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In the article the express methods of indication and identification of bacterias are reviewed. The

unified methodological principles of creation the express train — tests for detection of human noxious
substances and objects in water are stated. We describe the technology of creation of antibodies for
detection E. coli.

Введение

Вопросы обнаружения и идентифика-
ции бактерий в классической микробиологии
можно считать решёнными, однако класси-
ческие методики имеют существенный недо-
статок — они весьма продолжительны (от
нескольких дней до нескольких недель).
Для оперативного экологического мониторин-
га временные рамки весьма важны, поэто-
му актуальна разработка изделий, способных
проводить экспресс-оценки. При этом жела-
тельна возможность реализации как инстру-
ментального, так и визуального контроля ин-
дикации бактерий.

По имеющимся литературным данным,
экспрессные методики по времени контроля
менее часа стали развиваться лишь в послед-
нее десятилетие.

В данной работе в рамках проблемы эко-
логического мониторинга дан анализ наи-
более перспективных известных экспрессных

методик индикации и идентификации бак-
терий. Описан разработанный оригинальный
метод получения антител, способных к об-
наружению конкретного вида бактерий — E.
Coli, для экспрессных оценок состояния окру-
жающей среды.

1. Перспективные экспрессные
методики индикации

и идентификации бактерий

Известные экспрессные методики основа-
ны на следующих принципах:

1) определение специфических летучих
продуктов метаболизма бактерий;

2) определение характерных особенностей
размеров и формы бактерий;

3) определение характерных особенностей
нуклеиновых кислот бактерий;

4) определение характерных белковых
микроучастков (эпитопов) на поверхности
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оболочек бактерий с помощью специфических
иммунных реакций (метод иммунохромато-
графии).

Рассмотрим кратко некоторые особенно-
сти перечисленных выше методов.

В основе первого метода лежит определе-
ние специфических летучих продуктов мета-
болизма бактерий по результатам анализа га-
зовых проб, находящихся в равновесии с жид-
костью, содержащей бактерии. Как живые су-
щества, микроорганизмы находятся в состоя-
нии постоянного обмена с окружающей сре-
дой, выделяя продукты метаболизма, в том
числе низкомолекулярные, с достаточно вы-
сокой упругостью паров. Набор такого рода
продуктов специфичен для каждого типа (ви-
да) бактерий (можно сказать, что каждый
вид бактерий имеет свой особый «запах»). По-
скольку концентрация микроорганизмов в по-
давляющем числе анализируемых проб очень
мала и концентрации продуктов их метабо-
лизма следует считать сверхмалыми, то фи-
зические (аппаратные) методы обнаружения
следов паров должны быть сверхвысокочув-
ствительными (в настоящее время достигнута
очень высокая чувствительность таких мето-
дов — 1 г на 1012 г анализируемой пробы).
Задача достижения высокой чувствительно-
сти аппаратных методов одновременно созда-
ет и другую проблему, а именно: специфи-
ческий слабый сигнал — «запах» бактерии
(набор определённых химических веществ) —
должен быть выделен на фоне сильных «шу-
мов». Если речь идет об анализе речной воды,
то «шумы» создают разнообразные загряз-
нения естественного и искусственного проис-
хождения, например, продукты метаболизма
множества других живых организмов, в том
числе человека, промышленные стоки и т.д.
Применительно к обсуждаемым системам эта
задача решается с помощью системы детекто-
ров, способных выделить специфический ко-
личественный отклик на определённые клас-
сы соединений или разделить смеси веществ
(количество которых превышает многие сот-
ни) на индивидуальные соединения. В этом
методе характерный «образ» запаха выделя-
ется с помощью компьютерного анализа.

Среди наиболее перспективных техниче-
ских разработок, основанных на упомянутом
принципе, можно отметить, во-первых, газо-
вую хроматографию с использованием уль-
тразвуковой детекции на основе кварцевого
резонатора, а во-вторых, устройства с приме-

нением токопроводящих полимеров с селек-
тивной электропроводностью.

