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В статье описан предложенный авторами алгоритм разработки латексных диагностикумов для быстрой идентифика-
ции бактериальных патогенов. С использованием предложенного алгоритма получены и охарактеризованы две 
латексные тест-системы для идентификации возбудителя легионеллеза Legionella pneumophila серотип 1 и возбудите-
лей гнойных бактериальных менингитов Haemophilus influenzae тип b, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis 
типы A, B, C и W135. Разработанные латексные тест-системы обладают 100%-й чувствительностью и специфичностью 
96,5–98,5%. Обе тест-системы зарегистрированы в Российской Федерации и успешно используются в лабораторной 
диагностической практике.
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Алгоритм разработки и характеристика диагностических латексных тест-систем  (часть 1)

The algorithm for the development and characterization of diagnostic latex test-systems (part 1)

Д
иагностические латексные тест-системы, наряду с 

современными иммунохимическими, иммунофермент-

ными и молекулярно-генетическими и другими методами, в 

настоящее время широко используются в диагностике 

инфекционных заболеваний человека и сельскохозяйствен-

ных животных. На сегодняшний день известны два типа 

латексных диагностикумов: антительные и антигенные. 

Первые применяются для идентификации патогенных бакте-

рий и грибов, вторые – для серологической диагностики 

бактериальных, вирусных и грибковых инфекций, а также 

заболеваний, вызываемых простейшими [1]. Латексные 

тест-системы используют также в диагностике неинфекци-

онных заболеваний [2].

Значительное внимание и интерес специалистов к реак-

ции латекс-агглютинации (РЛА), выполняемой на стекле, 

объясняется рядом ее преимуществ перед другими метода-

ми диагностики: простота постановки, быстрое получение 

результатов (в течение нескольких минут), отсутствие необ-

ходимости специального оборудования и возможность про-

ведения в различных, в т.ч. полевых, условиях. РЛА обеспе-

чивает хорошую визуализацию результата взаимодействия 

(склеивания) специфичных антител и корпускулярных анти-

генов, что позволяет сделать заключение о реакции (поло-

жительная или отрицательная), не прибегая к оценке реак-

ции «в крестах», как это принято при учете результатов 

обычной реакции агглютинации (РА). Помимо указанных 

выше преимуществ, современные латексные тест-системы 

характеризуются высокими показателями чувствительности 

и специфичности (94–100%), что делает их весьма привле-

кательными и востребованными лабораторными специали-

стами. Важно также отметить, что для приготовления ла-

тексных диагностикумов расходуется существенно меньшее 

количество специфичных сывороток (иммуноглобулинов), 

чем при производстве диагностических агглютинирующих 

сывороток.

Производством латексных диагностикумов в настоящее 

время занимаются многие зарубежные фирмы, в том числе 

Oxoid (Великобритания), Hardy diagnostics (США), Microgen 

Bioproducts Ltd. (Великобритания), BioMerieux (Франция) и 

HiMedia (Индия). Как правило, в перечень производимых 

фирмами латексных тест-систем входят диагностикумы для 

идентификации наиболее часто встречающихся в инфекци-

онной патологии бактериальных возбудителей, таких как 

Haemophilus influenzae тип b, Neisseria meningitidis типы A, B, 

C и W135, Streptococcus pneumoniae, Legionella pneumophila 

серотипа 1 и серотипов 1–15, Escherichia coli O157:Н7, 

Listeria monocytogenes и Listeria spp., Campylobacter spp., 

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., в том числе MRSA, 

Salmonella spp., Shigella spp., Clostridium difficile, Treponema 

pallidum и др. [3]. Антигенные латексные тест-системы, про-

изводимые фирмами, предназначены для серодиагностики 

инфекций, вызываемых Leptospira interrogans (лептоспироз), 

вирусом Rubella (краснуха), Rotavirus (энтерит), вирусом 

Эпштейна–Барр (мононуклеоз), грибами Criptococcus (крип-

тококкоз), простейшими вида Toxoplasma (токсоплазмоз) и 

др. [4, 5]. Производят и широко используют в медицинской 

практике латексные диагностикумы также для выявления 

неинфекционных патологий, например для определения в 

крови С-реактивного белка, хорионного гонадотропина, рев-

матоидного фактора, определения групп крови и других 

целей [6].

В Российской Федерации производство диагностических 

латексных тест-систем для идентификации патогенов и се-

родиагностики инфекционных заболеваний пока развито 

слабо. На сегодняшний день на российском рынке представ-

лены латексные тест-системы фирм ЗАО «Эколаб» (https://

ekolab.ru/catalog/), «Vital ГК Вектор» (gkvector.com), Syntest 

(syntest.ru/catalog), «ДонЛаб» (donlab.ru/catalog/lateksnye_

test_sistemy_1), НПО «РЕНАМ» (http://www.renam.

ru/d-dimery), ФБУН «ГНЦ ПМБ» (https://obolensk.org/services/

nutrient-media/diagnostics/chapters/tests).

Реакция латекс-агглютинации
РЛА является одним из вариантов обычной РА, в которой 

взаимодействуют два компонента – специфичные антитела 

и корпускулярные антигены. Это взаимодействие при поста-

новке РЛА на стекле проявляется образованием мелких, 

видимых невооруженным глазом крупинок (агглютината). 

Впервые феномен склеивания (агглютинации) бактерий сы-

вороткой крови животных был описан Chorrin & Kader в 

1890 г., а агглютинация бактерий как специфическая реак-

ция иммунной системы макроорганизма на патоген была 

продемонстрирована Gruber & Durchan в 1896 г. [7]. В этом 

же году Widal предложил использовать реакцию агглютина-

ции в качестве диагностического теста при брюшном тифе 

[8]. В последующие годы были разработаны и стали приме-

няться в лабораторной практике различные варианты РА: 

классическая пробирочная, пластинчатая (на стекле), реак-

ции гемагглютинации и коагглютинации и др. В реакциях 

гемагглютинации и коагглютинации, в отличие от обычной 

РА, включены дополнительные компоненты – обработанные 

формалином эритроциты, способные иммобилизовать на 

своей поверхности антитела или антигены и убитые клетки 

специальных белок А-образующих штаммов Staphylococcus 

aureus, связывающие на своей поверхности антитела. 

