента, экспрессностью и до-
стоверностью лабораторной диагностики. Наиболее пер-
спективными являются методы, направленные на обнару-
жение возбудителя в биологическом материале, пищевых 
продуктах, воде, смывах с объектов окружающей среды 
[13]. Дот-иммуноанализ (ДИА) с использованием меченых 
наночастицами серебра (НЧС) антител характеризуется 
высокой чувствительностью, компактностью аналитиче-
ской системы (объём пробы ~1–2 мкл), простотой выпол-
нения и скоростью получения результатов (~1,5–2 ч), воз-
можностью неинструментального использования во вне-
лабораторных условиях. Разработанные нами для ДИА 
тест-системы на основе специфических антител, меченных 
НЧС, успешно апробированы для обнаружения возбудите-
лей чумы, бруцеллёза, туляремии и ботулотоксина [14, 15].

Цель ИССледовАНИя

Оценка возможности использования дот-иммуно-
анализа для экспресс-идентификации культур Y. pseudo-
tuberculosis, выделенных из клинического материала 
и объектов окружающей среды, на начальном этапе бак-
териологического исследования при проведении лабо-
раторной диагностики заболевания.

мАТеРИАлы И меТоды ИССледовАНИя

Экспериментальные исследования проводили, ру-
ководствуясь решением Совета Евразийской экономи-

ческой комиссии № 79 от 03.11.2016 «Об утверждении 
правил надлежащей клинической практики Евразийско-
го экономического союза», Приказом Минздрава России 
№ 199н от 01.04.2016 «Об утверждении Правил лабора-
торной практики».

При работе с животными руководствовались: 
ГОСТ 34088-2017 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила содержания 
и ухода за сельскохозяйственными животными» (приме-
няется с 01.08.2018); директивой 2010/63/ЕИ Европарла-
мента Европейского союза от 22.09.2010 по охране жи-
вотных, используемых в  научных целях; международ-
ными рекомендациями (этический кодекс) по проведе-
нию медико-биологических исследований с использо-
ванием животных (CIOMS, Женева, 1985); Европейской 
конвенцией о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 18.03.1986).

В работе использованы материалы по этиологи-
ческой расшифровке вспышки псевдотуберкулёза 
(с 25.01.2021 по 02.02.2021) в МКУЗ «Крыловская обще-
образовательная школа-интернат для обучающихся вос-
питанников с ограниченными возможностями здоро-
вья» Бакчарского района Томской области. Сообщается 
о 34 пострадавших с окончательным диагнозом «Псев-
дотуберкулёзная инфекция». Вместе с тем у двух де-
тей зарегистрирована микст-инфекция псевдотурбеку-
лёз + ротавирусная инфекция; у одного ребёнка – микст-
инфекция псевдотурбекулёз + ассоциированная вирус-
ная инфекция (ротавирусная + норовирусная инфекция). 
Сопутствующий диагноз: у одного ребёнка – носитель-
ство ротавируса; у 2 детей – носительство энтеровируса.

Все заболевшие были обследованы на наличие воз-
будителей актуальных кишечных инфекций бактерио-
логическим методом, методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) (АмплиСенс® ОКИ скрин-FL, «АмплиСенс 
Yersinia enterocolitica/pseudotuberculosis-FL», АмплиСенс® 
Enterovirus-FL). Исследования проводились специалиста-
ми лабораторий ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Томской области» и бактериологической лаборато-
рии ОГАУЗ «Томская областная клиническая больница».

По результатам исследования в 7  пробах мето-
дом ПЦР обнаружены специфические фрагменты ДНК 
Y. pseudotuberculosis. В двух случаях выявлена РНК рота-
вируса, в одном – РНК норовируса, двух случаях – РНК 
энтеровируса. Бактериологическим методом в 6 случа-
ях из проб кала и в 1 случае из пробы мочи изолирова-
на Y. pseudotuberculosis.

