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КОМБИНИРОВАННЫЕ СИСТЕМЫ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ  
И ИММУНОАНАЛИЗА С ВРЕМЯРАЗРЕШЕННОЙ ФЛУОРИМЕТРИЕЙ  

ИЛИ МЕМБРАННОЙ ИММУНОХРОМАТОГРАФИЕЙ  
ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДНК БАКТЕРИЙ  

SALMONELLA ENTERICA

Аннотация. Разработаны и исследованы четыре модельные биоаналитические системы, специфичные к бакте-
риям Salmonella enterica, в которых в результате полимеразной цепной реакции (ПЦР) продуцировался содержащий 
остатки биотина и флуоресцеина ампликон ДНК. Это позволило иммобилизовать ампликон в функционализиро- 
ванной твердой фазе и биоспецифически пометить хелатом европия в микропланшетах или золотыми наночасти-
цами на хроматографической мембране. Количественная детекция модифицированной ДНК осуществлялась в си-
стемах иммуноанализа с времяразрешенной флуоресценцией Eu3+ (лантанидный иммунофлуоресцентный анализ, 
ЛИФМА, DELFIA) или с фотометрией окрашенной зоны на хроматографической полоске (ИХА). Разработаны и ис-
следованы три пары праймеров для получения выбранных фрагментов гена invA, присутствующего в геномах всех 
патогенных сальмонелл. Установлена их пригодность для тест-систем. В микропланшетной системе ЛИФМА диа-
пазон определяемых концентраций полученного ампликона ДНК составил 0,01–10,0 нМ, а предел обнаружения ока-
зался равным 2 пМ. Предел визуальной детекции ампликонов ДНК в ИХА составил 0,05 нМ. Показана возможность 
проведения тестирования ампликонов без дополнительного выделения ДНК в чистом виде из реакционной смеси. 
Установлена высокая специфичность разработанных биоаналитических систем для детекции Salmonella enterica 
различных серотипов.

Ключевые слова: патогенные бактерии, Salmonella enterica, полимеразная цепная реакция, иммуноанализ  
с времяразрешенной флуориметрией, иммунохроматографический анализ
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COMBINED SYSTEMS OF POLYMERASE CHAIN REACTION AND A TIME-RESOLVED 
FLUORESCENCE IMMUNOASSAY OR MEMBRANE IMMUNOCHROMATOGRAPHY FOR 

QUANTITATIVE DETERMINATION OF SALMONELLA ENTERICA BACTERIAL DNA 

Abstract. Four model bioanalytical systems specific for Salmonella enterica have been developed and studied, in which 
a polymerase chain reaction (PCR) produced a DNA amplicon containing biotin and fluorescein residues. This enabled  
to immobilize the amplicon on a functionalized solid phase and to label it biospecifically with europium chelate in microplates 
or gold nanoparticles on a chromatographic membrane. Quantitative detection of the modified DNA was carried out in immunoassay 
systems by measuring the Eu3+ time-resolved fluorescence (dissociation-enhanced lanthanide fluorescence immunoassay, 
DELFIA) or by photometry of the colored zone on the chromatographic strip (LFA). Three pairs of primers were developed 
and examined to obtain selected fragments of the invA gene, which is present in the genomes of all pathogenic Salmonella 
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enterica. The fragments proved to be suitable for the test systems. In the microplate DELFIA system, the concentration 
range of DNA amplicon quantification was found to be 0.01–10.0 nM, and a detection limit was 2 pM. The limit of DNA 
visual detection in LFA was 0.05 nM. The possibility of testing the amplicons without additional isolation of pure DNA from  
the reaction mixture was demonstrated. The high specificity of the developed bioanalytical systems for the detection  
of various Salmonella enterica serotypes was demonstrated.

Keywords: pathogenic bacteria, Salmonella enterica, polymerase chain reaction, dissociation-enhanced lanthanide 
fluorescence immunoassay, lateral flow assay
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Введение. Продовольственное сырье и пищевые продукты могут содержать вредные органи-
ческие соединения и патогенные микроорганизмы, выявление или количественное определение 
которых является предметом научных исследований и практических разработок биоорганиче-
ской химии, микробиологии и пищевой аналитики. Одними из наиболее значимых патогенов 
являются бактерии рода Salmonella, так как при попадании в организм человека с продуктами 
питания они вызывают тяжелое поражение пищеварительной системы, поэтому их быстрое  
и чувствительное обнаружение является важным фактором обеспечения биологической безопас-
ности продуктов питания.

Принятым в качестве стандарта для обнаружения микроорганизмов, в том числе предста-
вителей рода Salmonella, является культуральный метод, проведение которого требует длитель-
ного времени (до нескольких дней) и множества трудоемких манипуляций без гарантии дости-
жения нужных характеристик селективности и чувствительности (ГОСТ 31659-2012 «Продукты 
пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella») [1]. 

