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Резюме. Современные отечественные препараты, предназначенные для серологической диагностики чумы, 

направлены, как правило, на выявление в сыворотке крови антител к одному антигену. Для повышения 

достоверности результатов анализа целесообразно применение тест-систем для одновременного опреде-

ления уровня антител к нескольким иммунодоминантным антигенам Yersinia pestis. Изучена возможность 

применения биочиповых технологий для оценки специфических антител к антигенам возбудителя чумы. 

Объект исследования — 5 коммерческих сывороток, 35 сывороток крови людей, вакцинированных живой 

чумной вакциной со сроками забора материала через 1, 4, 5, 18 месяцев после вакцинации, 5 сывороток 

здоровых доноров. Цель данной работы — разработка биологического микрочипа (иммуночипа) для выяв-

ления антител к антигенам возбудителя чумы. Для этого аминомодифицированные слайды сенсибилизи-

ровали препаратами иммунодоминантных антигенов Y. pestis: капсульного антигена F1, липополисахарида 

(ЛПС), основного соматического антигена (ОСА), фибринолизина, пестина ПП. Оценку диагностической 

специфичности и чувствительности иммуночипа осуществляли с использованием зарегистрированных 

гомо- и гетерологичных иммунобиологических препаратов и экспериментальных сывороток животных. 

Диагностическая эффективность иммуночипа составила 100%. Проведена оценка возможности приме-

нения иммуночипа для определения профиля специфических антител у людей, вакцинированных жи-

вой чумной вакциной. В качестве препарата сравнения использовали коммерческую иммуноферментную 

тест-систему «ИФА-АТ-Ф1 Yersinia pestis». Применение иммуноферментной тест-системы позволило вы-

явить наличие антител к антигену F1 Y. pestis у 77,1% вакцинированных людей в сроки забора материала 

от 1 до 18 месяцев после вакцинации в титре 1:160–1:2560. Оценка профиля антител с помощью иммуно-

чипа показала присутствие антител к антигену F1 у 91,4% вакцинированных в титре 1:320–1:2560. Кроме 

того, использование иммуночипа позволило обнаружить антитела к ЛПС, ОСА, пестину ПП у 54,3; 20; 42% 

вакцинированных людей соответственно. Процент положительной сероконверсии у лиц, вакцинирован-

ных живой чумной вакциной, составил 77,1% по результатам ИФА, 91,4% к антигену F1 — по результатам 

анализа с применением иммуночипа, 94,3% — по результатам анализа с расширенной панелью антиге-

нов. Применение нескольких антигенных маркеров в составе иммуночипа позволило выявить больший 

процент сероконверсии среди вакцинированных людей, чем традиционный иммуноферментный анализ. 

Полученные результаты указывают на перспективу применения иммуночипа для оценки гуморального 

иммунитета.
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A MICROCHIP DEVELOPED FOR DETECTING ANTIBODIES AGAINST PLAQUE-DERIVED ANTIGENS

Utkin D.V., Kireev M.N., Guseva N.P., Kaplun G.A., Kuklev V.E., Osina N.A.

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. Currently available Russia-made preparations intended for serological plague diagnostics are usually aimed 

at detecting antibodies to single bacterial antigens in the blood serum. To improve reliability of the data obtained, it is 

rational to use test systems to simultaneously quantify antibodies to several immunodominant Y. pestis antigens. An op-

portunity of using biochip technology for quantifying specific antibodies to Yersinia pestis antigens was investigated. To do 

this, 5 commercially available sera, 35 blood sera obtained from individuals vaccinated with live plague vaccine collected 

1, 4, 5, 18 months after immunization, as well as 5 sera obtained from healthy donors were analyzed. The objective of this 

work was to develop a biological microchip (immunochip) for detecting antibodies specific to Y. pestis-derived antigens. 