В Референс-центр по мониторингу за иерсиниозами 
ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский 
институт эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» 
было направлено 27 проб копрофильтратов от больных 
(материал в пептонно-калиевой среде). Пробы после «хо-
лодового обогащения» исследовали методом ПЦР с ги-
бридизационно-флуоресцентной детекцией «Ампли-
Сенс® Yersinia enterocolitica/pseudotuberculosis-FL» (ФБУН 
«Центральный научно-исследовательский институт эпи-
демиологии», Москва) с применением набора реагентов 
для выявления и дифференциации ДНК вирулентных 
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и авирулентных штаммов Yersinia enterocolitica и штам-
мов Yersinia pseudotuberculosis в объектах окружающей 
среды и клиническом материале. В результате во всех 
пробах, где обнаружена ДНК Y. pseudotuberculosis, бакте-
риологическим методом выделена культура псевдоту-
беркулёзного микроба.

Специфические гипериммунные сыворотки полу-
чали путём иммунизации кроликов породы Шиншил-
ла инактивированным штаммом Y.  pseudotuberculosis 
№ 3704 серотипа О:1 [15]. Иммуноглобулины G (IgG), изо-
лированные из полученных сывороток [16], метили НЧС 
размером 5–9 нм [17] и использовали в ДИА, постанов-
ку которого осуществляли традиционным способом [14], 
предполагающим адсорбцию исследуемого материала 
на нитроцеллюлозной мембране (НЦМ), блокирование 
свободных участков твёрдой фазы раствором инертно-
го белка. Выявление адсорбированных на НЦМ анти-
генов проводили с помощью меченых IgG с последую-
щей визуализацией результатов реакции раствором фо-
топроявителя, состоящего из метола, лимонной кисло-
ты и азотнокислого серебра [18]. О наличии в исследуе-
мом материале возбудителя псевдотуберкулёза судили 
по формированию в местах нанесения проб пятен серого 
цвета разной интенсивности (от 4+ до 1+) в зависимости 
от используемого разведения исследуемого материала.

РеЗУльТАТы И оБСУждеНИе

В работе представлены результаты исследования 
8 культур Y. pseudotuberculosis, изолированных от боль-
ных, и 3 культур, выделенных из смывов с овощей в период 
эпидемической вспышки в Томской области, поступивших 
в Центр индикации и лабораторной диагностики Иркут-
ского научно-исследовательского противочумного инсти-
тута Сибири и Дальнего Востока для окончательной иден-
тификации. Учитывая, что классическое бактериологиче-
ское исследование проводится на протяжении 15 (матери-
ал от больных) и 21 суток (материал из объектов окружаю-
щей среды) с периодическими высевами на 2–3-и, 5-е, 7-е, 
10–15-е и 21-е сутки [19], мы применили дот-иммуноанализ 
в качестве метода экспресс-идентификации при исследо-
вании выделенных культур на начальном этапе бактери-
ологического исследования. Посев культур осуществля-
ли на среду СБТС (ФБУН Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии, Оболенск) 
и инкубировали в термостате при +28 °C в течение 48 ча-
сов. На этапе первичной идентификации из отобранных 
подозрительных колоний (2–3-и сут.) для анализа в ДИА 
готовили суспензию концентрацией ~107 микробных кле-
ток в 1 мл (м.к./мл), инактивировали кипячением на водя-
ной бане в течение 20 мин, и после контроля специфиче-
ской стерильности каждый образец титровали для опре-
деления минимальной концентрации патогена, детекти-
руемой в дот-иммуноанализе, и каждое разведение мате-
риала наносили на мембрану в объёме 1 мкл.

Обнаружение в ДИА адсорбированных на  НЦМ 
штаммов Y.  pseudotuberculosis (№  1–11, №  12 – 
Y. pseudotuberculosis 3704 О:1) проводили в разных кон-

центрациях. Время проведения анализа не превыша-
ло двух часов. Пробы, содержащие псевдотуберкулёз-
ный микроб, обнаруживались на НЦМ в виде серых 
пятен с интенсивностью от 4+ до 1+ в концентрациях 
12,5 × 104 – 3,1 × 104 м.к./мл (рис. 1).

