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НАНОЧАСТИЦЫ ЗОЛОТА, КОНЪЮГИРОВАННЫЕ 
С КОМПОНЕНТАМИ КРОЛИЧЬЕЙ ПЛАЗМЫ, ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ 
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Предложен простой и быстрый качественный метод обнаружения и дифференциации коагулазопо-
ложительных и коагулазоотрицательных стафилококков. Первые из них относятся к возбудителям
тяжелых заболеваний человека, нередко заканчивающихся летально. Помимо устойчивости к анти-
микробным препаратам, они несут ряд факторов вирулентности, определяющих тяжелые осложне-
ния. Предлагаемый метод основан на агрегации наночастиц золота, конъюгированных с компонен-
тами кроличьей плазмы, в присутствии коагулазы Staphylococcus aureus. В анализе используют обез-
зараженную на бактериальных фильтрах среду, в которой культивировали Staphylococcus ssp. Кроме
того, мы провели сравнение наночастиц различного размера – от 10 до 50 нм, ‒ и оптимизировали кон-
центрацию плазмы кролика для конъюгации с наночастицами. Наилучшие результаты получены на на-
ночастицах золота диаметром 30 нм. Время анализа составляет 1 мин, результаты оценивают визуально.
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Стафилококки ‒ группа грамположительных
бактерий, которые в организме человека могут
выполнять роль комменсалов или патогена. В
норме стафилококки обитают на слизистых обо-
лочках и коже [1]. В то же время золотистый ста-
филококк относится к основным возбудителям
инфекционных заболеваний человека [2]. При сни-
жении защитных барьеров иммунной системы раз-
виваются инфекции различной локализации, вы-
званные эндогенным стафилококком: инфекцион-
ный эндокардит, остеоартрит, поражения кожи и
мягких тканей, катетер-ассоциированные инфек-
ции кровотока [2]. Особенно это характерно для
иммунокомпрометированных лиц [3]. Довольно
большой процент тяжелых воспалительных про-
цессов и инфекций выявляют у пациентов после
хирургического лечения, завершившегося уста-
новкой импланта, катетера или протеза. С точки
зрения течения процесса наиболее опасны внут-
рибольничные штаммы Staphylococcus spp., часто
резистентные к антибиотикам [4]. Метициллин-
резистентные штаммы Staphylococcus aureus счи-

таются наиболее адаптированными с точки зре-
ния эволюции и выживания в неблагоприятных
условиях [5]. В то же время внутрибольничные
инфекции, вызванные этим возбудителем, очень
трудно поддаются лечению, в том числе антибио-
тикотерапии.

Для определения S. aureus в клинической прак-
тике применяют разные методы. При подозрении
на бактериальную инфекцию, вызванную золо-
тистым стафилококком, проводят бактериологи-
ческий посев с одновременным определением чув-
ствительности к антибиотикам. Также используют
такие технологии, как полимеразная цепная реак-
ция (ПЦР) [6, 7], микробиологический анализ
[8], либо их комбинацию [9]. Антибиотикорези-
стентность бактерий оценивают по параметру ми-
нимальной ингибирующей концентрации (МИК),
который рассчитывают по результатам микро-
биологического метода при выращивании пато-
гена на среде с добавлением антибиотиков [3]. В
том случае, когда бактериальный изолят устойчив
к традиционно используемым в клинической прак-
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тике антибиотикам, очень сложно подобрать адек-
ватную тактику лечения [10].

Еще одна характерная для Staphylococcus spp.
особенность ‒ образование биопленок, что ино-
гда используют в диагностике [11, 12]. Помимо
микробиологического анализа для идентифика-
ции штаммов Staphylococcus используют инстру-
ментальные методы (например, масс-спектромет-
рию), которые позволяют выявлять эти патогены по
составу метаболитов и проводить эпидемиологиче-
ское исследование [13, 14].