In particular, amino-modified slides were sensitized by immunodominant Yersinia pestis-derived antigens: capsule anti-

gen F1, lipopolysaccharide (LPS), main somatic antigen (MSA), fibrinolysin, and pestin PP. Diagnostic specificity and 

sensitivity of the immunochip were assessed by using the approved homo- and heterologous immune-biological prepara-

tions and experimental animal sera. It was found that the immunochip demonstrated a 100% diagnostic efficiency. An op-

portunity of applying this immunochip to determine specific antibody profile in individuals vaccinated with live plague 

vaccine was estimated. A commercially available ELISA-AB-F1 of Yersinia pestis kit was used for comparison that allowed 

to detect antibodies to Y. pestis F1 antigen in 77.1% of vaccinated individuals within the examined time period covering 

between 1 to 18 months post-vaccination, at titer 1:160–1:2560. In contrast, using the immunochip resulted in detecting 

F1 antigen-specific antibodies in 91.4% of samples post-vaccination at titer 1:320–1:2560. Moreover, such immunochip 

additionally allowed to detect antibodies specific to the remainder of Y. pestis-derived LPS, MSA, pestin PP in 54.3%, 

20%, 42% of vaccinated individuals, respectively. The percentage of positive seroconversion in individuals vaccinated with 

live plague vaccine was 77.1% based on the ELISA data, 91.4% — to the F1 antigen according to the immunochip data, 

and 94.3% — by analyzing an extended antigen panel. Combining multiple antigenic markers in our immunochip allowed 

to identify greater seroconversion among vaccinated people compared to a standard ELISA. Thus, the data obtained sug-

gest that the proposed immunochip technology might be promising in assessing developing humoral immunity.

Key words: biochip, antibodies, antigens, plague, immunity.

В настоящее время актуальным является 

создание и внедрение в медицинскую практику 

новейших методов лабораторной диагностики, 

обладающих высокой технологичностью, про-

изводительностью, информативностью и низ-

кой себестоимостью анализа для одновремен-

ного выявления и характеристики патогенов 

по ряду признаков, то есть проведения много-

параметрического или многофакторного анали-

за. Перечисленным требованиям удовлетворяют 

диагностические тест-системы на основе био-

логических микрочипов (биочипов). Технология 

биологических микрочипов позволяет осущест-

влять анализ как генетических маркеров, так 

и иммунобиологических молекул — антигенов, 

антител. В настоящее время разработаны био-

логические микрочипы для выявления ДНК 

и антигенов возбудителей особо опасных бакте-

риальных инфекционных болезней: чумы, холе-

ры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза [5, 6, 

7, 11]; сконструирован иммуночип для выявле-

ния антител к антигенам возбудителя холеры [8, 

9]. В то же время отсутствуют диагностические 

тест-системы для осуществления многофактор-

ного иммуносерологического анализа для вы-

явления антител к антигенам возбудителя чумы 

на основе технологии биочипов. Современные 

отечественные препараты, предназначенные для 

серологической диагностики чумы, направлены, 

как правило, на выявление в сыворотке крови че-

ловека антител к одному антигену возбудителя — 

к капсульному антигену Фракции 1 (F1) [2]. 

Фактически, определяется уровень антител к ан-

тигену F1 Yersinia pestis, что не всегда отражает 

истинную картину формирования гуморально-

го иммунитета. В частности, отмечено наличие 

антител к антигену F1 у 30% здоровых доноров 

и низкий уровень антител к F1 у постоянно при-

вивающихся живой чумной вакциной людей [4, 

10]. Для повышения достоверности результа тов 

анализа целесообразно применение тест-систем 

для одновременного определения уровня анти-

тел к нескольким иммунодоминантным антиге-

нам Y. pestis.
В связи с этим, целью данной работы была 

разработка и апробация биологического мик-

рочипа (иммуночипа) для выявления антител 

к антигенам возбудителя чумы.

Материалы и методы

При разработке иммуночипа в качестве сен-

ситина использовали препараты иммунодоми-

нантных антигенов Y. pestis: F1, липополисахарид 

(ЛПС), основной соматический антиген (ОСА), 

фибринолизин, пестин ПП. Антигены наносили 

в концентрации 1 мг/мл на аминомодифициро-

ванные слайды (Corning, США) методом кон-

тактной печати с использованием миниплотте-

ра Xact Microarrayer (LabNEXT, США). Каждый 

антиген наносили в трех повторах (рис. 1) в виде 

16 идентичных зон на одном слайде.
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Иммобилизацию антигенов осуществляли 

в течение 20 мин при температуре 60°С с пос-

ледующей обработкой блокирующим буфе-

ром (0,5% бычий сывороточный альбумин 

в 0,01 ммоль фосфатно-солевого буферного рас-

твора [ФСБ]) в течение 30 мин при температуре 

23–35°С. Слайды высушивали путем центрифу-

гирования при 1000 об./мин в течение 1 мин.