РИС. 1. Обнаружение возбудителя псевдотуберкулёза в ин-
фекционном материале в дот-иммуноанализе: горизонталь-
ные ряды 1–8 – разведение исследуемых корпускулярных ан-
тигенов от больных людей; горизонтальные ряды 9–11 – раз-
ведение исследуемых корпускулярных антигенов из смывов 
с овощей; горизонтальный ряд 12 – Y. pseudotuberculosis 3704 
О:1; «к» – отрицательные контроли
FIG. 1. Detection of the causative agent of pseudotuberculosis in in-
fectious material in dot-immunoassay: horizontal rows 1–8 – titra-
tions of the studied corpuscular antigens from sick people; horizon-
tal rows 9–11 – titrations of the studied corpuscular antigens from 
vegetables wipe samples; horizontal row 12 – Y. pseudotuberculosis 
3704 O:1; “к” – negative controls

Исследуемые образцы определялись в ДИА в следую-
щих концентрациях: штамм № 1 – 12,5 × 104 м.к./ мл; штамм 
№ 2 – 12,5 × 104 м.к./мл; штамм № 3 – 3,1 × 104 м.к./ мл; штамм 
№ 4 – 3,1 × 104 м.к./мл; штамм № 5 – 12,5 × 104 м.к./ мл; штамм 
№ 6 – 6,2 × 104 м.к./ мл; штамм № 7 – 6,2 × 104 м.к./мл; штамм 
№ 8 – 3,1 × 104 м.к./ мл; штамм № 9 – 3,1 × 104 м.к./ мл; штамм 
№ 10 – 6,2 × 104 м.к./ мл; штамм № 11 – 3,1 × 104 м.к./ мл. 
Контрольный штамм Y.  pseudotuberculosis 3704 О:1 
из коллекции отдела эпидемиологии Иркутского науч-
но-исследовательского противочумного института Си-
бири и Дальнего Востока выявлялся в  концентрации 
3,1 × 104 м.к./мл. В качестве отрицательных контролей 
исследовали образец смыва с капусты из супермаркета 
и буфер для титрования. Все положительные результаты, 
полученные в дот-иммуноанализе, полностью коррели-
ровали с ПЦР и подтверждены дальнейшим выделением 
Y. pseudotuberculosis бактериологическим методом, про-
ведённым по классической схеме анализа.



ActA BiomedicA ScientificA, 2023, Том 8, № 1

55
Инфекционные болезни   Infectious diseases

ЗАклюЧеНИе

Таким образом, достоверно установленная воз-
можность применения дот-иммуноанализа в  качестве 
экспрессного метода определения Y. pseudotuberculosis 
в биологическом материале и объектах окружающей 
среды на этапе первичной идентификации отобранных 
подозрительных колоний (2–3-и сут.) в ходе бактериоло-
гического анализа представляет практический интерес 
при проведении лабораторной диагностики заболева-
ния в более короткие сроки и, следовательно, ускорен-
ной верификации диагноза псевдотуберкулёза, протека-
ющего с разнообразием симптомов и синдромов, а так-
же при проведении микробиологического мониторинга 
с целью контроля эффективности проведения противо-
эпидемических мероприятий, в том числе при возник-
новении биологических угроз. 

Полученные результаты свидетельствуют о высокой 
чувствительности разработанной тест-системы для вы-
явления возбудителя псевдотуберкулёза в ДИА в мини-
мальном объёме исследуемого образца (1 мкл) в тече-
ние двух часов.

Представленные данные демонстрируют высокую 
эффективность ДИА при экспресс-идентификации воз-
будителя псевдотуберкулёза на первых этапах выде-
ления культур из нативного материала, что подтверж-
дается результатами параллельного исследования по-
ступивших образцов в ПЦР и дальнейшим выделением 
Y. pseudotuberculosis бактериологическим методом, про-
ведённым по классической схеме анализа.
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