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БИОТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ ДИАГНОСТИКУМА 
ЛАТЕКСНОГО БРУЦЕЛЛЁЗНОГО АНТИГЕННОГО  

НА ОСНОВЕ ПОЛИАКРОЛЕИНОВЫХ МИКРОСФЕР
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Цель исследования состояла в разработке биотехнологии производства диагностикума латексного 
бруцеллёзного антигенного на основе полиакролеиновых микросфер, предназначенного для выяв-
ления антител против бруцеллёза в реакции агглютинации латекса при исследовании сывороток 
крови людей. Отработаны оптимальные условия сенсибилизации латекса антигеном в соотношении 
1:3 при температуре 45°С в течение 3 ч с последующей блокировкой активных центров 0,5% жела-
тином. Исследования показали высокую эффективность препарата в перспективе его использования 
для диагностики бруцеллёза. Аналитическая чувствительность диагностикума составила не менее 
1:2560, при отсутствии перекрёстных реакций с гетерологичными сыворотками. Контроль диагно-
стических характеристик экспериментальных серий препарата показал их чувствительность — 80%, 
специфичность — 93,33%.
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This research was aimed at developing a biotechnology for obtaining a latex brucellosis antigenic diagnos-
ticum based on polyacrolein microspheres. This diagnosticum is intended for detecting antibodies against 
brucellosis in a latex agglutination reaction in human blood sera. Optimal conditions for latex sensitiza-
tion with the antigen in the ratio of 1:3 at 45°C for 3 h followed by blocking of active centers with 0.5% 
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gelatin were determined. The developed preparation showed high efficiency, which confirmed its pros-
pects for brucellosis diagnostics. The analytical sensitivity of the diagnosticum was not less than 1:2560, 
in the absence of cross-reactions with heterologous sera. The diagnostic characteristics of experimental 
series of the preparation in control testing showed a sensitivity of 80% and a specificity of 93.33%.
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Введение
Бруцеллёз — заболевание, наиболее 

распространённое среди бактериальных 
зоонозов, которое наносит значительный 
экономический ущерб животноводству 
и представляет серьёзную угрозу общест-
венному здравоохранению во всём мире 
[5]. Ежегодно во Всемирную организацию 
здравоохранения поступает информация 
о регистрации более 500 тыс. новых слу-
чаев заболевания людей бруцеллёзом [9, 
11]. На территории Российской Федерации 
в среднем за последнее десятилетие еже-
годно регистрировалось около 327 случаев 
заболеваний данным зоонозом [6].

Совершенствование комплекса лабора-
торной диагностики бруцеллёзной инфек-
ции, полноценный клинический монито-
ринг инфекционного заболевания, контроль 
эффективности проводимой терапии, оцен-
ка напряжённости специфического им-
мунитета, индуцированного вакцинами, 
невозможны без надёжных и доступных 
для клинической лаборатории тестов, по-
зволяющих оценить иммунологический 
статус и функциональную реактивность 
иммунной системы человека по отноше-
нию к возбудителю бруцеллёза [3].

Для совершенствования лабораторной 
диагностики необходимо создание про-
стых и доступных методов исследования, 
что в свою очередь позволит сократить вре-
мя проведения анализа и повысить досто-

верность полученных результатов. Один 
из таких методов — реакция агглютинации 
латекса (РАЛ), которая в последнее время 
получает всё большее распространение 
в мировой практике [4].

Простота и возможность постановки РАЛ 
практически в любых условиях делают её 
доступной для использования как в ста-
ционарных лабораториях любой степени 
оснащённости, так и в полевых услови-
ях. Данный метод можно использовать 
и при одиночных, и при массовых исследо-
ваниях, что также добавляет ему ценности 
для лабораторной диагностики [2].

На мировом рынке представлен большой 
выбор латексных тест-систем для иден-
тификации патогенов и серодиагностики 
инфекционных заболеваний: «Bio-Rad» 
(США), «Hardy diagnostics» (США), «Oxoid» 
(Великобритания), «HiMedia» (Индия), 
«BioMerieux» (Франция) и др.