Для контроля специфичности иммуночи-

па использовали препараты иммуноглобули-

нов диагностических чумных (РУ № ФСР 2008/

02592-270409, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Рос-

потребнадзора); иммуноглобулинов диагности-

ческих псевдотуберкулезных (РУ № ФСР 2012/

13947-101012, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Рос-

потребнадзора); сыворотку диагностическую 

туляремийную (РУ № ФСР 2011/10029, ФКУЗ 

Иркутский НИПЧИ Роспотребнадзора); набор 

реагентов сывороток диагностических бруцел-

лезных anti-abortus и anti-melitensis (РУ № РЗН 

2015/2181, ФКУЗ Ставропольский НИПЧИ 

Роспотребнадзора); сыворотки и асцитические 

жидкости мышей инбредной линии BALB/c, 

иммунизированных живой чумной вакциной 

и вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ, вы-

ращенным при температуре 28°С и 37°С.

В качестве клинического материала исследо-

вали 35 сывороток крови людей, вакцинирован-

ных живой чумной вакциной (ЖЧВ), со сроками 

забора материала после вакцинации от 1 до 18 ме-

сяцев; 5 сывороток людей, не вакцинированных 

живой чумной вакциной (контрольная группа).

В качестве тест-системы сравнения исполь-

зовали тест-систему иммуноферментную для 

выявления антител к чумному микробу «ИФА-

АТ-Ф1 Yersinia pestis» (РУ № ФСР 2012/13946-

101012, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотреб-

надзора).

Для выявления специфических антител 

в клиническом и биологическом материале ис-

пользовали непрямой метод иммуноанализа. 

Исследуемые сыворотки вносили в лунки ре-

акционных ячеек (Whatman, Великобритания) 

и инкубировали на термошейкере при темпе-

ратуре 37°С в течение 1 ч со скоростью враще-

ния платформы 300 об./мин. После инкубации 

слайды отмывали троекратно ФСБ и вноси-

ли конъюгаты анти-IgG или анти-IgM анти-

тел с флуоресцентным красителем Alexa Fluor 

(Molecular Probes, США). Слайды инкубиро-

вали при температуре 37°С в течение 1 ч, от-

мывали троекратно ФСБ и высушивали цен-

трифугированием при 1000 об./мин в течение 

1 мин. Регистрацию и учет результатов осу-

ществляли с помощью многоканального флуо-

ресцентного сканера микрослайдов GenePix 

4100A (Molecular Devices, США). Уровень флуо-

ресценции считали положительным, если его 

значение превышало в 2 раза значение флуо-

ресценции в зонах нанесения отрицательного 

контроля.

Диагностическая чувствительность опреде-

лялась как доля истинно положительных резуль-

татов к числу положительных проб. Диагнос-

тическая специфичность определялась как доля 

истинно отрицательных результатов к числу от-

рицательных проб.

Статистически рассчитывали достоверность 

различий между параметрами с уровнем значи-

мости 0,95 с определением критерия Стьюдента 

(t). Доверительный интервал для доли оценивае-

мого параметра с 95% вероятностью рассчитыва-

ли по методу Уилсона с коррекцией [1] с исполь-

зованием онлайн-калькулятора Wassar Stats: Web 

Site for Statistical Computation (http://vassarstats.net/

prop1.html).

Результаты и обсуждение

По результатам иммунологического анализа 

при исследовании гомо- и гетерологичных сыво-

роток и препаратов иммуноглобулинов диагнос-

тическая специфичность и чувствительность 

иммуночипа составила 100% с доверительным 

интервалом 80–100%.

Для оценки профиля специфических анти-

тел у вакцинированных живой чумной вакци-

ной людей использовали иммуноферментную 

тест-систему «ИФА-АТ-Ф1 Yersinia pestis» и раз-

работанный иммуночип. Несмотря на то что ос-

новную роль в формировании иммунитета при 

чуме играет клеточное звено, косвенную оценку 

эффективности вакцинации чумной вакциной 

осуществляют путем определения поствакци-

нальных титров антител [12, 13]. Для выявления 

антител к возбудителю чумы используют имму-

ноферментную тест-систему «ИФА-АТ-Ф1 Yer-

sinia pestis» (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб») [2]. 