В связи с этим регулярно появляются и внедряются в практику пищевой микробиологии 
ускоренные методы выявления в продуктах питания и продовольственном сырье бактерий рода 
Salmonella [2]. Среди них быстротой, специфичностью и чувствительностью выделяется им-
мунохимический анализ, направленный на клеточные антигены, и молекулярно-генетический 
тест, основанный на детекции бактериальной ДНК. Так, описаны иммуноферментное опре-
деление (ИФА) сальмонелл в формате микропланшетной сэндвич-системы [3, 4] и конкурент-
ный иммунохроматографический анализ (ИХА) этих бактерий [5]. Экспресс-метод выявления 
сальмонелл и других микроорганизмов с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР)  
в реальном времени [6] в настоящее время широко применяется в лабораторной практике  
(ГОСТ Р 52833-2007 (ИСО 22174:2005) «Микробиология пищевой продукции и кормов для жи-
вотных, метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) для определения патогенных микроорга-
низмов. Общие требования и определения»). Мишенью служат специфичные фрагменты нукле-
иновых кислот патогена, процесс анализа осуществляется в амплификаторе, который выполняет 
циклы нагрева и охлаждения образца в заданном диапазоне температур и регистрирует флуо-
ресценцию, интенсивность которой соответствует количеству образовавшихся ампликонов ДНК 
сальмонелл. Суммарно метод включает три обязательных этапа: неселективное обогащение ис-
следуемого образца, которое позволяет исключить ложноположительные результаты при детек-
ции ДНК нежизнеспособных клеток; пробоподготовку (экстракция ДНК из обогащенной куль-
туры); детекцию ДНК сальмонеллы в автоматическом режиме на термоциклере. 

Вместе с тем потребность лабораторной практики в упрощении и удешевлении процесса те-
стирования бактериальной ДНК привела к развитию альтернативного подхода, объединяющего 
селективность и чувствительность ПЦР с простотой и высокой производительностью иммуно-
химической детекции меченого ампликона. Известны системы ПЦР–ИФА с ферментно-ко-
лориметрическим определением продукта ПЦР [7, 8], тогда как комбинированные ДНК-им- 
муноаналитические системы, включающие детекцию золотыми наночастицами в ходе ИХА, 
применительно к сальмонеллам чаще исследуются в комбинации с изотермическими методами 
амплификации нуклеиновых кислот [9, 10]. 

Улучшение аналитических характеристик комбинации молекулярно-генетического и микро-
планшетного иммунохимического методов возможно путем замены колориметрической детек-
ции продукта ПЦР его флуориметрической регистрацией. В этом отношении особенно эффек-
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тивной может быть лантанидная метка иммунореагента в комбинированной системе, например 
органический комплекс иона европия, способный к долгоживущей флуоресценции с высоким 
квантовым выходом и большим стоксовым сдвигом. На этих уникальных физических свойствах 
редкоземельных металлов основан лантанидный иммунофлуориметрический анализ (ЛИФМА 
или DELFIA), в котором используется отложенная во времени регистрация флуоресцентного 
сигнала в длинноволновой области видимого спектра в условиях затухшей фоновой флуорес-
ценции. Благодаря этому ЛИФМА объединил в себе очень хорошую чувствительность и широ-
кий динамический диапазон определения аналита [11–13], которым может быть и органическая 
молекула, конъюгированная с ДНК в составе ампликона. 

Насколько нам известно, системы ПЦР–ЛИФМА ранее не исследовались, поэтому в нашей 
работе поставлена цель получить биореагенты и оптимизировать их взаимодействие в микро-
планшетной системе ПЦР–ЛИФМА, специфичной для бактерий Salmonella enterica. Кроме того, 
предполагалось экспериментально сравнить полученные результаты с биоаналитическими ха-
рактеристиками системы повышенной экспрессности ПЦР–ИХА, включающей те же базовые 
реагенты, но взаимодействующие на хроматографической мембране с визуальным или фотомет- 
рическим определением меченого ампликона ДНК S. enterica. Обе эти модельные системы мы рас- 
сматриваем как прототипы адаптированных к практике систем, построенных на комбинации 
методов изотермической рекомбиназной полимеразной амплификации и ИФА или ИХА. Разра-
ботка и применение таких систем для выявления сальмонелл в молочной продукции будут пред-
ставлены в следующей статье. 

Материалы и методы. Реактивы, препараты и приборы. В экспериментальной работе ис- 
пользовали стрептавидин из Streptomyces avidinii, бычий сывороточный альбумин, трис, тритон  
Х-100, проклин 300, триоктилфосфиноксид, β-нафтоилтрифторацетон, N-оксисукцинимидный 
эфир биотинил-ε-аминокапроновой кислоты (Sigma-Aldrich, США), моноклональное антитело  
к флуоресцеину клона 2A3cc («Хайтест», РФ), хлорид натрия, хлорид магния, твин-20, кислоту 
лимонную моногидрат (Merck, Германия), NaHCO3, сахарозу (Riedel-de Haën, Германия), колонки 
с Sephadex G-25 (GE Healthcare, США). Применявшиеся реактивы отечественных и российских 
производителей (натрий фосфорнокислый двузамещенный 12-водный, натрий фосфорнокислый 
однозамещенный 2-водный, гидроокись натрия, соляная кислота) имели классификацию не ниже  
«ч. д. а.». Антитела козы против иммуноглобулинов мыши были получены на опытном произ- 
водстве Института биоорганической химии НАН Беларуси. 