Разнообразие геномов Staphylococcus spp. опре-
деляет факторы патогенности и токсины, кодиру-
емые разными штаммами [15, 16]. Наличие ге-
номных элементов, отвечающих за устойчивость к
антибиотикам, компонентов иммунитета и фраг-
ментов, ответственных за распространение факто-
ров устойчивости внутри колоний, позволяет
этим патогенам выживать в меняющихся услови-
ях. В обзоре Turner и соавт. [5] суммированы ос-
новные генетические факторы вирулентности и
лекарственной устойчивости Staphylococcus spp.
Так, в S. aureus одним из них считается коагулаза;
причем кодирующий ее ген входит в состав ос-
новного генома этой бактерии. Опасность коагу-
лазы заключается в присущей ее способности ак-
тивировать повышение свертываемости крови с
развитием тромбоза. Этот фермент, не взаимодей-
ствуя напрямую с фибриногеном, индуцирует свя-
зывание тромбинподобного соединения с протром-
бином [17]. Определение коагулазы важно для при-
нятия решений терапевтического характера. Crosby
и др. [18] подробно обсуждали механизм взаимо-
действия коагулазы с протромбином. Образование
фибриновых сгустков позволяет отличить патоген-
ные штаммы S. aureus от менее патогенных ‒ на-
пример, коагулазоотрицательных Staphylococcus
spp. [19], что используется при проведении коагу-
лазного теста. Его сочетание с маннитол-солевым
агаром повышает специфичность и чувствитель-
ность идентификации Staphylococcus spp. [20].

Ранее А. Fisk [21] продемонстрировал возмож-
ность использования коагулазного теста для выяв-
ления патогенных стафилококков. В свое время
были разработаны первые аналитические си-
стемы для детекции коагулазы in vitro [22]. Тради-
ционно для проведения коагулазного теста исполь-
зуют кроличью или человеческую плазму, но
недавно продемонстрирована возможность приме-
нения плазмы других животных для этой цели [23].

Востребованность экспресс-теста на коагулазу
обусловлена большим потоком пациентов со ста-
филококковыми инфекциями [24]. Разработка
новых диагностикумов с использованием, напри-
мер наночастиц, приведет к возможности выяв-
лять и дифференцировать возбудители с опреде-
ленными свойствами.

Для разработки новых тест-систем проводят
выбор специфической молекулы, которая связы-
вается как с возбудителем, так и с носителем, на-
пример с наночастицей [25]. Для этой цели пред-
ложены магнитные [26], золотые [27], серебряные
[28] наночастицы, кремнезем [29], Cu-содержащие
металлоорганические каркасы (Cu-MOF) [30] и др.
Применение модифицированных наночастиц
позволяет определять Staphylococcus spp. [27, 30] и
их структурные компоненты: ДНК [31], рибосом-
ный белок L7/L12 [32], ‒ а также продукты их
жизнедеятельности: белок А [33], энтеротоксин В
[34] и другие.

Ранее, при разработке агрегационных схем ана-
лиза, нами продемонстрированы преимущества
использования наночастиц золота [35, 36]. В ка-
честве молекул для селективного связывания ста-
филококков используют антитела [37], аптамеры
[38, 39], белки и фрагменты полисахаридов. Рас-
познавание специфических белков или секрети-
руемых ферментов стафилококка служит основой
для разработки селективных аналитических тест-
систем. Так, прямое определение специфических
токсинов [40], фермента бета-лактамазы [41] или
коагулазы [42, 43] позволяет обнаружить стафи-
лококк и сделать вывод о его устойчивости к анти-
биотикам и отнести его к определенному штамму.

Целью исследования была разработка экс-
пресс-метода для качественного определения ко-
агулазы патогенных штаммов S. aureus в фильтро-
ванной культуральной среде. Для этого были син-
тезированы наночастицы золота разного размера
и конъюгированы с компонентами кроличьей
плазмы. Результат теста считали положительным
при изменении цвета наночастиц или при их аг-
регации с образованием окрашенных хлопьев.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалы

В работе использованы следующие реагенты:
гидрат хлорида золота (III) (Fluka, США); дигид-
рат цитрата натрия, трис(гидроксиметил)амино-
метан (Трис), бычий сывороточный альбумин
(Sigma-Aldrich, США); cухая кроличья плазма во
флаконах (ЗАО “Эколаб”, Россия); рекомби-
нантный белок А (“Имтек”, Россия). Вода Milli-Q
с сопротивлением 18.3 МΩ∙см при 22°C была по-
лучена на фильтрующем оборудовании Millipore
(Millipore, США) и использована для приготовле-
ния всех растворов.

Для анализа использовали 96-луночные микро-
планшеты Corning Costar (#1237010; Costar, США) и
пластиковые пробирки объемом 1.5 мл (Eppen-
dorf, Германия).

Штаммы Staphylococcus spp. (табл. 1) были по-
лучены из коллекции лаборатории молекулярной
генетики микроорганизмов ФНКЦ физико-хи-
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мической медицины ФМБА России. Предвари-
тельно бактерии растили на триптон-соевом бу-
льоне (TSB) (Oxoid, Австралия) и характеризова-
ли по патогенности, как описано ранее [44].
Питательную среду, полученную в результате куль-
тивирования каждого штамма, фильтровали с ис-
пользованием шприцевых фильтров Millipore с
диаметром пор 0.22 мкм (Millipore).