В данной работе проведена сравнительная оценка 

применения ИФА-тест-системы, позволяющей 

выявлять антитела к антигену F1 Y. pestis и имму-

ночипа на основе 5 антигенов чумного микроба.

Образцы сывороток крови людей исследова-

ли в разведениях от 1:40 до 1:5120. По результатам 

ИФА, титры антител к антигену F1 Y. pestis в сы-

воротках крови вакцинированных людей через 

1 месяц после вакцинации колебались в преде-

Рисунок 1. Схема размещения антигенов

Figure 1. A scheme depicting position of antigens
1 — F1, 2 — ЛПС, 3 — ОСА, 4 — фибринолизин, 5 — пестин ПП.
1 — F1, 2 — lipopolysaccharide, 3 — main somatic antigen, 
4 — fibrinolysin, 5 — pestin PP.
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лах 1:1280–1:2560, через 4–5 месяцев после вак-

цинации — на уровне 1:160–1:640, через 18 меся-

цев — 1:160–1:320. У 3 из 5 контрольных доноров 

(60%) обнаружены антитела к антигену F1 чум-

ного микроба в титрах от 1:40 до 1:80.

По результатам анализа с использованием 

иммуночипа титр антител к антигену F1 Y. pestis 

в сыворотках крови вакцинированных людей 

соответствовал или был выше титров, установ-

ленных в ИФА: 1:1280–1:2560 — через 1 месяц по-

сле вакцинации, 1:320–1:1280 — через 4–5 меся-

цев после вакцинации, 1:320 — через 18 месяцев 

после вакцинации. В контрольной группе анти-

тела к антигенам Y. pestis не выявлены (рис. 2). 

Полученные результаты подтверждают данные 

о высокой иммуногенности капсульного анти-

гена F1 чумного микроба [10].

Применение ИФА-тест-системы «ИФА-АТ-

Ф1 Yersinia pestis» позволило определить нали-

чие антител к антигену F1 в сыворотке крови 

у 16 вакцинированных людей из 19 (84,2%) через 

1 месяц после вакцинации, у 10 из 13 (76,9%) — 

через 4–5 месяцев, в 1 пробе из 3 (33,3%) — че-

рез 18 месяцев в контрольной группе антитела 

не выявлены (табл.).

При анализе с использованием иммуночипа 

процент положительной сероконверсии к анти-

гену F1 был выше и составил: 89,5% — через 1 ме-

сяц после вакцинации, 92,3% — через 4–5 ме-

сяцев, 100% — через 18 месяцев. Кроме того, 

у 54,3 и 22,9% людей выявлены антитела к ЛПС 

и ОСА чумного микроба соответственно (табл.). 

Липополисахарид Y. pestis представляет собой 

поверхностный антиген, состоящей из корового 

липополисахарида, характерного для бактерий 

в R-форме, и самостоятельно функционирующих 

в клетке О-боковых цепей, получивших название 

основного соматического антигена. На ранних 

сроках после вакцинации (через 1 месяц) вы-

явлены антитела к гаптенизированным формам 

ЛПС и ОСА в составе пестина ПП у 42% доноров. 

Антитела к фибринолизину в титре 1:100 не обна-

ружены, что может объясняться низким уровнем 

антител за счет экранирования фибринолизина 

клетки поверхностными капсульными и сомати-

ческими антигенами [3].

По результатам работы установлено, что про-

цент положительной сероконверсии в ИФА у лиц, 

вакцинированных ЖЧВ, составил 77,1% (дове-

рительный интервал для генеральной совокуп-

ности с 95% вероятностью составил 59,4–89%). 

По результатам анализа с применением иммуно-

чипа антитела к F1 выявлены в 91,4% случаев (до-

верительный интервал для генеральной совокуп-

ности с 95% вероятностью составил 75,8–97,8%). 