Для приготовления растворов использовали деионизированную воду с удельным электриче-
ским сопротивлением 17–18 МОм  см, полученную в модульной системе очистки воды Arium® 
pro VF фирмы Sartorius (Германия).

Получение нуклеиновых кислот бактерий Salmonella enterica. В работе использовали шесть 
вариантов ДНК сальмонелл. Препарат ДНК непатогенного штамма S. enterica серотипа Typhimu- 
rium SL7202 получали из ночной культуры бактерий с помощью набора для выделения ДНК «Нук- 
леосорб А» (ОДО «Праймтех», Беларусь) в соответствии с инструкцией. Очищенные ДНК пяти 
патогенных штаммов Salmonella (серотипы Typhimurium, Enteritidis, London, Newport и Derby) 
предоставлены РНПЦ эпидемиологии и микробиологии. 

Разработка праймеров, специфичных к ДНК Salmonella enterica. На основе множественного 
выравнивания гена invA (M90846.1) из базы данных GenBank с аналогичными генами депониро-
ванных геномов сальмонелл различных сероваров выбирали наиболее консервативные участки, 
к которым и подбирали праймеры. Специфичность разрабатываемых праймеров проверялась  
с помощью онлайн инструмента Primer-BLAST.

Проведение ПЦР для получения меченых специфических фрагментов ДНК Salmonella. Такие 
фрагменты нарабатывали путем постановки ПЦР на шести матрицах ДНК бактерий S. enterica 
серотипов Typhimurium, Enteritidis, London, Newport, Derby и непатогенного штамма SL7207 се-
ротипа Typhimurium. Эти штаммы представляют серогруппы B, C, D и E. Ампликоны ДНК, ме-
ченные флуоресцеином (FAM) и биотином (Bt) на противоположных концах, получали в ПЦР  
с применением четырех праймеров (ОДО «Праймтех», Беларусь). Использовали один прямой прай- 
мер (SE-invA-F) с флуоресцеиновой меткой (FAM) и три обратных праймера (SE-invA-R1, SE-invA-R2 
и SE-invA-R3) с биотином (Bt), присоединенным посредством длинного ПЭГ-линкера (табл.). 
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Характеристика пар праймеров к ДНК бактерий Salmonella enterica

The characteristics of primer pairs for the DNA of Salmonella enterica 

Наименование Последовательность Длина ампликона и обозначение

SE-invA-F
SE-invA-R1

5′-Bt-ttcactgacttgctatctgc-3′
5′-FAM-tcttgtcctccttacgtctg-3′

115 п. н.
FR1

SE-invA-F
SE-invA-R2

5′-Bt-ttcactgacttgctatctgc-3′
5′-FAM-tccgctaatttgatggatctc-3′ 

180 п. н.
FR2

SE-invA-F
SE-invA-R3

5′-Bt-ttcactgacttgctatctgc-3′
5′-FAM-tggcagtaccttcctcag-3′ 

215 п. н.
FR3

Состав реакционной смеси (40 мкл): 1 × смесь реагентов ArtMix c урацил-ДНК-гликозила-
зой (ООО «АртБиоТех», Беларусь), по 0,1 мкМ праймеров SE-invA-F и SE-invA-R (варианты 1, 
2 или 3), 20–50 нг матричной ДНК, деионизированная вода – до конечного объема. Программа 
реакции: 1) первичная денатурация – 95 °C, 2 мин; 2) денатурация – 95 °C, 10 с, отжиг – 55 °C, 
15 с, элонгация – 67 °C, 15 с; 35 циклов; 3) финальная элонгация – 67 °C, 2 мин. Продукты ПЦР 
анализировали путем электрофореза в 0,8%-м агарозном геле с бромистым этидием (0,5 мкг/мл) 
при напряженности электрического поля 8–10 В/см. В качестве стандартов молекулярной мас-
сы ДНК использовали GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, США). Ре-
зультаты визуализировали с помощью системы цифровой фотодокументации Bio-Rad ChemiDoc  
MP System, полученное изображение обрабатывали, применяя программу Bio-Rad Image Lab 5.0. 

Очистку продуктов ПЦР проводили с помощью набора Monarch PCR & DNA Cleanup Kit 
(NEB, США) в соответствии с рекомендациями производителя. Концентрацию ампликонов 
устанавливали флуориметрически в приборе QFX Fluorometer (DeNovix, США). В качестве 
красителя использовали ZUBR Green-1 (ОДО «Праймтех», Беларусь).

Лантанидный иммунофлуориметрический анализ. После амплификации исследовали ПЦР-про- 
дукты в двух системах ЛИФМА. При проведении иммунофлуориметрии в качестве твердофаз-
ных носителей использовали разборные полистирольные микропланшеты с 96 лунками от фир- 
мы «Хема-медика» (Россия). Конъюгаты стрептавидина и антитела к флуоресцеину с комплексо- 
натом европия синтезировали [13]. 

