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В работе исследуется возможность сочетания методов иммуномагнитной сепарации и изотермической амплификации 
при детекции возбудителя туляремии, Francisella tularensis, в образцах из окружающей среды. Подобраны оптималь-
ные условия сепарации клеток с помощью иммуномагнитных частиц, обеспечивающие экспрессность диагностики. 
Для детекции туляремийных клеток применяли изотермическую амплификацию с визуализацией результата с помо-
щью флуоресцентного интеркалирующего красителя. Предложенное сочетание методов позволяет проводить уско-
ренную диагностику F. tularensis в условиях ограниченных ресурсов.
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using a combination of immunomagnetic separation 
and isothermal amplification 

A.G.Shevyakov, I.Yu.Shchit, S.S.Vetchinin, R.I.Mironova, S.G.Ignatov, S.F.Biketov

State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

The possibility of combining the methods of immunomagnetic separation and isothermal amplification when detecting the 
causative agent of tularemia Francisella tularensis in environmental samples was studied in this work. Optimal conditions for 
cell separation with the help of immunomagnetic particles were selected to rapid diagnostics., Isothermal amplification was used 
for the detection of tularemia cells with visualization of the result using a fluorescent intercalating dye. The proposed combination 
of methods allows rapid diagnosis of F. tularensis under resource-limited conditions. 
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Т
уляремия – зоонозная природно-очаговая особо опас-

ная инфекция, вызываемая грамотрицательной бакте-

рией Francisella tularensis. В водной среде бактерии туляре-

мии способны выживать длительное время при температуре 

+4°C. Для обнаружения и идентификации F. tularensis при-

меняются различные методы – биосенсоры, культивирова-

ние на селективных питательных средах, иммунохромато-

графический анализ, полимеразная цепная реакция (ПЦР), 

биочипы на жидкой или твердой основе, методы аналитиче-

ской химии (газовая хроматография, масс-спектрометрия и 

т.д.). Наиболее часто применяемым методом обнаружения 

F. tularensis является ПЦР [1]. В настоящее время в молеку-

лярной диагностике активно внедряются методы изотерми-

ческой амплификации. Среди таких методов – loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP), показавший высокую специ-

фичность и амплификационную эффективность, которая 

достигается при изотермальных условиях реакции [2]. 

Амплификацию и детектирование гена можно осуществить 

за одну стадию путем инкубации смеси образцов, прайме-

ров, ДНК-полимеразы с функцией вытеснения цепей и суб-

стратов при постоянной температуре (около 65°С). 

Эффективность амплификации очень высока – в течение 

15–60 мин ДНК амплифицируется 109–1010 раз. Из-за высо-

кой специфичности присутствие амплифицированного про-

дукта однозначно указывает на присутствие гена-мишени. 

Известно об использовании методов изотермической ампли-

фикации для выявления F. tularensis [3]. Основной сложно-

стью при их использовании являются неспецифические 

реакции при анализе близкородственных штаммов. Эта про-

блема может быть решена при использовании иммуномаг-

нитных частиц на основе высокоспецифичных моноклональ-

ных антител (МКАт).

Целью данной работы было исследование возможности 

сочетания методов иммуномагнитной сепарации и изотер-

мической амплификации при детекции F. tularensis.

Материалы и методы 

Бактериальные клетки

Вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15/10 

НИИЭГ был получен из Государственной коллекции патоген-

ных микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-

Оболенск» ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск, Московская об-

ласть). 

Условия культивирования

Культуры микроорганизмов выращивали при температу-

ре 37°С на плотной питательных среде состава: эритрит-

агар – 3,8%, высушенная кровь крупного рогатого скота – 

1%, глюкоза – 1%, цистеин – 0,05%, тиамина хлорид – 

0,0025%, pH 7,2 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Московская 

обл.). Стандартные суспензии клеток 5 × 109 КОЕ/мл штамма 

F. tularensis 15/10 НИИЭГ готовили в забуференном физио-

логическом растворе (0,15 М натрия хлористого и 0,015 М 

калий-натриевого фосфатного буфера, pH 7,4) с использо-

ванием стандарта мутности (ОСО 42-28-85-2012, НЦЭСМП). 