К числу таких приборов относится преж-
де всего американская портативная система
GC/SAW — портативный газовый хромато-
граф [1, 2] с детектором скорости распро-
странения поверхностно-акустической волны
(SAW sensor). Система эффективно использу-
ется в судебно-химических и криминалисти-
ческих лабораториях (чувствительность си-
стемы для летучих соединений — одна часть
на триллион (ppt); используется предвари-
тельное концентрирование пробы, время ана-
лиза — несколько минут).

В случае использования разнородных то-
копроводящих сенсоров [3] детектирование
паров исследуемого образца осуществляется с
помощью матрицы, которая собрана из сло-
ев («стопок») пористых и непористых поли-
мерных мембран с различной электрической
проводимостью и колонок, заполненных сен-
сорными полимерами. После сорбции веществ
на разных слоях матрицы регистрируются
изменения электропроводности слоев. Подоб-
ные устройства разрабатываются различны-
ми фирмами. Такой «селективный провод-
ник» может быть использован для обнаруже-
ния наркотиков и взрывчатых веществ. «Се-
лективный проводник» имеет чувствитель-
ность на уровне пикограмм вещества, легко
калибруется, прост в обращении и не требует
специального пробоотборника. Время анали-
за — 10–20 с.

Следует отметить, что описанные инстру-
ментальные методы вобрали в себя наилуч-
шие технические достижения в области ана-
лиза следовых (крайне малых) количеств ве-
ществ. Соответствующее приборное оснаще-
ние запатентовано и стоит очень дорого. Све-
дения об отечественных аналогах такого ро-
да приборов в литературе обнаружить не уда-
лось.

В качестве примера приводим схему
работы газового анализатора, позволяюще-
го получить «отпечатки» запахов бактерий
(рис. 1, [1]). Прибор дает графическую инфор-
мацию о природе и интенсивности вредных
примесей в пробах пара, газа или жидкости.

Подход, основанный на определении ха-
рактерных особенностей размеров и формы
бактерий, предполагает использование мик-
роскопии. Проблемы, связанные с распозна-
ванием образов и анализом изображений бак-
терий, проанализированы в работе [4], посвя-
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Рис. 1. Блок-схема комплекса на основе газового хроматографа и ультразвукового
резонатора для анализа проб воздуха и паров различных веществ на предмет

их идентификации

щенной автоматизированным методам изуче-
ния количественных структурных характе-
ристик биологически активных композицион-
ных материалов с помощью аппаратных ком-
плексов «микроскоп – ЭВМ» и объектов, ин-
тегрированных в пористые носители. Этот
метод индикации бактерий позволяет прове-
сти его «доработку» до экспрессного (или по-
луэкспрессного) уровня при условии предва-
рительного концентрирования клеток из во-
ды, например, микрофильтрованием. В каче-
стве развития этого направления возможно
использование атомно-силовой микроскопии,
не требующей подготовки клеток к микроско-
пическому исследованию [5]. В данном случае
имеется в виду анализ содержимого воды сра-
зу после фильтрования, а не после длительно-
го «прорастания» бактерий в колонии на пи-
тательных средах, как это делается в класси-
ческих микробиологических тестах.

Третий метод относится к молекулярно-
биологическим и основан на определении ха-
рактерных особенностей нуклеиновых кислот
бактерий. Подобный анализ связан с генной
инженерией и базируется на изучении по-
лимеразных цепных реакций (ПЦР) и ги-
бридизации дезоксирибонуклеиновых кислот
(ДНК-гибридизация). Он также позволяет
распознавать бактерии, что было продемон-
стрировано при работе с особо опасными ин-
фекциями [6]. Однако эти реакции, будучи

также весьма точными, протекают очень мед-
ленно, и анализы занимают часы или сутки.