В системе ЛИФМА-1 в лунках микропланшета иммобилизовали моноклональное антитело  
к флуоресцеину клона 2A3cc путем внесения во все лунки по 100 мкл раствора с концентрацией 
5 мкг/мл в 0,1 М NaHCO3 и инкубации при 4–8 °С в течение 18 ч. Стабилизацию проводили 
добавлением во все лунки по 150 мкл 0,05 М трис-HCl, рН 7,5, содержащего 0,15 М NaCl, 0,05 %  
Твин 20, 1 мг/мл БСА, 2 % сахарозы, 0,01 % проклина 300, и выдерживанием планшета  
при 4–8 °С в течение 18 ч. Калибровочные растворы готовили на основе ампликонов в диа- 
пазоне концентраций 0,01–10,0 нМ в 0,05 М трис-HCl, рН 7,5, содержащем 0,15 М NaCl, 0,05 %  
Твин 20, 1 мг/мл БСА, 0,01 % проклина 300. При проведении анализа в лунки вносили по 100 мкл  
растворов ампликонов и инкубировали планшет в течение 1 ч при температуре 25 °С в термостате.  
Далее удаляли непрореагировавшие компоненты и промывали планшет с использованием 
промывочного раствора (0,01 M трис-HCl, рН 7,5, 0,15 M NaCl, 0,05 % Твин 20). На второй 
стадии в лунки вносили по 100 мкл раствора конъюгата стрептавидина с комплексонатом 
европия в концентрации 0,2 мкг/мл и инкубировали планшет в течение 1 ч при температуре 
25 °С в термостате. Далее удаляли непрореагировавшие компоненты и промывали планшет. 
В лунки вносили по 100 мкл диссоциативно-усиливающего раствора, содержащего 50 мкМ 
триоктилфосфиноксид, 15 мкМ β-нафтоилтрифторацетон и 0,1 % тритон Х-100, и инкубировали 
20 мин при встряхивании при 20–25 °С. Проводили измерение флуоресценции при длинах 
волн возбуждения 320 нм и регистрации 615 нм с временной задержкой 400 мкс с помощью 
микропланшетного флуориметра DELFIA 1234 (Wallac Oy, Финляндия). Строили график 
зависимости интенсивности времяразрешенной флуоресценции (TRF) – F в отн. ед. (ось ординат, 
линейная) от концентрации ампликона ДНК в нМ (ось абсцисс, логарифмическая), используя 
аппроксимацию y = a ∙ lg(x) + b. 
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В системе ЛИФМА-2 в лунках микропланшета иммобилизовали стрептавидин внесением  
во все лунки по 100 мкл раствора с концентрацией 5 мкг/мл в 0,1 М NaHCO3 и инкубацией  
при 4–8 °С в течение 18 ч. Стабилизацию выполняли, как описано выше. При проведении анализа 
в лунки добавляли по 100 мкл растворов ампликонов в диапазоне концентраций 0,025–10,0 нМ 
и инкубировали планшет в течение 1 ч при температуре 25 °С в термостате. После удаления 
непрореагировавших компонентов и промывки на второй стадии в лунки вносили по 100 мкл 
раствора конъюгата моноклонального антитела к флуоресцеину с комплексонатом европия в кон- 
центрации 0,5 мкг/мл. Проводили инкубацию в течение 1 ч при температуре 25 °С в термостате. 
Далее промывали планшет, инкубировали с диссоциативно-усиливающим раствором, проводили 
TRF-спектроскопию и строили график, как описано выше. 

Значение минимальной достоверно измеряемой концентрации в тест-системах получали  
из модельных калибровочных графиков как абсциссу точки (В0 + 2 SD).

Все эксперименты по исследованию связывания ампликонов проводили не менее чем в трех 
повторах. Данные обрабатывали с помощью программы Microsoft Excel. На графиках и в табли-
цах планки погрешностей обозначают среднеквадратичное отклонение (SD).

Иммунохроматографический анализ. Системы иммуноанализа на тест-полосках конструи- 
ровали с применением комплекта мембран из набора MDI Easypack (Advanced Microdevices, 
Индия), использовали нитроцеллюлозную мембрану CNPF с размером пор 10 мкм, мембрану  
для образца GFB-R7L и верхнюю впитывающую мембрану AP045. Наночастицы золота получали 
восстановлением золотохлористоводородной кислоты цитратом натрия по методу Френса [14]. 
Функционализацию наночастиц осуществляли путем адсорбции на них моноклонального анти- 
тела к флуоресцеину или стрептавидина в концентрациях, выбранных по фотометрическим дан- 
ным [15]. Биотинилированный альбумин синтезировали по универсальной методике [16] с по- 
мощью N-оксисукцинимидного эфира биотинил-ε-аминокапроновой кислоты при 10-кратном 
мольном избытке реагента по отношению к белку. Не вступившее в реакцию с белком производ- 
ное биотина удаляли гель-фильтрацией на Sephadex G-25.