Использование эритроцитов и клеток S. aureus существенно 

улучшило визуализацию результатов реакций и позволило 

повысить степень стандартизации их постановки. Недостат-

ками эритроцитарных диагностикумов были их нестабиль-

ность и сравнительно небольшие сроки хранения [8].

В РЛА на стекле вместо эритроцитов и клеток стафило-

кокков используют специальные, химически синтезирован-

ные, полистирольные инертные стандартизованные микро-

сферы (латексные частицы) размером от 0,1 до 2 мкм 

(рис. 1), на поверхности которых иммобилизованы функцио-

нально активные химические группы (карбоксильные, амин-

ные, альдегидные, стрептоавидиновые и др.), способные 

связываться с антителами (антительные диагностикумы) 

или антигенами (антигенные диагностикумы).

Использование в РЛА стандартизованных активирован-

ных латексных частиц позволило кардинально улучшить два 

основных свойства диагностикумов – показатели чувстви-

тельности и специфичности, которые у современных латекс-

ных тест-систем сопоставимы с аналогичными показателя-

ми других диагностикумов и составляют 94–100%. Латексные 

диагностикумы сохраняют свою стабильность и активность 

в течение года и более. Высокая чувствительность и специ-

фичность латексных диагностикумов, их стабильность при 



10

Э.А.Светоч и др. / Бактериология, 2023, т. 8, №2, с. 8–19

E.A.Svetoch et al. / Bacteriology, 2023, volume 8, No 2, с. 8–19

длительном хранении, простота постановки реакции являют-

ся основной причиной появления на мировом рынке боль-

шой палитры латексных диагностикумов для идентифика-

ции микроорганизмов, в т.ч. патогенных, а также для серо-

логической диагностики инфекционных заболеваний.

Алгоритм разработки антительных 
латексных диагностикумов
Используемая нами в работе схема получения антитель-

ных латексных диагностикумов для идентификации бакте-

риальных патогенов включает в себя следующие основные 

этапы: 1) выбор антигена-мишени, специфичного соответ-

ственно для рода, вида или серотипа тестируемого бактери-

ального патогена; 2) выделение, очистка и характеристика 

антигена-мишени; 3) получение кроличьих поливалентных 

иммуноглобулинов G, специфичных к выбранному антигену-

мишени; 4) сенсибилизация активированных карбоксильны-

ми или стрептавидиновыми функциональными группами 

латексных частиц специфическими IgG-антителами; 5) ис-

пытание чувствительности и специфичности приготовлен-

ных латексных диагностикумов.

Выбор антигена-мишени у бактериального патогена за-

висит от назначения разрабатываемого диагностикума: 

будет ли он использован для идентификации принадлежно-

сти патогена к роду, виду или определенному серотипу (се-

рогруппе). Во всех случаях выбранные антигены-мишени 

будут различаться между собой. Как правило, в качестве 

антигенов выступают белки внешней мембраны, липополи-

сахариды (ЛПС) и полисахариды микроба как наиболее 

специфичные компоненты бактериальной клетки. При кон-

струировании диагностикумов, помимо белков и ЛПС, мы 

использовали капсульные полисахариды грамположитель-

ных бактерий, в частности возбудителей бактериальных 

гнойных менингитов.

Этап выделения и очистки образца специфического анти-

гена-мишени включает в себя выделение из бактериальной 

суспензии патогена препарата наружных мембран и после-

дующую экстракцию из них специфичных белков, 

О-антигенов (полисахаридов ЛПС) или капсульных полиса-

харидов. Очистку специфических антигенов-мишеней осу-

ществляли хроматографическими методами. У выделенных 

антигенов определяли чистоту в ПААГ-электрофорезе, а 

специфичность – в реакции диффузионной преципитации и 

иммуноблоте с референс-специфическими иммуноглобули-

нами к целевым антигенам-мишеням. Поливалентные высо-

котитражные сыворотки получали многократной иммуниза-

цией кроликов (подкожно и/или внутривенно) инактивиро-

ванной (температурой или фенолом) суспензией целевого 

микроба. Общая схема выделения целевого антигена-мише-

ни и получения специфических к нему иммуноглобулинов G 

представлена на рис. 2.

Рис. 1. Полистирольные стандартизованные микросферы – 

латексные частицы (https://www.sekisui.co.jp/search/detail-3499.

html).

Fig. 1. Polystyrene standardized microspheres – latex parts 
(https://www.sekisui.co.jp/search/detail-3499.html).

Культивирование бактериального патогена
Culturing a bacterial pathogen

Получение высокоаффинных, специфичных 
иммуноглобулинов G (метод batch-wise – аффинная 

хромотография в центрифужном стакане)
Production of high-affinity, specific immunoglobulins G 

(batch-wise method – affinity chromatography 
in the centrifuge cup)

Полимеризация выделенных антигенов глютаровым 
альдегидом до получения геля и его гомогенизация
Polymerization of isolated antigens with glutaraldehyde 

to obtain a gel and its homogenization

Элюирование специфических 
иммуноглобулинов

Elution of specific immunoglobulins

Иммунизация кроликов инактивированной 
бактериальной суспензией

Immunization of rabbits with inactivated bacterial 
suspension

Выделение наружных мембран 
из бактериальных клеток

Isolation of outer membranes from bacterial cells

Экстракция антигенов (белки или 
полисахариды) из наружных мембран

Extraction of antigens (proteins or 
polysaccharides) from outer membranes

Выделение и очистка иммуноглобулинов G
Isolation and purification of immunoglobulins G

Выделение специфических антигенов 
хроматографическими методами

Isolation of specific antigens by chromatographic 
methods

Контроль чистоты выделения антигенов (ПААГ-электрофорез) и 
специфичности (реакция диффузной преципитации, иммуноблот с 

референс-антисыворотками)
Control of the purity of antigen isolation (PAGE- electrophoresis) and 
specificity (diffuse precipitation reaction, immunoblot with reference 

antiserums)

Инкубирование гомогената 
с иммуноглобулинами G

Incubation of a homogenate 
with immunoglobulins G

Рис. 2. Схема получения высокоаффинных специфических иммуноглобулинов G.

Fig. 2. Scheme for the production of high-affinity specific immunoglobulins G.