Наконец, еще одно направление основа-
но на методе иммунохроматографии (опреде-
лении характерных белковых микроучастков
(эпитопов) на поверхности оболочек бактерий
с помощью специфических (антиген + анти-
тело, «ключ» + «замок») иммунных реак-
ций). Это направление весьма перспективно,
поэтому остановимся на нем более подробно.

Условно разделим понятие «иммунохро-
матография» на две части — иммунологи-
ческую и хроматографическую. Рассмотрим
сначала «иммунологическую» часть на при-
мере иммунизации животных.

Основой иммунологических реакций яв-
ляется взаимодействие специфических биопо-
лимеров (белков, пептидов, гликоконъюгатов,
гипопротеидов и гаптенов на природных и ис-
кусственных носителях), которые называются
антигенами (АГ), с антителами (АТ).

При попадании в организм инородной ча-
стицы (например, бактерии Е. сoli) организм
теплокровного животного сначала «обследу-
ет» ее на чужеродность. Если частица рас-
познана как чужеродная (АГ), иммунная си-
стема запускает каскад реакций, в которых
участвуют различные звенья гуморального и
клеточного иммунитета, приводящий к вы-
работке большого количества специфических
иммуноглобулинов к иммуногенным сайтам
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бактерии [7]. Физико-химическое взаимодей-
ствие отдельного эпитопа (обозначим его как
АГ1) и специфичного к нему антитела (обо-
значим его как АТ1) описывают классическим
способом в рамках обратимой реакции, подчи-
няющейся закону действующих масс, как

АГ1 + АТ1 ←→ К1, (1)

где К1 — продукт взаимодействия, называе-
мый комплексом, конъюгатом и т.п. Указан-
ная реакция может быть охарактеризована
количественно в рамках классических пред-
ставлений о свободной энергии, энтальпии и
энтропии. Типичными для изменений свобод-
ной энергии можно считать значения от −25
до −50 кДж/моль, а для теплоты, выделяю-
щейся при образовании комплекса, примерно
40 кДж/моль.

Приведенные цифровые характеристики
не являются необычными для классической
органической химии, однако рассмотренная
реакция в высшей степени специфична, а
именно данное антитело (АТ) распознает
только «свой» специфичный антиген (АГ)
среди многих сотен и тысяч других.

Эта особенность выгодно отличает иммун-
ные методы от других способов идентифика-
ции бактерий. Действительно, для повыше-
ния надежности определений выберем так на-
зываемую двухсайтовую схему анализа, т.е.
будем распознавать бактерию по двум раз-
ным АТ к ее двум разным эпитопам по ме-
тоду, близкому к используемому в диагности-
ке состояния беременных женщин [8, 9]. Уро-
вень ошибки каждого АТ (случайное образо-
вание комплекса на «чужом» эпитопе) при-
нимают равным 3% [7] (по-видимому, силь-
но завышенное значение). По теории веро-
ятностей при двухсайтовом анализе уровень
ошибки должен быть менее 0,001. Таким обра-
зом, в плане идентификации природы бакте-
рий иммуннохроматографический метод сле-
дует считать практически безошибочным.

Другое несомненное преимущество рас-
сматриваемого метода — использование осу-
ществляемой в теплокровном организме фан-
тастической точности синтеза антител в
плане их химического состава и стереомет-
рии. Несмотря на все достижения химии и ки-
бернетики, искусственное химическое созда-
ние АТ в лабораторных условиях в настоящее
время невозможно. Более того, не исследован
до конца механизм получения антител к наи-

более специфичным эпитопам, особенно если
они низкоиммуногенны.

Кратко ознакомившись с некоторыми осо-
бенностями работы иммунной системы, рас-
смотрим наиболее важные направления в ис-
следованиях, связанных с получением анти-
тел. Выделим два наиболее перспективных:

1) создание новых методик выделения
наиболее эффективных АТ (аффинная хро-
матография, высокоэффективная жидкост-
ная хроматография);

2) разработка способов тиражирования
выделенных АТ (получение гибридов и моно-
клональных антител).