На нитроцеллюлозную мембрану наносили реагенты с помощью автоматического диспен-
сера IsoFlow (ImageneTechnology, США). В системе ИХА-1 в аналитической зоне тест-полоски  
иммобилизовали моноклональное антитело к флуоресцеину из раствора с концентрацией 1 мг/мл,  
а контрольную зону формировали путем нанесения биотинилированного альбумина из раствора 
с концентрацией 0,8 мг/мл. В системе ИХА-2 аналитическую зону тест-полоски готовили путем 
адсорбции стрептавидина из раствора с концентрацией 0,5 мг/мл, а в контрольной зоне иммо-
билизовали антивидовые антитела (иммуноглобулины козы против иммуноглобулинов мыши)  
из раствора с концентрацией 0,2 мг/мл. Далее все мембраны сушили на воздухе при температуре 
20–25 °C не менее 20 ч. Затем собирали их в мультимембранный композит вместе с подложкой 
для исследуемой пробы и впитывающей мембраной. Готовые тест-полоски нарезали шириной 
3,5 мм с помощью автоматического гильотинного нарезчика IndexCutter 1 (A PointTechnologies, США). 

При проведении анализа в лунки инертного пластмассового микропланшета вносили функ-
ционализированные наночастицы золота с моноклональным антителом к флуоресцеину или  
со стрептавидином и добавляли ампликоны ДНК в возрастающих концентрациях в диапазоне 
0, 0,01–10,0 нМ. Эти реагенты выдерживали в течение 3 мин и далее в лунки помещали изготов-
ленные тест-полоски. Хроматографию проводили в течение 7 мин и далее визуально регистри-
ровали окрашивание.

Результаты и их обсуждение. ПЦР является признанным методом быстрой, чувствительной 
и высокопродуктивной амплификации специфических последовательностей ДНК и часто может  
являться методом выбора для обнаружения нуклеиновых кислот, присутствующих в очень низ-
ких концентрациях в биологических образцах. Необходимость такого эффективного способа  
детекции и количественного определения полученных продуктов амплификации привели к объ- 
единению ПЦР с иммуноанализом, реализуемым в микропланшетном варианте или на тест- 
полосках.

Представленные в нашей работе комбинированные системы ПЦР–ЛИФМА и ПЦР–ИХА  
для выявления ДНК бактерий Salmonella enterica предполагают получение ампликонов ДНК, 
меченных с противоположных концов биотином и флуоресцеином, и последующий иммуноана-
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лиз синтезированных ампликонов посредством сэндвич-связывания двух меток в функциона-
лизированных лунках микропланшета или на тест-полосках с участием биотинсвязывающего 
белка стрептавидина и моноклонального антитела к флуоресцеину. Примером может служить 
образующийся тройной комплекс «моноклональное антитело к FAM – меченая ДНК – стреп-
тавидин». Такие комбинированные системы позволяют проводить анализ в течение одного дня  
и являются очень гибким и универсальным инструментом. В микропланшетных форматах мож-
но одновременно исследовать до 96 или 384 образцов. Комбинированные системы, включающие 
ИХА, позволяют проводить детектирующий анализ продолжительностью не более 10 мин. Кро-
ме того, эти методики не требуют дорогостоящего оборудования и могут применяться в лабора-
ториях, не располагающих термоциклером для ПЦР в реальном времени. 

Получение и свойства меченых ампликонов ДНК Salmonella. Первым этапом в создании пред-
ставленных комбинированных систем являлась разработка универсальных праймеров к ДНК 
различных сероваров и подвидов S. enterica. В качестве мишени для амплификации был выбран 
фрагмент гена invA. Группа генов, к которой относится invA, была описана в 1989 г. J. E. Galán 
с коллегами. Известно, что продукты генов invA, B, C, D участвуют в проникновении клеток 
сальмонелл в клетки кишечного эпителия хозяина [17]. Иными словами, inv-белки являются 
факторами патогенности, что считается важным фактом при детекции болезнетворных бакте-
рий. Ген invA используется для молекулярной диагностики с 1990 г. и хорошо себя зарекомендо-
вал в качестве мишени для детекции нуклеиновых кислот сальмонелл [18].

На основе высококонсервативных участков гена invA (M90846.1) были разработаны четыре 
праймера, использование которых позволяет получить три различающихся по длине фрагмента 
гена invA. Длина участка определяется выбором одного из трех обратных праймеров (табл. 1). 
В работе методом ПЦР с использованием разработанных праймеров на матрицах шести пре-
паратов ДНК бактерий S. enterica серотипов Typhimurium, Enteritidis, London, Newport, Derby 
и непатогенного штамма SL7207 серотипа Typhimurium получены ампликоны FR1, FR2 и FR3 
размером соответственно 115, 180 и 215 п. н. (рис. 1).

Полученные нуклеотидные последовательности с противоположных сторон несут метки  
Bt и FAM. Соответствие полученных ампликонов ожидаемым продуктам подтверждено элек-
трофоретически. Для проверки необходимости очиски фрагментов ДНК от компонентов реакци-
онной смеси все ампликоны были получены в очищенной и неочищенной формах.