Большинство латексных диагности-
кумов, зарегистрированных в России, 
предназначены для проведения слайд-аг-
глютинации на специальных карточках 
или предметных стёклах, т. е. для прове-
дения качественной реакции. Наиболее 
распространены наборы реагентов для оп-
ределения С-реактивного белка и ревма-
тоидного фактора в РАЛ (ЗАО «Эколаб», 
АО «Витал Девелопмент Корпорэйшн», 
ООО фирмы «Имтек», ООО «Научно-
производственная фирма «АБРИС+», 
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ООО «Ольвекс Диагностикум»). В список 
отечественных латексных тест-систем так-
же входят препараты для идентификации 
возбудителей инфекционных заболеваний 
производства ФБУН «Государственный на-
учный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» (Оболенск): Haemophilus 
influenzae тип b, Streptococcus pneumoniae, 
Neisseria meningitidis тип A, Neisseria 
meningitidis тип B, Neisseria meningitidis 
тип С и Neisseria meningitidis тип W 135, 
Listeria monocytogenes, Listeria pneumophila, 
шигатоксинпродуцирующего штамма 
Escherichia coli O104:H4 и возбудителя 
геморрагического колита Escherichia coli 
O157:H7. Также ФБУН «Государственный 
научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» был зарегистрирован на-
бор реагентов для определения Francisella 
tularensis путём проведения РАЛ в планше-
те с U-образным профилем лунок.

В ФКУЗ «Волгоградский научно-иссле-
довательский противочумный институт» 
разрабатывают препарат на основе моно-
клональных антител для идентификации 
Burkholderia pseudomallei и Burkholderia 
mallei, которые являются возбудителя-
ми мелиоидоза и сапа соответственно. 
Данный препарат предназначен для про-
ведения только качественной реакции, т. е. 
без определения концентрации антигена 
в пробе [8].

На базе ФКУЗ «Ростовский-на-Дону про-
тивочумный институт» сконструирован 
псевдотуберкулёзный видоспецифический 
антигенный полимерный диагностикум 
для объёмной реакции агглютинации на ос-
нове препарата белков наружной мембраны 
Yersinia pseudotuberculosis сероварианта 
О:1а [7].

В ФКУЗ Ставропольский противочум-
ный институт Роспотребнадзора ранее про-
водилась работа по получению латексного 
чумного антигенного диагностикума, при-
чём для проведения как качественной реак-
ции, так и количественной [1].

Практической целью исследований ста-
ла разработка биотехнологии получения 
диагностикума латексного бруцеллёзного 
антигенного на основе полиакролеиновых 
микросфер, предназначенного для выяв-
ления антител против бруцеллёза в РАЛ 
при исследовании сыворотки крови людей.

Материалы и методы
В качестве носителя биолигандов в ра-

боте использовали суспензию полиакроле-
инового латекса «Акрорал-К» с диаметром 
частиц 1,2±0,1 мкм (ФГБУН Институт 
биоорганической химии им. академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
Россия). 20% суспензию латекса разводили 
физ. р-ром (0,9% NaCl) до 2% концентрации.

Корпускулярный антиген, предназна-
ченный для сенсибилизации латексных 
микросфер, получали из клеток штам-
ма Brucella (B.) abortus 19 ВА, нахо-
дящегося в рабочей коллекции ФКУЗ 
Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора. Культуру B. abortus 
19 ВА выращивали на агаре Альбими 
(ФКУЗ Ставропольский противочумный 
институт Роспотребнадзора) в суховоздуш-
ном термостате ТС-1/80 (ОАО «Смоленское 
СКТБСПУ», Россия) при температуре 
37±1°С в течение 72 ч. Затем в каждый 
матрац с культурой B. abortus 19 ВА вно-
сили по 10 мл 12% р-ра NaCl, микроб-
ную биомассу смывали и пипеткой пе-
реносили во флаконы. Бактериальную 
массу обеззараживали прогреванием 
в жидкостной термобане ТЖ-ТБ-01/12Ц 
(ЗАО «Лабораторное Оборудование 
и Приборы», Россия) при 100°С в тече-
ние 60 мин. Специфическую стерильность 
проверяли бактериологическим методом. 
Обеззараженную взвесь доводили до кон-
центрации 2×1010 м.к./мл в 12% р-ре NaCl 
с 0,5% фенола (ТУ 6-09-40-3245-90), добав-
ляли 0,004% бриллиантового зелёного (ТУ 
6-09-4278-88) и 0,002% генцианвиолета 
(ТУ 6-09-07-4119-75). Затем антиген, раз-
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ведённый в 2,5 раза 0,9% р-ром NaCl, дезин-
тегрировали на приборе для ультразвуковой 
обработки Q125 («Qsonica LLC», США) 
в течение 2 мин при амплитуде колебаний 
20% и режиме пульсации 10 через 5 сек. 
Титр полученного антигена в реакции аг-
глютинации — не ниже 1:1000 (не менее 3+).