Получение антисыворотки
Obtaining antiserum
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Процесс сенсибилизации, т.е. химического связывания 

специфических IgG антител с поверхностью латексных ча-

стиц, мы осуществляли двумя путями: через пептидную 

связь или посредством стрептоавидинбиотиновой связи 

[9, 10]. В первом случае использовали коммерческие латекс-

ные частицы размером 0,8 мкм с иммобилизованными на их 

поверхности карбоксильными группами, которые перед сен-

сибилизацией латексных частиц активировали обработкой 

карбодиимидом. Процесс сенсибилизации латексных частиц 

через пептидную связь представлен на рис. 3.

При приготовлении диагностикумов мы чаще всего ис-

пользуем именно латексные частицы, активированные кар-

боксильными группами, поскольку они гораздо дешевле, 

чем латексные частицы, активированные стрептоавидином. 

Пептидную связь между латексом и антителами целесоо-

бразно использовать в том случае, если к целевому антиге-

ну-мишени можно получить высокотитражные иммуноглобу-

лины G. Такие иммуноглобулины, как правило, получают 

тогда, когда в качестве иммуногенов используют ЛПС 

(О-антигены) грамотрицательных патогенов (эшерихий, ле-

гионелл, иерсиний, кампилобактерий, шигелл и др.) или 

белковые антигены (листерии).

Сенсибилизацию латексных частиц IgG антителами в 

ряде случаев осуществляли также через стрептавидин-био-

тиновую связь. Для этой цели использовали коммерческие 

латексные сферы с иммобилизованными на них функцио-

нально активными группами стрептавидина, белка, способ-

ного прочно связываться с белком биотином. Биотин, в свою 

очередь, связывается с Fc-фрагментами молекул иммуно-

глобулинов, оставляя при этом свободными антигенсвязы-

вающие Fab-фрагменты IgG-антител. Fab-фрагменты анти-

тел, иммобилизованных через стрептавидин-биотиновую 

связь на латексных частицах, обусловливают реагирование 

их со специфическими антигенными детерминантами пато-

гена, вызывая его агглютинацию. Расположение антител на 

поверхности латексных частиц Fab-фрагментами наружу 

увеличивает число их взаимодействий с антигенными эпито-

пами патогена, тем самым существенно повышая чувстви-

тельность диагностикума [10]. Следует отметить, что стреп-

тавидин-биотиновая связь очень прочно удерживает анти-

тела на поверхности латексных частиц. Схема процесса 

сенсибилизации латексных частиц иммуноглобулинами G 

через стрептавидин-биотиновую связь представлена на 

рис. 4.

Поскольку латексные частицы с рекомбинантным стреп-

тавидином стоят гораздо дороже латексных частиц, активи-

рованных карбоксильными группами, целесообразно ис-

пользовать их в том случае, когда получить целевые IgG к 

Активные центры
Active Centers

Fab-фрагмент
Fab fragment

Биотин
Biotin

Биотинизированный специфичексий иммуноглобулин G
Biotinized specific immunoglobulin G

Латексная частица, покрытая 
стрептавидином

Latex particle coated with streptavidine

Латексная частица, сенсибилизированная специфическими 
иммуноглобулином G через авидин-биотиновую связь
Latex particle sensitized with specific immunoglobulin G 

with the  avidin-biotin bond

O
 |
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        H
         |
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               |
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   O
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    |     |
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Латексная частица с 
карбоксильной группой

Latex particle with carboxyl group

Латексная частица с активированной 
карбоксильной группой

Latex particle with activated carboxyl group
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сенсибилизированная специфическим 

иммуноглобулином G
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Рис. 3. Сенсибилизация латексных частиц IgG-антителами через пептидную связь.

Fig. 3. Sensitization of latex IgG parts by antibodies through the  peptide bond.

Рис. 4. Сенсибилизация латексных частиц специфическими иммуноглобулинами G через стрептавидин-биотиновую связь.

Fig. 4. Sensitization of latex particles with specific immunoglobulins G with a streptavidin-biotin bond.
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тестируемому антигену в высоком титре не удается. Это, 

например, справедливо в отношении капсульных полисаха-

ридов возбудителей гнойных бактериальных менингитов, 

обладающих слабой иммуногенностью.

Описанный выше этап сенсибилизации латексных частиц 

специфическими к тестируемому патогену IgG, собственно, 

и является конечной стадией приготовления латексного диа-

гностикума. Далее приготовленный диагностикум проверя-

ют на чувствительность и специфичность.

Чувствительность диагностикума – это выраженный в 

процентах показатель числа положительных реакций тести-

руемого диагностикума с различными штаммами целевого 

патогена, для идентификации которого он предназначен. 

Например, если латексный диагностикум для идентифика-

ции E. coli серогруппы О157 дает положительную реакцию с 

99 из 100 индикаторных штаммов этой серогруппы, то чув-

ствительность этого диагностикума составляет 99%.

Одновременно с чувствительностью определяют специ-

фичность приготовленного диагностикума. Специфичность 

латексного диагностикума – это выраженный в процентах 

показатель числа отрицательных реакций испытуемого диа-

гностикума с клетками близкородственных целевому пато-

гену штаммов бактерий. Например, для оценки специфич-

ности «Латексной тест-системы E. coli О157:Н7» в качестве 

индикаторных близкородственных штаммов используют 

E. coli других серогрупп и серотипов, а также культуры 

Citrobacter spp., Shigella spp., Salmonella spp. и штаммы не-

которых других энтеробактерий. Если испытуемый диагно-

стикум дал положительную реакцию латекс-агглютинации с 

5 из 100 индикаторных близкородственных бактерий, то его 

специфичность составляет 95%. В настоящее время, как 

правило, реализуемые на рынке латексные диагностикумы 

имеют высокую чувствительность (98–100%) и достаточно 

высокую специфичность (95–100%). Приготовленный ла-

тексный диагностикум не должен содержать бактериальной 

микрофлоры.

Антительные латексные диагностикумы в лабораторной 

практике используют для быстрого поиска и идентификации 

патогена среди колоний, выросших на плотной питательной 

среде после первичного посева исследуемого материала, а 

также для оперативного контроля (идентификации) патоген-

ных бактерий при работе в лабораторных условиях. Особенно 

ценна РЛА при массовом мониторинге возбудителей в пище-

вых продуктах, объектах внешней среды.