Проблема визуализации результатов им-
мунохимической реакции представляется
весьма актуальной. Взаимодействие, назван-
ное нами реакцией 1, является физическим
(или физико-химическим) в том смысле, что в
нем не появляются дополнительные продукты
реакции и не происходит резкого изменения
свойств системы (за исключением того, что
комплекс имеет несколько меньшую раство-
римость по сравнению с исходными компонен-
тами). Это обстоятельство крайне затрудняет
его количественное изучение и, в частности,
визуализацию.

Для пояснения сравним иммунохимиче-
ский анализ с ферментным, который значи-
тельно легче поддается визуализации [10] и
может быть представлен схемой

А + Е←→ В, (2)

где А — вещество, наличие которого следует
установить; Е — фермент (энзим); В — резуль-
тирующее соединение.

В таблице приведены характеристики
описанных экспрессных (или полуэкспресс-
ных) методов определения бактерий.

2. Разработка антител, способных
к обнаружению конкретного вида

бактерий — E. coli

Сопоставительный анализ характеристик
методов (см. таблицу) показывает перспек-
тивность и целесообразность создания биосен-
соров на основе иммунохроматографического
анализа. Метод хорошо зарекомендовал себя в
медицине [8,9], при анализе вирусных заболе-
ваний сельскохозяйственных растений [11]. В
данной работе представлен материал по раз-
работке экспресс-теста, основанного на имму-
нохроматографическом анализе, особенности
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Т а б л и ц а
Характеристики неклассических методов индикации и идентификации бактерий

Характеристики
методов

Методы

Анализ запаха Микроскопия Молекулярно-
биологический

Иммуно-
хроматография

Быстродействие Менее нескольких
минут

От нескольких
минут до

нескольких часов

Несколько часов Несколько минут

Специфичность Нет Нет Очень высокая Очень высокая

Возможность изуче-
ния другого объекта

Да Да Нет Нет

Возможность ис-
пользования в
полевых условиях

Дорогостоящая
переносная

установка (до
30 кг)

Нет Может быть
определена при

разработке

Полная
(визуальное
бесприборное
наблюдение)

Стоимость оборудо-
вания

Очень высокая Очень высокая Высокая (на
стадии

разработки)

Высокая (на
стадии

разработки)

Возможность реа-
лизации в России

Практически
отсутствует

Может быть
определена при

разработке

Может быть
определена при

разработке

Да

которого состоят, прежде всего, в создании
антител для исследуемого объекта и в изуче-
нии микромеханики движения биополимеров
и их комплексов в специальных пористых но-
сителях.

Изделия для иммунохроматографическо-
го анализа являются разновидностью биосен-
соров [12]. Известные иммунохроматографи-
ческие биосенсоры [9, 11] представляют со-
бой достаточно сложную конструкцию, основ-
ную часть которой составляют биологически
активные композиционные материалы, содер-
жащие и биологический компонент (маркер-
антитело или комплекс биологического про-
исхождения), и носитель из полимера. Струк-
тура последнего должна обеспечивать движе-
ние всех участвующих в иммунной реакции
веществ — маркеров и тех объектов, которые
они способны обнаруживать. Достигнутый на
сегодняшний день уровень знаний недоста-
точен для развития и создания технологии
производства биосенсоров нового поколения.
Необходимы дополнительные исследования в
этой области [12].

С учетом изложенного авторами [12] были
поставлены следующие задачи:

а) изучение свойств поверхностей синте-
тических и природных пленок, мембран и т.д.,
содержащих интегрированные в их структу-
ры молекулы биополимеров — «датчики»;

б) исследование конденсированного со-
стояния биополимеров (белков, нуклеиновых

кислот и т.д.) в качестве «датчиков» (далее —
«антигенов») и принципов работы биологиче-
ски активных соединений в таких системах;

в) разработка принципов усиления сиг-
налов и миниатюризации аналитических
устройств для индикации иммунохроматогра-
фических реакций.