При изготовлении диагностикума ис-
пользовали следующее оборудование: 
магнитная мешалка MSH-300i («Biosan», 
Латвия), центрифуга лабораторная ОПн-8 
(ОАО «ТНК «ДАСТАН», Киргизия), хо-
лодильник с морозильной камерой LCv 
4010 («Liebherr-Hausgeräte Lienz GmbH», 
Австрия).

В качестве блокирующих реагентов 
для получения специфичных диагности-
кумов применяли желатин (ГОСТ 11293-
2017), бычий сывороточный альбумин 
(БСА) («CDH», Австралия) и казеин (ГОСТ 
31689-2012).

Для контроля аналитической чувстви-
тельности диагностикума использовали сы-
воротку диагностическую поливалентную 
бруцеллёзную сухую для реакции агглюти-
нации (РА), титр 1:800 (ФКУЗ Иркутский 
научно-исследовательский противочум-
ный институт Роспотребнадзора, Россия) 
и экспериментальную серию сыворотки 
агглютинирующей бруцеллёзной для РА, 
титр 1:3200 (ФКУЗ Ставропольский про-
тивочумный институт Роспотребнадзора, 
Россия).

Контроль аналитической специфичности 
проводили с гетерологичными сыворотка-
ми: сыворотка диагностическая холерная 
О1 адсорбированная сухая для РА (ФКУН 
Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора, Россия); сы-
воротка диагностическая сальмонеллёз-
ная адсорбированная О-поливалентная 
для РА (ЗАО «Эколаб», Россия); сыворот-
ка диагностическая туляремийная сухая 
для РА (ФКУЗ Иркутский научно-иссле-
довательский противочумный институт 
Роспотребнадзора, Россия).

Оценку диагностических чувствитель-
ности и специфичности осуществляли 
с сыворотками крови больных бруцеллёзом 
и неиммунных к возбудителю бруцеллёза 
людей соответственно. Тепловую инакти-
вацию сывороток в разведении 1:10 прово-
дили в термобане жидкостной при 56±1°С 
в течение 30 мин. Работа с кровью про-
водилась согласно требованиям СанПиН 
3.3686-21 и МУК 3.1.7.3402-16.

Для подтверждения и сравнения результа-
тов параллельно с РАЛ проводили исследо-
вания сывороток по методам Хеддельсона 
и Райта с применением «Диагностикума 
бруцеллёзного жидкого для реакции аг-
глютинации, суспензии для диагностиче-
ских целей» (ФКУЗ Ставропольский про-
тивочумный институт Роспотребнадзора, 
Россия), а также использовали тест-си-
стемы для проведения ИФА производ-
ства АО «Вектор-Бест»: Бруцелла-IgA-
ИФА-БЕСТ, Бруцелла-IgM-ИФА-БЕСТ, 
Бруцелла-IgG-ИФА-БЕСТ.

Для постановок РАЛ применяли по-
лимерные круглодонные планшеты для  
иммунологических реакций (ТУ 9398-
057-00480230-2009). В двенадцать лунок 
каждого ряда планшета механическим 
восьмиканальным дозатором вносили 
по 50 мкл разводящей жидкости — Твин-80   
(«Applichem», Германия) в разведении  
1:51000. В первые лунки каждого ряда ме-
ханическим одноканальным дозатором 
вносили по 50 мкл инактивированных сы-
вороток в разведении 1:10. Делали после-
довательные двукратные разведения пере-
носом по 50 мкл из одной лунки в другую 
до одиннадцатых лунок включительно, 
из последних 50 мкл удаляли. Таким обра-
зом, получали конечные разведения сыво-
роток от 1:20 до 1:20480. Постановку ре-
акции с каждой сывороткой осуществляли 
в двух повторностях. Последнюю лунку 
ряда использовали для контроля диагно-
стикума (К-) без внесения в неё сыворотки. 
После титрования во все лунки добавля-
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ли по одной капле (20 мкл) диагностику-
ма латексного бруцеллёзного антигенного 
0,2%. Содержимое планшета осторожно 
перемешивали покачиванием и оставляли 
при комнатной температуре под крышкой.

Учёт результатов проводили визуаль-
но через 2,5–3 ч, степень агглютина-
ции оценивали по 4-крестовой систе-
ме. Положительной считали реакцию 
на 3–4 креста (рис.).

Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили с помощью 
Microsoft Excel («Microsoft Corp.», США). 
Коэффициент корреляции рассчитывали 
по методу Пирсона, для оценки силы кор-
реляционной связи использовали табли-
цу Чеддока. Доверительные интервалы 
получены методом Клоппера—Пирсона. 
При оценке диагностических характери-
стик препарата применяли методы доказа-
тельной медицины с использованием че-
тырёхпольных таблиц [10].

Результаты и их обсуждение
При создании диагностикума важным 

моментом было определение оптимальной 
концентрации сенсибилизирующего анти-
гена и условий его иммобилизации на ла-
тексных микросферах. 

Антиген, полученный после ультразву-
ковой дезинтеграции, был использован 
для иммобилизации латексных микро-
сфер. 2% р-р латекса и дезинтегрирован-
ный бруцеллёзный антиген смешивали 
в следующих соотношениях: 1:1, 1:2, 1:3, 
1:4. Иммобилизацию проводили при пере-
мешивании смеси на магнитной мешалке 
при 200 об./мин с соблюдением следую-

щих температурных режимов — 24, 37, 45 
и 50°С. Время инкубации антигена с ла-
тексными микросферами — 1, 2, 3 и 4 ч. 

Отмывку от несвязавшегося антигена 
осуществляли дважды 0,1 М фосфатно-со-
левым буферным р-ром путём центрифуги-
рования при 6000 об./мин в течение 15 мин.

Осадок, содержащий латексные микро-
сферы с иммобилизированным на их по-
верхности антигеном, ресуспендировали 
в 0,9% р-ре NaCl до рабочей концентрации 
диагностикума — 0,2%.

Наилучшие результаты были получены 
при соотношениях 2% р-ра латексных ми-
кросфер к антигену 1:3 и 1:4. Поскольку 
целесообразно исключить перерасход ан-
тигена, то выбрали вариант иммобилиза-
ции латекса антигеном в соотношении 1:3. 
Максимальное связывание биолиганда 
с носителем происходило при температуре 
45°С и времени инкубации 3 ч.

Аналитическая чувствительность полу-
ченного диагностикума составила не менее 
1:2560. Наблюдалась перекрёстная реакция 
только с одной из трёх гетерологичных сы-
вороток — сывороткой диагностической 
туляремийной до ¼ её титра.

Для исключения проявления неспецифич-
ных реакций с гетерологичной туляремий-
ной сывороткой был проведён ряд экспери-
ментов по блокировке свободных центров 
латексных микросфер. Использовали же-
латин в концентрации 0,1–1%, БСА — 0,1–
0,2% и казеин — 0,05%. 

Наилучший результат был достигнут с ис-
пользованием при блокировке препарата 
0,5% р-ром желатина с последующим разве-
дением диагностикума до рабочей концен-

Рис. Распределение диагностикума на поверхности дна лунок планшета в зависимости от степени агглюти-
нации.
Fig. Distribution of the diagnosticum over the bottom surface of wells depending on the agglutination degree.
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трации в 0,1% р-ре желатина. Препараты 
с казеином не подлежат длительному хра-
нению из-за микробного пророста, а так-
же отмечено негативное влияние казеина 
на аналитическую чувствительность экспе-
риментальных серий. Кроме того, при ис-
пользовании БСА не сформировался отри-
цательный контроль. 

Всего было проанализировано 5 серий пре-
парата, изготовленных по отработанной вы-
шеописанной технологии. Аналитическая 
чувствительность диагностикума составила 
1:2560–1:5120 при полной специфичности. 
Данные по аналитической характеристике 
двух серий (в трёх повторах) представлены 
в таблице.

С использованием четырёхпольных та-
блиц проводилась оценка эффективности 
препарата по следующим показателям: 
чувствительность (Se), специфичность (Sp), 
диагностическая эффективность (De), от-
ношение правдоподобия положительного 
результата (LR+) и отношение правдоподо-
бия отрицательного результата (LR-).