Микропланшетный ЛИФМА меченой ДНК Salmonella enterica. Для проведения иммуноана-
лиза с TRF-спектроскопией были получены, исследованы и выбраны твердофазные реагенты  

Рис. 1. Электрофореграмма ампликонов FR1, FR2 и FR3 фрагмента гена invA бактерий Salmonella enterica  
различных серотипов: 1 – London, 2 – Newport, 3 – Derby, 4 – Enteritidis, 5 –Typhymurium,  

6 – непатогенный штамм SL7207, K- – отрицательный контроль ПЦР без добавления матричной ДНК  
с различными парами праймеров 1–3, SM0321 – стандарт молекулярной массы ДНК

Fig. 1. The electrophoregram of amplicons FR1, FR2 and FR3 of the invA gene fragment of various Salmonella enterica 
serotypes: 1 – London, 2 – Newport, 3 – Derby, 4 – Enteritidis, 5 –Typhymurium, 6 – аttenuated strains SL7207,  

K- – negative control of PCR without adding template DNA with different primer pairs 1–3,  
SM0321 – DNA molecular weight standard
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и водорастворимые конъюгаты биомолекул с хелатом редкоземельного элемента (лантанида) 
Eu3+, способного к долгоживущей флуоресценции, а также были оптимизированы условия про-
ведения ЛИФМА. В микропланшете иммобилизовали связывающий реагент, специфичный к од- 
ной из меток ампликона ДНК, а главными компонентами жидкой фазы были сам ампликон  
и другой связывающий реагент для второй метки ДНК, конъюгированный с комплексонатом 
европия. В таких гетерофазных системах происходило сэндвич-связывание со стрептавидином 
и антителом к флуоресцеину ампликона ДНК за счет введенных в его структуру указанных ли-
ганда и антигена. Выявление иммобилизованного трехкомпонентного комплекса происходило 
за счет лантанидной метки. Схемы двух исследуемых систем ЛИФМА и модель калибровоч-
ного графика для определения Salmonella enterica показаны на рис. 2. Представлены данные, 
полученные на основе калибровочных проб, для приготовления которых использован продукт 
амплификации FR2, синтезированный на ДНК-матрице сальмонелл серотипа Typhimurium.  
Как видно, диапазон определяемых концентраций ДНК является широким и составляет 0,01–10,0 нМ 
для ЛИФМА-1 и 0,025–10,0 нМ для ЛИФМА-2. 

Установлено, что значения минимальной достоверно определяемой концентрации ДНК (ана-
лог предела обнаружения) равны 2 пМ для системы ЛИФМА-1 (иммобилизованное антитело  
к флуоресцеину) и 5 пМ – для ЛИФМА-2 (иммобилизованный стрептавидин) и характеризуют 
высокую аналитическую чувствительность обеих систем. 

Рис. 2. Схемы систем ЛИФМА-1 и ЛИФМА-2 и концентрационные зависимости связывания  
меченого ампликона ДНК FR2 со стрептавидином и антителом к флуоресцеину в этих системах,  

F – интенсивность времяразрешенной флуоресценции (TRF)

Fig. 2. Schemes of the DELFIA-1 and DELFIA-2 systems and concentration dependences of the binding  
of the labelled DNA amplicon FR2 with streptavidin and antibody to fluorescein in these systems,  

F – time-resolved fluorescence (TRF) intensity
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Далее система ЛИФМА-1 применялась для сравнения взаимодействий ампликонов, получен-
ных при применении разных вариантов пар праймеров и при использовании ДНК пяти сероти-
пов патогенных сальмонелл в различных условиях биоанализа. 

После проведения ПЦР в реакционой смеси кроме необходимого ампликона ДНК находятся 
также внесенные в избытке непрореагировавшие праймеры и ДНК-полимераза. Эти компоненты 
смеси могут обусловливать помехи определению ДНК, и тогда возникает необходимость очист-
ки полученного ампликона. В связи с этим проведено сравнительное исследование очищенных 
и неочищенных продуктов амплификации FR1–FR3 для всех изученных в нашей работе ДНК 
сальмонелл. Результаты для ампликонов FR2 представлены на рис. 3, такие же данные получены  
для FR1 и FR3. Установлено, что не вступившие в реакцию компоненты ПЦР-смеси не оказы-
вают значимого влияния на биоспецифические взаимо-
действия в системе ЛИФМА, так как связывание ампли- 
конов в составе исходной смеси и ампликонов после  
их очистки характеризовалось практически одинаковы-
ми сигналами TRF-спектроскопии. Аналогичные резуль-
таты получены при проведении ИХА: интенсивности 
окрашенных полос на мембране после хроматографии 
очищенных и неочищенных ампликонов не различались. 
Таким образом, системы ЛИФМА и ИХА позволяют про- 
водить анализ продуктов ПЦР без получения амплико-
нов ДНК в чистом виде.

Показано, что в ряду синтезированных ампликонов  
FR1, FR2 и FR3 всех исследуемых ДНК с увеличением 
длины олигонуклеотида от 115 п. н. до 215 п. н. происхо- 
дит некоторое уменьшение сэндвич-связывания в систе-
ме ЛИФМА. На рис. 4 показано, что одинаковые концен-
трации FR1–FR3 ДНК сальмонелл серотипа Typhimurium 
дают разные интенсивности TRF. Такая же зависимость эф-
фективности связывания от длины цепи найдена для амп- 
ликонов ДНК всех шести исследуемых сальмонелл. 