Анализ структурных особенностей носи-
телей — пленок и мембран проводился в рабо-
тах [13,14]. В соответствии с общей стратеги-
ей разработки экспресс-тестов для экологиче-
ского мониторинга, предложенной в [12], да-
лее кратко описывается основной иммуноло-
гический этап работ по созданию изделия для
экспресс-контроля, а именно антител, способ-
ных установить наличие «опасного» объекта.

Применение иммунохроматографии для
диагностики различных инфекций привело к
созданию иммунохроматографических датчи-
ков для обнаружения части патогенных мик-
роорганизмов [15]. Так, в Норвегии удалось
контролировать большое количество водое-
мов на наличие туляремии при сравнительно
низких затратах с помощью подобных тест-
полосок. Простота анализа и возможность его
проведения в нескольких участках каждого
водоема позволили в 2000 г. выявить два очага
заражения и своевременно принять противо-
эпидемические меры.

Из анализа предыдущей части работы, ка-
сающейся иммунохроматографии, ясно, что
приступать к разработке иммунохроматогра-
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Рис. 2. Оценка качества сыворотки против E. coli в
иммуноферментном анализе: 1 — 0 КОЕ; 2 — 100 млн КОЕ

Рис. 3. Чувствительность иммуноферментного анализа
на E. coli : светлые точки по темному фону — 0 КОЕ;

штриховка — 100 млн КОЕ

фического изделия можно только после полу-
чения сыворотки крови животных, подверга-
емых иммунизации. Кроме того, важно обес-
печить безопасные условия работы иммуноло-
гов. Иммунохроматографическая модель бы-
ла избрана как наиболее перспективная для
изделия, удовлетворяющего требованиям по
экспресс-диагностике микробных антигенов,
в том числе и АГ E. coli.

Разработана также схема конструкции
экологического теста, включающая носитель
для конъюгата специфических антител с
коллоидными частицами, контактирующую с
ним микропористую мембрану из нитрата
целлюлозы, и отсасывающего материала для
удаления избытка продуктов реакции [13].

В качестве антител, используемых в ре-
акции индикации E. coli, были выбраны аф-
финные антитела против поверхностных ан-
тигенов E. coli и аффинные антитела про-
тив иммуноглобулинов мыши, используемые
как для контроля, так и для отработки имму-
нохроматографических методик. Для получе-

ния аффинных антител против E. coli был вы-
делен штамм E.coli, не инфекционный для че-
ловека, но обладающий практически полным
спектром антигенов E. coli : XL1-blue, гено-
тип supE44 hsd R17 recA1 endA1 gyrA46 thi
rel A1 lac F’[proAB+lacYq lacZ∆M15 Tn(tetr)].
Моноспецифические антитела были получены
при помощи четырехкратной иммунизации
кроликов данным штаммом. Первую иммуни-
зацию проводили смесью 5×108 микробных
телец с полным адьювантом Фрейнда под-
кожно в пять точек. Дальнейшие иммуниза-
ции проводили подкожно в две точки смесью
2×108 микробных телец с неполным адью-
вантом Фрейнда. Начиная со второй имму-
низации, через 10 дней после инъекции про-
водили контроль сыворотки кроликов мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) [7].
Контроль реакции осуществляли на сканиру-
ющем спектрофотометре марки Labsystems-
MC для 96 луночных планшетов при длине
волны 492 нм. Сыворотку считали пригодной
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для получения антител, если ее титр состав-
лял не менее 1/105.