Реакцию латекс-агглютинации ставят на обезжиренных 

стеклах, смешивая каплю (0,02 мл) высококонцентрирован-

ной взвеси (хорошо видимой глазом) испытуемого микроба 

и каплю (0,02 мл) латексного диагностикума. При положи-

тельной РЛА в течение 1–2 мин (максимум 5 мин) можно 

визуально наблюдать образовавшийся агглютинат. Перед 

постановкой РЛА диагностикум обязательно проверяют на 

самоагглютинацию (она должна отсутствовать) и на чувстви-

тельность (диагностикум должен давать положительную ре-

акцию с позитивным контрольным штаммом) (рис. 5).

 Латексный диагностикум для быстрой 

идентификации Legionella pneumophila серотип 1 

(по ТУ9398-78095326-2012, Рег. № РЗН 2013 1278)

Легионеллезная инфекция, вызываемая патогенными 

легионеллами, диагностируется во многих странах мира, 

включая Российскую Федерацию. Легионеллез может про-

текать в двух формах: в форме острой пневмонии, когда у 

человека поражается нижний отдел легких (болезнь легио-

неров), и в форме гриппоподобной лихорадки (лихорадка 

Понтиак). Болезнь легионеров, кроме острой пневмонии, 

сопровождается лихорадкой, интоксикацией, поражением 

центральной нервной системы, пищеварительного тракта и 

почек; иногда у больного может развиться септицемия. Если 

для лечения легионеллеза не используют эффективные ан-

тибиотики, то коэффициент смертности среди больных 

может достигать 10% и выше [11]. При лихорадки Понтиак 

легкие не поражаются, исход заболевания благоприятный.

Возбудителем легионеллеза являются широко распро-

страненные в природе бактерии рода Legionella, представ-

ленного на сегодняшний день 70 видами, из которых только 

20 могут вызвать заболевание у человека. Тем не менее, как 

1%-я суспензия латексных частиц, сенсибилизированных 
специфическими иммуноглобулинами G (латексная тест-система)

1% suspension of latex particles sensitized with specific immunoglobulins 
G (latex test system)

Антигенные структуры наружной 
мембраны бактерий

Antigenic structures of the outer 
membrane of bacteria

Взвесь бактериальных клеток
Suspension of bacterial cells

Агглютинаты, состоящие 
из бактериальных клеток 

и латексных частиц
Agglutinates consisting of bacterial cells 

and latex particles

Рис. 5. Постановка реакции латексной агглютинации.

Fig. 5. Setting the latex agglutination reaction.
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The algorithm for the development and characterization of diagnostic latex test-systems (part 1)

показывает клиническая практика, в 90% случаев причиной 

легионеллеза является только один вид – L. pneumophila, на-

считывающий в своем составе 16 серогрупп (1–16). Среди 

этих 16 серогрупп основная роль в этиологии легионеллеза 

принадлежит серогруппе 1, на долю которой приходится 

приблизительно 80% всех случаев болезни [12]. Редко леги-

онеллез могут вызывать легионеллы других видов, в част-

ности L. micdadei, L. longbeuchae, L. dumoffii, L. bozemannii и 

некоторые другие [13]. Заражается человек легионеллезом 

при вдыхании мелкодисперсного аэрозоля или путем аспи-

рации воды, контаминированной патогенными легионелла-

ми. После заражения у 5–10% инфицированных лиц разви-

вается острая пневмония (болезнь легионеров), у 80–95% 

людей – лихорадка Понтиак [14].

Легионеллы – это грамотрицательные, неспорообразую-

щие прямые или слегка изогнутые палочки длиной от 1 до 

20 мкм; они могут образовывать и нитевидные формы, ино-

гда достигающие длины 200 мкм. Свежевыделенные от 

больных легионеллезом людей культуры легионелл отлича-

ются выраженным полиморфизмом и интенсивным нитео-

бразованием. Такая вариабельность морфологии клеток 

через 3–4 пассажа на питательных средах обычно сильно 

снижается. Жгутики у легионелл, выращенных на питатель-

ных средах, отсутствуют, однако они могут образовываться 

в альвеолах больных людей. Клеточная стенка легионелл, в 

отличие от других грамотрицательных бактерий, содержит 

значительное количество фосфолипидов и убихинонов. 

Количественное соотношение в клеточной стенке жирных 

кислот и убихинонов используют для идентификации видов 

Legionella. Большинство видов легионелл имеют схожие 

культуральные и биохимические свойства. Все известные 

виды легионелл, за исключением L. micdadei и L. feeleii, про-

дуцируют β-лактамазу и разжижают желатин. Следует за-

метить, что все серогруппы L. pneumophila, возбудителя ле-

гионеллеза, за исключением серогрупп 4 и 15, гидролизуют 

гиппурат натрия [15]. В противоположность многим бактери-

ям, сбраживающим углеводы, легионеллы в качестве источ-

ника энергии и питательных веществ используют аминокис-

лоты. L-цистеин является обязательным компонентом пита-

тельных сред для выращивания легионелл. Важными факто-

рами роста легионелл являются также аминокислоты арги-

нин, изолейцин, лейцин, метионин и ионы железа [16].

К факторам патогенности L. pneumophila относят распо-

ложенный на поверхности клеточной стенки белок Mip, адге-

зин с молекулярной массой 24 кДа, видоспецифический 

белок – порин внешней мембраны, с молекулярной массой 

29 кДа и родоспецифический антиген цитоплазматической 

мембраны [17]. К ферментам патогенности L. pneumophila 

относят Zn-металлопротеазу (цитолизин), фосфолипазу С 

(легиолизин), а также фосфатазы, липазы и нуклеазы. 

Важную роль в патогенезе легионеллезной инфекции игра-

ют токсины, продуцируемые L. pneumophila: термостабиль-

ный и термолабильный пептиды, нарушающие процесс фа-

гоцитоза патогена макрофагами и ингибирующие «кисло-

родный взрыв» в макрофагах, а также эндотоксин, вызыва-

ющий лихорадку, гипогликемию, нарушение кровоснабже-

ния органов и ацидоз. Важным фактором вирулентности 

L. pneumophila являются белки системы секреции 4-го типа, 

которые предотвращают слияние фагосомы с лизосомой и 

формируют репликационную вакуоль для собственного раз-

множения [18].