При использовании расширенной панели анти-

генов циркуляция антител к антигенам Y. pestis 

обнаружена у 94,3% доноров (доверительный 

интервал для генеральной совокупности с 95% 

вероятностью составил 79,5–99%). Применение 

нескольких антигенных маркеров в составе им-

Рисунок 2. Флуоресцентный профиль 

иммуночипа. Анализ с сыворотками людей, 

вакцинированных живой чумной вакциной 

(2–9, 11, 12) и не вакцинированных (1, 10), 

в разведении 1:100

Figure 2. Immunochip fluorescent profile. Sera obtained 
from individuals vaccinated with live plague vaccine 
(2–9, 11, 12) and unvaccinated (1, 10) in at 1:100 dilution 
were analyzed
1–12 — номера исследуемых сывороток; 
a-f — иммобилизованные антигены в пределах одного 
эррея: сорбционный буфер (а), F1 (b), 2 — ЛПС (c), 
3 — ОСА (d), 4 — фибринолизин (e), 5 — пестин ПП (f).
1–12 — serial numbers of sera examined; a-f — antigens 
immobilized within a single array: sorption buffer (a), F1 (b), 
2 — lipopolysaccharide (c), 3 — main somatic antigen (d), 
4 — fibrinolysin (e), 5 — pestin PP (f).
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муночипа позволило выявить больший процент 

сероконверсии, чем при использовании ИФА, 

что согласуется с литературными данными [4]. 

Однако статистический анализ не выявил досто-

верных различий в результатах при использова-

нии двух методов: критерий Стьюдента составил 

t = 1,47 — при анализе одного маркера, t = 1,57 — 

при анализе нескольких маркеров с критическим 

значением t = 2,776. Выраженная трансгрессия 

доверительных интервалов для данной выборки 

исследований также свидетельствует об отсут-

ствии статистически значимых различий между 

методами ИФА и иммуночиповой технологией.

Преимущество разработанного биочипа пе-

ред существующей ИФА-тест-системой — воз-

можность выявления антител к соматическим 

антигенам возбудителя чумы.

В результате проведенных исследований раз-

работан биологический микрочип для выявле-

ния антител к капсульному и соматическим ан-

тигенам возбудителя чумы. Применение имму-

ночипа позволяет осуществлять верификацию 

диагностических исследований, направленных 

на обнаружение специфических антител к анти-

генам возбудителя чумы для оценки формирова-

ния гуморального иммунитета.

Таблица. Количество серопозитивных проб при анализе в ИФА и с использованием иммуночипа

Table. The number of seropositive samples in ELISA and in the analysis using the immunochip

Исследуемая 
группа 

(срок после 
вакцинации)

Study group 
(post-vaccination 

time points)

Количество 
исследованных 

проб

Number samples 
examined

Количество 
положительных 

проб в ИФА (доля, 
доверительный 

интервал, %)

Number of positive 
samples by ELISA 

(percentage; 
confidence interval, %)

Количество проб, имеющих антитела к антигенам 
Y. pestis, по результатам анализа с использованием 

иммуночипа (доля, доверительный интервал, %)

Number of samples positive for antibodies against Y. pestis-
derived antigens by using immunochip (percentage; 

confidence interval, %)

F1
ЛПС

LPS

ОСА

Main 
somatic 
antigen

всего 
серопозитивных 

проб

total seropositive 
samples

1 месяц

1 months
19 16 (84,2; 

59,5–95,8)
17 (89,5; 

65,5–98,2)
12 (63,2; 

38,6–82,8)
1 (5,3; 

0,3–28,1)
18 (94,7; 

71,9–99,7)

4–5 месяцев

4–5 months
13 10 (76,9; 

46,0–93,8)
12 (92,3; 

62,1–99,6)
5 (38,5; 

15,1–67,7)
5 (38,5; 

15,1–67,7)
12 (92,3; 

62,1–99,6)

18 месяцев

18 months
3 1 (33,3; 

1,8–87,5)
3 (100,0; 

31,0–100,0)
2 (66,7; 

12,5–98,2)
2 (66,7; 

12,5–98,2)
3 (100,0; 

31,0–100,0)

Всего

Total
35 27 (77,1; 

59,4–89,0)
32 (91,4; 

75,8–97,8)
19 (54,3; 

36,9–70,8)
8 (22,9; 

11,0–40,6)
33 (94,3; 

79,5–99,0)

Контрольная 
группа

Control group
5 0 (0) 0 0 0 0
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