Для оценки специфичности комбинированной систе-
мы ПЦР–ЛИФМА в отношении различных серотипов 
сальмонелл проведено тестирование с использованием 
ДНК пяти серотипов этой бактерии. Выбор сероваров осу-
ществляли по двум критериям: принадлежности к различ- 

Рис. 3. Связывание очищенных (I) и не прошедших  
дополнительную очистку (II) ампликонов ДНК FR2 (0,5 нМ), 

полученных с использованием ДНК S. enterica серотипов 
Typhymurium (№ 1), Enteritidis (№ 2), London (№ 3),  

Newport (№ 4), Derby (№ 5) и непатогенного штамма  
SL7207 (№ 6) в системе ЛИФМА-1, F – интенсивность TRF

Fig. 3. The binding of purified (I) and unpurified (II) FR2 DNA 
amplicons (0.5 nM) obtained using DNA from S. enterica serotypes 

Typhymurium (№ 1), Enteritidis (№ 2), London (№ 3),  
Newport (№ 4), Derby (№ 5) and non-pathogenic strain  

SL7207 (№ 6) in the DELFIA-1 system, F – TRF intensity

Рис. 4. Связывание ампликонов ДНК FR1 (1),  
FR2 (2), FR3 (3) в системе  

ЛИФМА-1, F – интенсивность TRF

Fig. 4. The binding of DNA amplicons FR1 (1), 
FR2 (2) and FR3 (3) in the DELFIA-1 system, 

F – TRF intensity
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ным серогруппам сальмонелл (в нашем случае это В, С, D и E) и факту наибольшей встреча-
емости и распространенности среди патогенных сальмонелл. Такой подход позволяет оценить 
возможность использования тест-системы для решения практических задач полного выявления 
этих патогенных бактерий в пищевой продукции. 

Далее в работе сравнивались количественные показатели биоаналитического выявления син-
тезированных ампликонов ДНК в каждой группе FR1, FR2 и FR3 для выбора оптимальной пары 
праймеров. В каждой группе получали меченые ампликоны с использованием ДНК Salmonella 
enterica, принадлежащих к пяти серотипам и четырем серогруппам. Результаты представлены 
на рис. 5. Установлено, что происходит почти идентичное выявление сальмонелл внутри каж- 
дой из трех групп ампликонов. При этом коэффициент вариации значений связывания в едини-
цах интенсивности TRF в каждой из групп не превышает 12 %. Наиболее сходные показатели 
взаимодействия в детектирующей системе характерны для ампликонов в группах FR2 и FR3,  
где коэффициент вариации составил соответственно 5 и 7 %. Таким образом, по критериям силы 
взаимодействия в системе и специфичности связывания в группе наиболее подходящими для 
практических целей являются ампликоны FR2. Эти данные позволяют выбрать участок ДНК 
Salmonella enterica для рекомбиназной полимеразной амплификации с целью последующей раз-
работки ее комбинации с системами детекции.

Иммунохроматографический анализ меченой ДНК Salmonella enterica. Иммунохроматогра-
фическая детекция ампликонов ДНК совмещает экспрессность и хорошую чувствительность 
определения, поэтому находит широкое применение [19–21]. Мы исследовали две системы мем-
бранной иммунохроматографии. В системах ИХА-1 и ИХА-2 ампликоны ДНК, содержащие  
на противоположных концах остатки биотина и флуоресцеина, образуют коллоидные комплек-
сы соответственно со стрептавидином или антителом к флуоресцеину, мечеными наночастица-
ми золота. Далее эти комплексы мигрируют по мембране и связываются соответственно с анти-
телом к флуоресцеину или стрептавидином, иммобилизованными в аналитической зоне, образуя 
окрашенную полосу. Интенсивность окраски зависит от концентрации ампликона, внесенного 
в систему. Известно, что даже небольшие структурные изменения аналита могут влиять на его 
распознавание связывающим агентом на мембране и менять чувствительность анализа [21]. Для 
оценки эффективности комплексообразования в латеральном потоке мы исследовали в двух си-
стемах мембранной иммунохроматографии три группы ампликонов FR1, FR2 и FR3, наработан-
ных на шести матрицах ДНК Salmonella enterica. В ходе предварительной инкубации коллоидного  

Рис. 5. Связывание FAM/Bt-ампликонов FR1–FR3 (0,5 нМ) фрагмента гена invA различных серотипов  
Salmonella enterica в системе ЛИФМА-1: № 1 – Typhymurium, № 2 – Enteritidis, № 3 – London,  