Для диагностики легионеллеза, вызванного L. pneumophila, 

используют микробиологический метод (выделение и иден-

тификация возбудителя); иммунологические (иммунофер-

ментный анализ, РЛА, иммунохроматографический тест) и 

молекулярно-генетические (полимеразная цепная реакция в 

реальном времени). Идентификацию же основного возбуди-

теля легионеллеза L. pneumophila серотип 1 проводят с по-

мощью РЛА и иммунохроматографического теста для опре-

деления специфического антигена. Из перечисленных мето-

дов наиболее простым, быстрым и достаточно информатив-

ным является РЛА.

Разработку антительного латексного диагностикума для 

идентификации L. pneumophila серотип 1 проводили в соот-

ветствии с предложенным нами алгоритмом. В качестве ан-

тигена-мишени был выбран полисахарид (О-антиген) ЛПС 

L. pneumophila серотип 1, определяющий отличие О-антигена 

серотипа 1 от других 15 серотипов L. pneumophila (рис. 6).

Специфические IgG-антитела (титр 1:160–1:320 в реак-

ции диффузионной преципитации) получали шестикратной 

иммунизацией (попеременное введение антигена внутри-

венно и/или подкожно) убитой нагреванием взвесью культу-

ры L. pneumophila серотип 1. Используя метод batch-wise 

(см. выше), из сыворотки крови иммунизированных кроли-

ков получали высокоспецифичные (против О-антигена 

L. pneumophila серотип 1) IgG-антитела. Полученными анти-

телами сенсибилизировали латексные частицы, активиро-

ванные карбоксильными группами, т.е. иммобилизовали 

антитела на латексных сферах через пептидную связь. 

Специфичность сенсибилизированных латексных частиц 

(латексного диагностикума) проверяли на референс-штам-

мах L. pneumophila серотипов 2, 3, 4 и 6, а также на 31 

штамме L. pneumophila серотипов 2–14 (определенных 

ранее с помощью латексного диагностикума фирмы Oxoid, 

Великобритания), выделенных из образцов воды системы 

горячего водоснабжения 7 городов Российской Федерации, 

и на штаммах видов L. micdadei и L. longbeuchae. Ни один из 

37 испытанных штаммов легионелл не дал положительной 

реакции РЛА. Таким образом, полученные результаты гово-

рят о высокой специфичности приготовленного препарата.

Чувствительность диагностикума испытывали на 13 штам-

мах L. pneumophila серотип 1, изолированных из образцов 

воды систем горячего водоснабжения городов различных 

регионов России. Все штаммы давали быструю (в течение 

1–2 мин) положительную РЛА на стекле.

Диагностикум производится и реализуется ФБУН «ГНЦ 

ПМБ» медицинским учреждениям уже более 9 лет, ни одной 

рекламации на качество диагностикума от потребителей не 

поступало.

 Латексный диагностикум для быстрой 

идентификации возбудителей гнойных 

бактериальных менингитов (Латексная 

тест-система ГБМ) по ТУ 9398-202-78095326-2013, 

Рег. № РЗН 2014/2268

Бактериальные гнойные менингиты (ГБМ) – группа ин-

фекционных заболеваний нервной системы, характеризую-

щихся развитием общеинфекционного, общемозгового и 
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менингеального синдромов, а также воспалительными из-

менениями в цереброспинальной жидкости гнойного харак-

тера [19]. По данным Всемирной организации здравоохране-

ния, ежегодно в мире регистрируется 1 млн случаев ГБМ, из 

которых 200 тыс. заканчиваются летально [20].

Основными возбудителями ГБМ являются бактерии трех 

видов: N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae. Реже 

причиной ГБМ могут быть другие виды микроорганизмов, 

например L. monocytogenes, E. coli и Acinetobacter baumannii.

N. meningitidis (менингококки) – грамотрицательные, не-

подвижные, не образующие спор, бобовидной формы ди-

плококки диаметром 0,6–0,8 мкм, относятся к роду Neisseria, 

семейству Neisseriaceae. Большинство видов рода являются 

непатогенными [21]. N. meningitidis весьма требовательны к 

питательным средам: хорошо растут при добавлении в 

среду крови или сыворотки крови животных. Оптимальная 

температура для роста патогена – 37°С при содержании в 

атмосфере 10% СО2. Через 24 ч роста на кровяном агаре 

появляются мелкие прозрачные колонии с ровными краями; 

спустя 2–3 суток колонии увеличиваются в размере и стано-

вятся мутными, непрозрачными с неровными краями. 

Ферментативные свойства N. meningitidis относительно сла-

бые: из числа многих углеводов они сбраживают только 

глюкозу и мальтозу с образованием кислоты без газа. 

N. meningitidis не разжижают желатин, оксидазо- и каталазо-

положительны. Клеточная стенка нейссерий представлена 

цитоплазматической мембраной, пептидогликановым слоем, 

наружной мембраной, содержащей ЛПС и белки. Кроме 

того, все инвазивные штаммы N. meningitidis образуют кап-

сулы полисахаридной природы, являющиеся основными 

факторами вирулентности менингококков. По химической 

структуре и антигенным свойствам капсульных полисахари-

дов N. meningitidis подразделяются на 13 серогрупп: A, B, C, 

D, H, I, K, L, X, Y, Z, W-135 и 29E. Из перечисленных наиболь-

шее эпидемиологическое и клиническое значение имеют 

серогруппы A, B, C, W-135, X и Y, на долю которых в настоя-

щее время приходится >90% случаев гнойных менингитов.

Единственным хозяином и резервуаром нейссерий явля-

ется человек. Место обитания нейссерий – слизистая носо-

глотки, которую менингококки могут колонизировать в раз-

ные периоды жизни человека. Источником N. meningitidis 

для здоровых людей являются больные менингококковой 

инфекцией и носители патогена. Несмотря на то, что ГБМ 

чаще всего поражают детей младшего возраста (до 5 лет), 

число носителей среди них, по крайней мере в странах 

Западной Европы, относительно невелико, зато число носи-

телей среди лиц юношеского возраста, например в 

Великобритании, достигает 25–30% [22]. В поясе так назы-

ваемого «африканского менингита» частота носительства 

наиболее высока – 5% у детей в возрасте 5–14 лет [23]. 