При оценке диагностической специфич-
ности диагностикума исследовали в РАЛ 

30 сывороток крови людей, не болевших 
ранее бруцеллёзом и не вакцинированных 
против него, и получили положительные 
результаты в трёх сыворотках. Для под-
тверждения положительных результатов 
были проведены дополнительные иссле-
дования по методам Хеддельсона, Райта 
и ИФА. В результате проверки двух сыво-
роток крови с титром в РАЛ 1:40 антитела 
не были выявлены. Методом ИФА в треть-
ей пробе с титром в РАЛ 1:160 обнаружены 
иммуноглобулины против бруцеллёза (ко-
эффициент позитивности (КП) IgA — 3,95; 
КП IgG — 1), но два других метода дали 
отрицательный результат. Таким образом, 
согласно проведённым исследованиям, ди-
агностическая специфичность экспери-
ментального препарата составила 93,33% 
(95% доверительный интервал (95% ДИ): 
77,93–99,18%).

Диагностическую чувствительность 
проверяли на 20 сыворотках крови людей, 
серопозитивных к возбудителю бруцеллёза. 
В четырёх сыворотках выявлены антитела 
в титре 1:20, что ниже диагностического 
титра. Чувствительность РАЛ составила 

Таблица. Аналитические характеристики латексного диагностикума
Table. Analytical characteristics of the developed latex diagnosticum

Сыворотки диагностические
Серия 3 Серия 5

1 2 3 1 2 3

Аналитическая чувствительность

Сыворотка диагностическая 
поливалентная бруцеллёзная сухая 
для РА

1:2560 
(4+)

1:2560 
(4+)

1:2560
(3+)

1:2560
(4+)

1:2560
(3+)

1:2560
(4+)

Сыворотка агглютинирующая 
бруцеллёзная для РА 

1:5120
(3+)

1:5120
(3+)

1:2560
(4+)

1:5120
(3+)

1:2560
(4+)

1:5120
(3+)

Аналитическая специфичность

Сыворотка диагностическая холерная 
О1 адсорбированная сухая для РА

Отсутствует реакция в РАЛ
Сыворотка диагностическая 
сальмонеллёзная адсорбированная 
О-поливалентная для РА

Сыворотка диагностическая 
туляремийная сухая для РА
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80% (95% ДИ: 56,34–94,27%) в сравнении 
с результатами ИФА, но при этом более 
чувствительна, чем реакция Райта, кото-
рая позволила выявить антитела только 
в 50% от общего количества исследуемых 
сывороток.

Диагностическая эффективность скон-
струированного латексного диагностикума, 
которая показывает долю правильных ре-
зультатов теста среди всех обследованных, 
составляет 88% (95% ДИ: 75,69–95,47%).

Отношение правдоподобия положи-
тельного результата (LR+) составило 12. 
То есть, вероятность получения истинно 
положительного результата теста выше ве-
роятности получения ложноположительно-
го результата в 12 раз.

Отношение правдоподобия отрицатель-
ного результата (LR-) для нашего экспе-
риментального диагностического препара-
та — 0,21. То есть, вероятность получения 
ложноотрицательного результата теста 
меньше вероятности получения истинно 
отрицательного результата почти в 5 раз.

Также при статистической обработке 
данных выявлена высокая степень тесно-
ты корреляции (r=0,729) значений титров, 
полученных при использовании реакции 
Райта и РАЛ. Между значениями титров ан-
тител в РАЛ и величинами КП специфиче-
ских иммуноглобулинов в ИФА установле-
ны следующие связи: r=0,782 — с КП IgM; 
r=0,596 — с КП IgA; r=0,192 — с КП IgG. 

Таким образом, согласно таблице Чеддока, 
вышеуказанные коэффициенты корреляции 
Пирсона свидетельствуют о высокой прямо 
пропорциональной корреляционной связи 
между результатами РАЛ, реакции Райта 
и ИФА (для определения IgM), что свиде-
тельствует о получении близких по значи-
мости результатов при выявлении противо-
бруцеллёзных антител в сыворотке крови 
человека.

Выводы
В ходе проведённых исследований раз-

работана биотехнология получения диаг-
ностикума латексного бруцеллёзного ан-
тигенного на основе полиакролеиновых 
микросфер. 

Отработаны оптимальные условия им-
мобилизации лиганда на поверхности по-
лиакролеиновых латексных микросфер, 
а также подобрана концентрация сенси-
билизирующего антигена (сенсибилиза-
ция латекса антигеном в соотношении 1:3 
при температуре 45°С в течение 3 ч с по-
следующей блокировкой активных центров 
0,5% желатином).

Аналитическая чувствительность ди-
агностикума составила не менее 1:2560, 
при отсутствии перекрёстных реакций 
с гетерологичными сыворотками. Контроль 
диагностических характеристик экспери-
ментальных серий показал их чувствитель-
ность — 80%, специфичность — 93,33%.
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