№ 4 – Newport, № 5 – Derby, № 6 – непатогенный штамм SL7207
Fig. 5. The binding of FAM/Bt amplicons FR1–FR3 (0.5 nM) of the invA gene fragment  

of various Salmonella enterica serotypes in the DELFIA-1 system: № 1 – Typhymurium, № 2 – Enteritidis,  
№ 3 – London, № 4 – Newport, № 5 – Derby, № 6 – аttenuated strains SL7207
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раствора в лунке микропланшета иммобилизованные на наночастицах золота стрептавидин 
или антитело к флуоресцеину связывались с ампликонами ДНК за счет наличия на их противо- 
положных концах остатков биотина и флуоресцеина, а далее протекала хроматография на тест-по- 
лоске, содержащей соответственно антитело к флуоресцеину или стрептавидин в аналитической  
зоне. Установлено, что визуальные пределы детекции для ампликонов FR1–FR3 почти не разли-
чаются. На рис. 6 и 7 представлены результаты взаимодействия в системе, включающей ампли-
коны FR1–FR3, которые получены на матрице ДНК сальмонелл серовара Typhimurium. Данные 
для ампликонов, наработанных на ДНК-матрицах всех других исследуемых серотипов, были 
идентичными. В системе ИХА-1 на твердой фазе иммобилизовали антитело к флуоресцеину. 
Как видно из рис. 6, предел визуальной детекции не превышал 0,5–1,0 нМ. В конструкции с иммо-
билизованным на твердой фазе стрептавидином предел визуальной детекции составил 0,05 нМ 
(см. рис. 7). 

Таким образом, решением для лучшей чувствительности анализа является применение вто-
рой системы, когда стрептавидин иммобилизован на тест-полоске, а антитело к флуоресцеину 
адсорбировано на наночастицах золота. Вся процедура занимает 10 мин, что добавляет быстро-
ту к высокой чувствительности анализа.

Заключение. Для контроля биобезопасности пищевых продуктов необходимы быстрые, чув-
ствительные и специфичные методы обнаружения патогенных бактерий, таких как сальмонеллы. 
В настоящем исследовании представлена разработка комбинированных систем ПЦР–ЛИФМА  
и ПЦР–ИХА для определения ДНК Salmonella enterica, в которых аналитическая стадия детекции 
проводится в высокопроизводительном 96-луночном микропланшетном формате или в виде бы-
строй иммунохроматографии с регистрацией интенсивности сигнала времяразрешенной флуо- 
ресценции (ЛИФМА) либо окрашивания зоны на тест-полоске (ИХА).

Разработаны и исследованы праймеры для получения трех отличающихся по длине фрагмен-
тов гена invA, присутствующего в геномах всех патогенных сальмонелл. Проведено сравнение 
ампликонов, полученных на основе ДНК наиболее значимых серотипов патогенных сальмонелл, 
и выбрана оптимальная пара праймеров. Наилучшими показателями сходства характеризова-

FR1 FR2 FR3
    1    2    3    4    5     6    7    8     1    2    3    4    5    6    7    8     1    2    3    4     5    6     7    8

Контрольная 
зона →

Аналитическая 
зона →

Рис. 6. Связывание FAM/Bt-ампликонов FR1–FR3 фрагмента гена invA бактерий Salmonella enterica  
в системе ИХА-1: 1–8 – концентрация ампликона ДНК 0, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5 и 10 нМ

Fig. 6. The binding of FAM/Bt amplicons FR1–FR3 of the invA gene fragment of Salmonella enterica in the LFA-1 system: 
1–8 – DNA amplicon concentration 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5 and 10 nM

FR1 FR2 FR3
1   2   3   4    5    6    7    8    9   1    2    3    4    5    6    7    8    9 1    2   3   4   5   6   7   8    9

Рис. 7. Связывание FAM/Bt-ампликонов FR1–FR3 фрагмента гена invA бактерий Salmonella enterica  
в системе ИХА-2: 1–9 – концентрация ампликона ДНК 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2 и 5 нМ

Fig. 7. The binding of FAM/Bt amplicons FR1–FR3 of the invA gene fragment of Salmonella enterica in the LFA-2 system: 
1–9 – DNA amplicon concentration 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 and 5 nM
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лись ампликоны FR2 размером 180 п. н., синтезированные на матрицах ДНК пяти серотипов 
сальмонелл, относящихся к четырем различным серогруппам Salmonella enterica.

В биоаналитических системах синтезированные ампликоны ДНК, несущие на противопо-
ложных концах флуоресцеиновую и биотиновую метки, оказались способными к формирова-
нию сэндвич-комплексов в равновесных условиях на твердой фазе в лунках микропланшета  
и в условиях латерального потока на тест-полосках. Установлено, что для ПЦР–ЛИФМА диа-
пазон определяемых концентраций является широким и составляет 0,01–10 нМ, а предел обна-
ружения характеризуется значением 2 пМ. Предел визуальной детекции для ПЦР–ИХА равен  
0,05 нМ. Показана возможность корректной детекции ампликонов без их выделения в чистом 
виде из реакционной смеси после ПЦР. Установлена высокая специфичность биоаналитических 
систем в отношении различных серотипов бактерий Salmonella enterica. 

В итоге создан научный задел планируемой разработки комбинированных систем рекомби-
назной полимеразной амплификации ДНК салмонелл и иммуноферментной или иммунохрома-
тографической детекции, адаптированных к практическому использованию.
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