Носительство инвазивных клонов нейссерий у лиц с еще не-

развитой иммунной системой (у детей до одного года), а 

также у лиц с иммунодефицитом является опасным предрас-

полагающим фактором для развития ГБМ. Использование 

вакцины против ГБМ существенно профилактирует носи-

тельство возбудителя у людей и заболеваемость ГБМ. 

Системную менингококковую инфекцию и ГБМ регистриру-

ют как в виде спорадических случаев, так и вспышечных 

случаев.

Человек заражается инвазивными N. meningitidis аэроген-

ным путем или при тесном контакте с больным менингокок-

ковой инфекцией. Попав на слизистую оболочку носоглотки, 

Рис. 6. Антигенная структура внешней мембраны L. pneumophila.

Fig. 6. Antigenic structure of the outer membrane of L. pneumophila.
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патоген колонизирует ее и, при условии высокой вирулент-

ности и сниженного иммунного статуса человека, может 

проникнуть в кровяное русло и вызвать либо тяжелую си-

стемную менингококковую инфекцию, либо бактериемию, 

поражая отдельные органы. Если N. meningitidis преодолева-

ют гематоэнцефалический барьер, то они способны вызвать 

менингит – поражение мягких оболочек головного и спинно-

го мозга. Возбудитель способен размножаться в спинномоз-

говой жидкости, накапливаться в ней, изменяя ее цвет и 

вязкость (гнойное воспаление).

Основными возбудителями ГБМ, как указано выше, яв-

ляются менингококки серогрупп A, B, C, W-135, X и Y, одна-

ко этиологическая структура инвазивных ГБМ может суще-

ственно отличаться в разных странах. Это во многом зави-

сит не столько от географического расположения страны, 

сколько от типа (антигенной структуры) используемых в 

стране конъюгативных вакцин против ГБМ. По мнению ряда 

авторов, в результате широкого использования вакцин в 

мире происходит глобальная эволюция в этиологической 

структуре ГБМ: в ряде стран вместо серогрупп А и С при 

ГБМ чаще стали выделять менингококки серогрупп B, X, Y 

и W-135. Поэтому так важно проводить идентификацию 

серогрупп N. meningitidis, поскольку от этого зависит научно 

обоснованное создание эффективных антименингококко-

вых вакцин [24].

S. pneumoniae – грамположительные бактерии, нередко 

встречающиеся в микробиоте слизистой верхних дыхатель-

ных путей человека, единственного «хозяина» пневмокок-

ков. Основным резервуаром и источником S. pneumoniae 

являются дети в возрасте до 5 лет. Носительство пневмокок-

ков у детей может продолжаться от нескольких недель до 

3–5 мес. Во время носительства у детей формируется спе-

цифический иммунитет (в ответ на капсульные полисахари-

ды и белки патогена), в результате чего происходит элимина-

ция S. рneumoniae из организма ребенка. Однако в ряде 

случаев у детей, под влиянием различных внутренних и 

внешних неблагоприятных факторов, S. pneumoniae может 

вызвать клинически выраженные заболевания. Инфекции, 

обусловленные пневмококками, принято делить на поверх-

ностные (мукозальные), к которым относятся, например, 

острый средний отит, и тяжелые инвазивные формы пневмо-

кокковой инфекции, такие как пневмония, сепсис и менин-

гит. Чаще всего пневмококковая инфекция поражает детей и 

пожилых людей, страдающих хроническими заболеваниями, 

а также иммунокомпрометированных пациентов. Передаются 

S. pneumoniae от человека человеку воздушно-капельным 

или контактным путем (через инфицированные руки), редко 

через употребление пищи. По некоторым оценкам, ежегодно 

в мире только среди детей до 5 лет регистрируется свыше 14 

млн тяжелых случаев пневмококковой инфекции, из них при-

близительно 800 тыс. заканчиваются летально [25].

S. pneumoniae – кокки овоидной или ланцетовидной 

формы диаметром около 1 мкм. В мазках из клинического 

материала они располагаются попарно (диплококки), окру-

жены мощной капсулой, являющейся основным фактором 

вирулентности пневмококков (бескапсульные варианты ави-

рулентны для мышей). Капсула защищает патоген от фаго-

цитоза и от действия комплемента. S. рneumoniae хорошо 

растут на средах с кровью или сывороткой крови, образуя на 

сывороточном агаре мелкие полупрозрачные колонии окру-

глой формы диаметром около 1 мм; колонии никогда не 

сливаются между собой. На кровяном агаре вокруг колоний 

видна зеленоватая зона гемолиза, вызванная α-гемолизином. 

Пневмококки, в отличие от зеленящих стрептококков, чув-

ствительны к оптохину – веществу, задерживающему рост 

практически 100% клинических изолятов. Патоген также 

чувствителен к солям желчных кислот, но, в отличие от зеле-

нящих стрептококков, сбраживает инулин. Основные компо-

ненты клеточной стенки пневмококков – цитоплазматиче-

ская мембрана, пептидогликановый слой, тейхоевые кисло-

ты и связанные с ними белки. Следует особо отметить, что 

находящаяся в составе клеточной стенки тейхоевая кислота 

содержит фосфорил-холиновую часть и С-полисахарид, ко-

торые вместе образуют видоспецифический антиген, т.е. 

общий антиген для представителей вида S. рneumoniae. 

Этот комплексный антиген быть может использован в каче-

стве антигена-мишени для получения видоспецифических 

анти-S. pneumoniae диагностических антител. Кроме того, в 

клеточной стенке имеется несколько холин-связанных бел-

ков, нековалентно соединенных с холиновой частью тейхое-

вой кислоты и также обладающих свойствами видоспецифи-

ческих антигенов. Среди этих белков преобладают белки 

PspC и PspA. Входящая в состав клеточной стенки липотей-

хоевая кислота обладает свойствами антигена Форсмана, 

общего для бактерий и млекопитающих [26].

Штаммы S. pneumoniae, выделяемые от людей, весьма 

гетерогенны по составу и антигенной структуре их капсуль-

ных полисахаридов. В настоящее время известно 93 кап-

сульных серотипа, однако роль их в патологии далеко не 

одинакова. Наиболее частыми возбудителями пневмококко-

вых инфекций во многих странах в период с 1980 по 2007 г. 