Обеззараживание микробных клеток проводили прогрева-

нием бактериальных суспензий на кипящей водяной бане в 

течение 30 мин.

Наработка моноклональных антител к возбудителю 

туляремии

Для наработки МКАт к липополисахариду F. tularensis ги-

бридому 3F5 [4] выращивали in vitro в культуральных флако-

нах Т-75 (TPP, Швейцария) на среде RPMI-1640 (Gibco, США) 

с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (HyClone, 

США) при температуре 37°С и 5% СО2. После 4–6 суток 

роста культуральную жидкость с клетками гибридом центри-

фугировали при 500 g в течение 5 мин, осевшие клетки ре-

суспендировали в стерильном 0,9%-м растворе хлорида на-

трия до концентрации 106 клеток/мл и вводили по 1,0 мл 

внутрибрюшинно мышам линии BALB/c. Мышам за 21 сутки 

внутрибрюшинно вводили 0,5 мл пристана (Sigma-Aldrich, 

США). Через 7–10 суток после инъекции суспензии гибри-

дом у мышей собирали асцитную жидкость, содержащую 

МКАт. Клетки из асцитной жидкости удаляли центрифугиро-

ванием при 1000 g в течение 15 мин. Супернатант смешива-

ли в соотношении 1:4 с 0,1 М фосфатным буферным раство-

ром (ФБ) pH 8,6, фильтровали через полиэфирсульфоновый 

фильтр с диаметром пор 0,22 мкм (TPP, Швейцария). 

Очистку МКАт проводили с помощью аффинной хромато-

графии на хроматографической колонке с белок-А сефаро-

зой MabSelectA (Cytiva, США). Колонку предварительно 

уравновешивали ФБ, затем пропускали разведение асцита 

со скоростью 0,5 мл/мин. Связавшиеся иммуноглобулины 

элюировали 0,1 М натрий-цитратным буферным раствором 

pH 3,0 и гель-фильтрационной хроматографией на колонке с 

сефадекс G-25 (Cytiva, США) переводили в фосфатно-соле-

вой буферный раствор (ФСБ) pH 7,4. Концентрацию полу-

ченных иммуноглобулинов определяли на спектрофотоме-

тре DS-11 (DeNovix, США).

Получение иммуномагнитных частиц (ИМЧ)

Для получения ИМЧ с МКАт 3F5 использовали карбоксили-

рованные магнитные частицы (MagSphere, США). 

Карбоксильные группы активировали карбодиимидным мето-

дом с использованием 10 мМ 1-этил-3-(3-диметиламинопро-

пил)-карбодиимида и 20 мМ N-гидроксисукцинимида (Sigma, 

США) в 0,1 М морфолиноэтансульфоновом буферном рас-

творе pH 5,0 c 0,05% Tween-20 (MEST). Активацию магнитных 

частиц проводили при комнатной температуре с постоянным 

перемешиванием в течение 40 мин. После промывки на маг-

нитном штативе к частицам добавляли раствор МКАт 3F5 в 

MEST. Конъюгирование проводили в течение 90 мин при по-

 1 2 3 4 5

Рис. 1. Результат изотермической амплификации образцов 

после иммуномагнитной сепарации: 1 – 103 м.к. F. tularensis, 2 – 

102 м.к. F. tularensis, 3 – 101 м.к. F. tularensis, 4 – отрицательный 

контроль (вода), 5 – положительный контроль (100 пг/мкл ДНК 

F. tularensis).
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стоянном перемешивании. Оставшиеся реакционноспособ-

ные группы частиц инактивировали добавлением 1%-го рас-

твора альбумина. Готовую суспензию ИМЧ промывали и пе-

реводили в ФСБ с 0,1% Triton X-100 и 0,01% азида натрия.