На рис. 2 представлен результат непрямой
иммуноферментной реакции гипериммунной
сыворотки против E. coli. АГ наносили в лун-
ки плашки в концентрации 100 млн бакте-
риальных телец (КОЕ). Из рис. 2 видно, что
титр данной сыворотки — примерно 1/106.
Чувствительность реакции с такой сыворот-
кой составила 100 КОЕ/мл (рис. 3). Если
учесть, что в лунки наносили по 100 мкл сы-
воротки, можно считать, что данный подход
приближается к наиболее чувствительному
культуральному методу. Для получения аф-
финных антител клетки E. coli мышиный им-
муноглобулин, изготовленный двойным выса-
ливанием 50% сульфатом аммония из сыво-
ротки мышей линии Balb/C, иммобилизова-
ли на колонках, содержащих BrCN-сефарозу
(бром-циан-сефарозу) из расчета 10 мг белка
на 1 г сорбента.

Через колонки пропускали иммунные сы-
воротки и специфические иммуноглобулины,
сепарировали с помощью реакции антиген–
антитело на колонке. Чистые аффинные ан-
титела получали после многократной про-
мывки колонки фосфатно-солевым буфером
(рН 7,3) путем элюции цитратным буфером
(рН 2,4). Раствор антител нейтрализовали
при помощи сухого Триса, доводя до рН 7,2–
7,4.

Для удаления антител к перекрестным
эпитопам раствор антител против E. coli
смешивали с убитой культурой Salmonella
tiphymurium, имеющей максимально близкий
к E. coli антигенный состав. Затем клетки
Salmonella удаляли центрифугированием, по-
лучая максимально специфичные аффинные
антитела. Для получения аффинных антител
против мышиных иммуноглобулинов допол-
нительную сорбцию не проводили.

Полученные антитела сорбировали на ча-
стицах коллоидного золота для получения ис-
пользуемого в иммунохроматографии конъ-
югата.

Было исследовано несколько образцов
коллоидного золота, отличающихся по разме-
рам частиц. Оптимальным размером при ис-
пользования коллоидного золота для связи с
антителами к первому эпитопу обладали ча-
стицы, лежащие в диапазоне 20–100 нм. При
меньшем размере частиц ухудшались оптиче-
ские свойства конъюгата. При большем раз-
мере коллоидный раствор становился неста-

бильным и твердая фаза быстро выпадала в
осадок.

Для визуализации реакции в иммунохро-
матографии служит образование комплекса
«антиген–антитело–коллоидное золото» или
«антитело–антиген–антитело–коллоидное зо-
лото». Визуализация происходит в опреде-
ленной области иммунохроматографического
стрипа (полоски), называемой тест-зоной, или
в области, называемой зоной контроля.

При разработке контрольной зоны были
отработаны концентрации наносимого на нит-
рат целлюлозы белка. Оптимальным оказал-
ся диапазон 0,3–1,0 мг/мл. При концентрации
менее 0,3 мг/мл сигнал ослаблялся из-за недо-
статка антител. При увеличении концентра-
ции сигнал также ослаблялся, но по другой
причине — из-за эффекта нарушения стехио-
метрических соотношений (так называемый
эффект прозоны).

Заключение

На основании анализа наиболее перспек-
тивных методик индикации и идентификации
бактерий для экспрессной оценки предложен
подход, основанный на иммунохроматографи-
ческом тесте.

На основе стратегии создания изделий
для мониторинга в экологии, сформулирован-
ной и рассмотренной в работах [10, 12], раз-
работаны все этапы новой технологии полу-
чения иммунологического теста для частно-
го случая индикации бактерий E. coli. Техно-
логия включает получение антител на основе
иммунизации опытных животных штаммом
E. coli, не опасным для человека, проверку
их сыворотки классическим методом иммуно-
ферментной спектрофотометрии и получение
чистых аффинных антител против E. coli.

На следующей стадии работы, после нара-
ботки информации о вязких свойствах конъ-
югатов, будет предложен алгоритм расчета
времени движения иммунологических ком-
понентов при работе тест-системы с учетом
структуры последней.
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