являлись серотипы 1, 5, 6А, 6В, 14, 19F и 23F, а самым рас-

пространенным среди них был серотип 14. Следует, однако, 

заметить, что серотиповый пейзаж S. рneumoniae в разных 

географических зонах может сильно различаться. Например, 

в Санкт-Петербурге в период с 2010 по 2015 г. превалирова-

ли 4 серотипа: 19F, 23F, 3 и 6. В Смоленской области в пе-

риод с 2006 по 2018 г. возбудителями стрептококкового ме-

нингита были серотипы 6А/В, 3, 19F,14,9VA и 23F. Показано, 

что разнообразие серотипового пейзажа S. рneumoniae за-

висит не только от географического региона, но также и от 

масштаба применения противопневмококковых вакцин. В 

настоящее время во многих странах мира для профилактики 

инвазивных пневмококковых инфекций, а также носитель-

ства S. рneumoniae с успехом применяют 7-, 10- и 13-валент-

ные полисахаридные конъюгированные вакцины, которые 

содержат разное количество специфических капсульных 

полисахаридов. Показано, что вакцинация населения ука-

занными препаратами постепенно приводит к элиминации 

тех серотипов S. рneumoniae, полисахариды которых входят 

в вакцину. Поэтому так важно для контроля за эпидемиоло-

гической ситуацией по пневмококковым инфекциям, вклю-

чая ГБМ, проводить выделение от больных пациентов и де-

тей-носителей культуры S. рneumoniae с последующим их 

серотипированием [27].

H. influenzae тип b до настоящего времени остается ос-

новным этиологическим агентом тяжелых форм гемофиль-

ной инфекции у младенцев и детей до 5-летнего возраста – 
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острой пневмонии и гнойного менингита, которые сопрово-

ждаются высокой смертностью [28]. Особенно H. influenzae 

тип b-инфекция (Hib-инфекция) актуальна для развиваю-

щихся стран, где вакцинацией против H. influenzae тип b ох-

вачена лишь незначительная часть детей в возрасте до 5 

лет. В тех же странах, где для профилактики Hib-инфекции 

используют конъюгированную вакцину (США и страны 

Европейского союза), роль H. influenzae в структуре пневмо-

ний и гнойных менингитов резко сократилась, например, в 

США с 45–48% (до применения вакцины) до 7% (после на-

чала ее применения в 1990-е гг.) [28]. Важно отметить, что в 

США и странах Европейского союза гемофильную инфек-

цию, вызванную H. influenzae тип b, стали чаще диагностиро-

вать у взрослого населения. В Российской Федерации конъ-

югированную вакцину против Hib-инфекции пока не произ-

водят, охват детей вакцинацией против Hib-инфекции, про-

изводимый импортными препаратами, незначительный, 

вследствие чего случаи этой инфекции, в т.ч. и гнойного 

менингита, среди детей продолжают регистрироваться [29].

H. influenzae тип b относятся к роду Haemophilus, семей-

ству Pasteurellacea, представляет собой мелкие грамотрица-

тельные неподвижные палочки овоидной (кокковидной) 

формы, окруженные полисахаридной капсулой, спор не об-

разуют. Бактерии относятся к факультативным анаэробам. 

H. influenzae являются мезофилами – оптимальная для их 

роста температура составляет 35–37°С. Патоген весьма тре-

бователен к питательным средам: для своего роста in vitro 

он требует обязательной добавки двух субстанций: X (гемин) 

и V (никотинамидадениндинуклеотид (НАД)), которые сам 

микроб не синтезирует. Традиционно для выделения и вы-

ращивания H. influenzae тип b используют шоколадный агар, 

который получают добавлением 5–10% дефибринированной 

крови к основе кровяного агара. Смесь прогревают при 80°С 

в течение 15–20 мин для высвобождения НАД из эритроци-

тов крови, а также для инактивации НАД-разрушающих 

ферментов. При росте на шоколадном агаре H. influenzae 

тип b образует большие, выпуклые, сероватые непрозрач-

ные колонии. При использовании шоколадного агара для 

выделения H. influenzae тип b важно учитывать, что на этой 

среде могут вырастать и другие виды рода Haemophilus [30].

Для идентификации возбудителей гнойных бактериаль-

ных менингитов N. meningitidis, S. рneumoniae и H. influenzae 

используют все современные методы диагностики: микро-

биологические, иммунологические, молекулярно-генетиче-

ские и физико-химические, времяпролетную масс-

спектрометрию с лазерной ионизацией и десорбцией из 

жидкой матрицы (MALDI-TOF MS) [30]. Однако во всех слу-

чаях диагностики ГБМ важно выделить от больного чистую 

культуру возбудителя. Это необходимо для его идентифика-

ции, определения чувствительности к антимикробным пре-

паратам и назначения эффективного лечения больного. 

Выделение культуры необходимо и для определения сероти-

повой принадлежности патогена (с целью оптимального ан-

тигенного состава разрабатываемых вакцин против 

N. meningitidis и S. pneumoniae). Это также важно для гено-

типирования выделяемых культур с целью выявления эпиде-

мически значимых генетических линий возбудителей ГБМ.

Важное место в экстренной диагностике ГБМ отводится 

РЛА, которая позволяет, в случае наличия возбудителя в 

спинномозговой жидкости, в течение 15–20 мин идентифи-

цировать принадлежность его к виду (N. meningitidis, 

S. рneumoniae или H. influenzae тип b) и сразу назначить 

эмпирическую антимикробную терапию. РЛА является эф-

фективным инструментом для поиска и идентификации ко-

лоний возбудителей, выросших на специальных средах 

после первичного высева исследуемого материала [31]. 

Следует, однако, учитывать, что в том случае, когда до ис-

следования спинномозговой жидкости больного лечили эф-

фективными антибиотиками, возбудитель в спинномозговой 

жидкости может и не обнаруживаться в РЛА.

При разработке латексных диагностикумов для иденти-

фикации возбудителей ГБМ – N. meningitidis типов A, B, C и 

W-135, S. рneumoniae и H. influenzae тип b – использовали 

тот же алгоритм, что и при разработке описанных выше диа-

Рис. 7. Антигены-мишени возбудителей гнойных бактериальных менингитов.