Иммуномагнитная сепарация

В образцы воды из природного водоема объемом 10 мл 

добавляли клетки F. tularensis в количестве от 106 до 101 ми-

кробных клеток. Приготовленные образцы фильтровали 

через фильтровальную бумагу и доводили pH до нейтраль-

ного добавлением 10× концентрата ФСБ. К полученным 

фильтратам добавляли по 50 мкл 0,25%-й суспензии ИМЧ и 

инкубировали с перемешиванием в течение 60 мин. Далее 

частицы осаждали в магнитном штативе и трижды промыва-

ли ФСБТ с осаждением на магнитном штативе. После про-

мывки частицы ресуспендировали в 50 мкл лизирующего 

буферного раствора для выделения ДНК «РибоСОРБ» 

(«Амплисенс», Россия). Для определения оптимального вре-

мени иммуномагнитной сепарации ИМЧ инкубировали с об-

разцами в течение 60, 40 и 20 мин.

Изотермическая амплификация

Для постановки изотермической амплификации исполь-

зовали набор праймеров acpFt101 [5]. Реакция LAMP прово-

дилась в объеме 25 мкл с использованием по 0,2 μМ прай-

меров acpFt101-F3 и acpFt101-B3, по 1,6 μМ праймеров 

acpFt101-FIP и acpFt101-BIP («Синтол», Россия), 2,5 мкл 10× 

буферного раствора для LAMP («РусЭнзим», Россия), 1,4 

мМ дНТФ («Ероген», Россия), 0,8 М бетаина (Sigma-Aldrich, 

США), 8 IU полимеразы Bst (NEB, США) и 5 мкл образца ДНК 

F. tularensis после иммуномагнитной сепарации. Стерильной 

деионизованной водой доводили объем до 25 мкл. В каче-

стве отрицательного контроля использовали воду для инъек-

ций, для положительного контроля – ДНК, выделенную из 

штамма F. tularensis subsp. holarctica 15/10 НИИЭГ. Реакция 

проводилась при 63°C 45 мин и останавливалась прогревом 

до 80°C 2 мин. Нагрев проводили в твердотельном термо-

стате «Гном» («ДНК-технологии», Россия).

Анализ продуктов реакции LAMP

Ампликоны LAMP определяли визуально по свечению 

интеркалирующего красителя SYTO 82 (Invitrogen, США) при 

УФ-облучении в трансиллюминаторе (Vilber Lourmat, 

Франция). О положительной реакции судили по появлению 

интенсивного желто-зеленого свечения. 

Результаты и обсуждение

Из рис. 1 видно, что предел чувствительности метода 

ИМС-LAMP составил 103 микробных клеток F. tularensis при 

длительности иммуномагнитной сепарации 60 мин.

Уменьшение времени инкубирования образцов с ИМЧ по-

казало, что вероятность положительного результата ампли-

фикации снижается (рис. 2). При инкубации в течение 

40 мин вероятность обнаружения F. tularensis составила 

66%, а при инкубации в течение 20 мин – 33%.

Заключение

Проведенное исследование продемонстрировало возмож-

ность сочетанного использования иммуномагнитной сепара-

ции и изотермической амплификации для детекции F. tularen-

sis в образцах воды из природного водоема. Предложенная 

методика позволяет провести анализ в течение 3 ч с момента 

отбора пробы. Полученные результаты открывают перспекти-

вы внедрения данной методики для детекции F. tularensis в 

природных образцах другого происхождения. Исследованная 

методика не требует высококвалифицированного персонала 

и сложного, дорогостоящего оборудования.
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Н О В Ы Е  К Н И Г И

Эпидемиология: учебник для мед.-проф. факультетов / под ред. Л. П. Зуевой. – 
Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. – 400 с.

В учебнике представлено современное изложение эпидемиологии как науки, изучающей за-

кономерности возникновения и распространения любых патологических состояний среди людей 

и разрабатывающей меры борьбы с заболеваниями.

Особое внимание уделено популяционным эпидемиологическим методам, используемым для 

выявления причин возникновения и распространения инфекционных и неинфекционных заболе-

ваний. Подробно рассмотрены последние методические приемы эпидемиологии (эпидемиологи-

ческой диагностики), включая их практическую реализацию.

Впервые дана подробная характеристика системы эпидемиологического надзора за всеми 

группами заболеваний.

Учебник написан в соответствии с программой по эпидемиологии, утвержденной Минздравом 

России, и предназначен студентам медико-профилактических факультетов медицинских вузов.