Fig. 7. Target antigens of pathogens of purulent bacterial meningitis.
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капсулы тип A, B, C и W-135
Neisseria menengitidis type A, B, C 
and W-135 – polysaccharide capsule 
chains type A, B, C and W-135
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гностикумов: выбор мишени, выделение и очистка препара-

та антигена-мишени, получение специфических IgG-антител, 

сенсибилизация латексных частиц, проверка чувствитель-

ности и специфичности полученных диагностикумов. В каче-

стве антигенов-мишеней для N. meningitidis были выбраны 

капсульные полисахариды типов A, B, C и W-135, для 

S. рneumoniae – видоспецифический комплексный антиген 

клеточной стенки, состоящий из фосфорил-холиновой части 

и С-полисахарида тейхоевой кислоты, для H. influenzae тип 

b – типоспецифический капсульный полисахарид (рис. 7).

Специфические IgG-антитела к антигенам-мишеням полу-

чали с помощью 6–8-кратной иммунизации кроликов инак-

тивированными температурой препаратами соответствую-

щих штаммов-продуцентов антигенов-мишеней. Весьма 

важно, чтобы культура иммунизирующего штамма имела 

хорошо выраженные капсулы, что достигается выращивани-

ем штамма-продуцента на кровяных питательных средах. 

Поскольку специфические полисахариды обладают слабой 

иммуногенностью, получить препараты IgG-антител в высо-

ком титре не удается. Как правило, титры IgG-антител к ан-

тигенам возбудителей ГБМ составляют не более 1:16–1:32. 

В связи с невысокой концентрацией получаемых IgG-антител 

для сенсибилизации латексных частиц IgG-антителами мы 

использовали стрептоавидин-биотиновую связь, которая 

обеспечивает прочную связь Fc-фрагмента антител с ла-

тексной сферой, оставляя свободными антигенсвязываю-

щие Fab-фрагменты, что существенно повышает чувстви-

тельность латексного диагностикума.

Таким образом, для идентификации основных возбудите-

лей ГБМ было разработано 6 отдельных латексных диагно-

стикумов: 4 для определения A, B, C и W-135 типов 

N. meningitidis и 2 для идентификации S. pneumoniae и 

H. influenzae тип b. Чувствительность приготовленных диа-

гностикумов была проверена на штаммах N. meningitidis 

(n = 14), S. рneumoniae (n = 50) и H. influenzae тип b (n = 9). 

Все использованные индикаторные культуры дали положи-

тельную реакцию в латекс-агглютинации с соответствующи-

ми диагностикумами, то есть чувствительность разработан-

ных диагностикумов была равной 100%. Специфичность 

латексных диагностикумов для идентификации A, B, C и 

W-135 типов N. meningitidis составляла 100%, для идентифи-

кации S. pneumoniae – 95%, для идентификации H. influenzae 

тип b – 96%.

Заключение

Предложенный нами алгоритм разработки антительных 

латексных диагностикумов, включающий в себя этапы вы-

бора антигена-мишени, получения поливалентных специфи-

ческих IgG-антител к выбранным антигенам, сенсибилиза-

ции специфическими IgG-антителами латексных частиц, по-

зволяет получать высокочувствительные и высокоспеци-

фичные латексные диагностикумы для быстрой идентифи-

кации бактериальных патогенов. С использованием пред-

ложенного алгоритма были разработаны две латексные 

тест-системы: для идентификации L. pneumophila серотип 1 

и возбудителей гнойных бактериальных менингитов 

N. meningitidis типов A, B, C и W-135, S. pneumoniae и 

H. influenzae тип b. Обе тест-системы зарегистрированы в 

Российской Федерации и используются в лабораторной диа-

гностической практике (рис. 8).
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Н о в о с т и  н а у к и

Использование цианобактерий для преобразования углекислого газа в глюкозу

Глюкоза является наиболее распространенным моносахаридом, служащим 

важным источником энергии для клеток и важным сырьем для биоперерабатыва-

ющей промышленности. Маршрут «растение–биомасса–сахар» доминирует в те-

кущем поступлении глюкозы, в то время как на него влияет множество параме-

тров, таких как циклы выращивания растений, радиус сбора биомассы и затраты 

на предварительную обработку.

На фоне глобального климатического кризиса и обострения нехватки продо-

вольствия необходима разработка более эффективных, непрерывных и промыш-

ленных способов производства глюкозы. Однако прямое превращение углекисло-

го газа в глюкозу посредством естественного процесса фотосинтеза долгое время 

не совершало прорыва.

Исследовательская группа под руководством профессора Лу Сюэфэна и профессора Луань Годуна из Института биоэнер-

гетики и биопроцессов Циндао (QIBEBT) Китайской академии наук (CAS) определила ключевые факторы, ограничивающие 

природный потенциал цианобактерий для прямого преобразования СО2 в глюкозу, и они построили эффективные фотосин-

тетические клеточные фабрики, синтезирующие глюкозу. 

У фотоавтотрофов, например высших растений и водорослей, глюкоза синтезируется как хранилище углерода и энергии. 

Метаболизм глюкозы имеет сложные взаимодействия с фотосистемами, нарушает синтез и метаболизм пигментов и может 

даже ингибировать фотосинтетическую активность. Поэтому свободная глюкоза редко синтезируется или накапливается в 

избытке при фотосинтетическом клеточном метаболизме.

Целенаправленный нокаут двух генов глюкокиназы цианобактерии Synechococcus elongatus PCC 7942 нарушал углевод-

ный обмен и активировал метаболический поток к глюкозе через сеть метаболизма сахарозы. Усиление синтеза глюкозы 

способствовало накоплению специфической спонтанной геномной мутации на хромосоме PCC 7942, что способствует эф-

фективной секреции глюкозы.

Исследователи дополнительно прояснили пути и мутации, ведущие к синтезу и секреции глюкозы, и оптимизировали 

характеристики синтеза глюкозы у рекомбинантных штаммов. Благодаря последующей метаболической инженерии и опти-

мизации культивирования глюкоза, секретируемая сконструированным штаммом, превышает 5 г/л при длительном культи-

вировании, что составляет до 70% фиксированного источника углерода.

Эти результаты проливают свет на разработку и промышленное внедрение более направленных и непрерывных систем 

производства глюкозы с использованием солнечной энергии и углекислого газа.
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