Оборудование
Для синтеза конъюгатов использовали шейкер

IntelliMixer (ELMI, Латвия). Спектры поглощения
золотых наночастиц и их конъюгатов с компонен-
тами кроличьей плазмы измеряли на спектрофото-
метре Biochrom Libra S80 (Biochrom, Великобрита-
ния). Морфологию наночастиц анализировали ме-
тодом просвечивающей электронной микроскопии
с использованием электронного микроскопа JEM
CX-100 (JEOL, Япония). Спектры наночастиц зо-
лота и их конъюгатов с компонентами кроличьей
плазмы регистрировали на спектрофотометре
Schimadzu (Schimadzu, Япония) в ультрафиолето-
вом и видимом спектрах. Оптическую плотность
в лунках микропланшета измеряли при 595 нм на
приборе ZENYTH 3100 (Anthos Labtec Instruments
GmbH, Австрия).

Получение наночастиц золота
Сферические наночастицы золота размером

30 нм (НЧЗ-30) были синтезированы восстанов-
лением раствора HAuCl4 цитратном натрия [45,
46] с модификациями. В кипящий раствор, со-
держащий 0.2 мл 5%-ного HAuCl4 в 97.5 мл де-
ионизированной воды, вносили 1.5 мл 1%-ного
цитрата натрия и кипятили в течение 25 мин. Для
частиц размером 10, 15, 20 и 50 нм (НЧЗ-10, НЧЗ-15,
НЧЗ-20 и НЧЗ-50 соответственно) использовали
следующие объемы 1%-ного раствора цитрата на-
трия: 6, 4, 2 и 0.75 мл соответственно. Реакцион-
ную смесь охлаждали при комнатной температуре
и хранили при 4–6°С.

Построение изотермы адсорбции

Изотерму адсорбции строят для определения
оптимального количества белка, в данном случае
компонентов кроличьей плазмы, способного ста-
билизировать наночастицы золота [47]. К 50 мкл
водного раствора кроличьей плазмы, взятой в
различных разведениях (от 0 до 5 × 103), добав-
ляли 500 мкл суспензии наночастиц (ОD525 1.0),
перемешивали и инкубировали 10 мин при ком-
натной температуре, после чего вносили 50 мкл
10%-ного раствора NaCl, перемешивали и через
10 мин измеряли оптическую плотность при длине
волны 580 нм. Зависимость величины OD580 от раз-
ведения кроличьей плазмы отражает агрегацию по-
лученного конъюгата при высокой ионной силе
раствора. На основании полученной изотермы ад-
сорбции выбирали разведение кроличьей плаз-
мы, оптимальное для конъюгации с наночастица-
ми золота.

Получение конъюгата наночастиц золота 
с компонентами кроличьей плазмы

Получение конъюгатов проводили по ранее
опубликованной методике [47] с небольшими мо-
дификациями. Свежеприготовленные наночасти-
цы золота помещали в стеклянные сосуды с вы-
бранным на основе изотермы адсорбции разведе-
нием кроличьей плазмы. Смесь инкубировали
30 мин при 20‒22°С при перемешивании, после
чего добавляли 10%-ный водный раствор бычьего
сывороточного альбумина (БСА) до конечной
концентрации 0.25% и выдерживали в течение
ночи при 4°С. После этого конъюгаты очищали
от несвязавшихся компонентов плазмы и БСА
центрифугированием при 19357 g при 4°С в тече-
ние 15 мин. Супернатант удаляли, а осадок ресус-
пендировали в 10 мМ Tris-HCl (pH 9.0), содержа-
щем 0.25% БСА, 0.1% Твин-20 и 0.05% NaN3.
Препараты конъюгатов хранили при 4–6°С.

Таблица 1. Характеристика штаммов Staphylococcus spp., использованных в работе 
Table 1. Characterization of Staphylococcus spp. strains used

Примечание: *MRSA ‒ метициллинрезистентный (коагулазоположительный) штамм; MSSA ‒ метициллинчувствительный
(коагулазоположительный) штамм; MRCNS ‒ метициллинрезистентный (коагулазоотрицательный) штамм. 
Note: *MRSA, methicillin-resistant (coagulase-positive) strain; MSSA, methicillin-sensitive (coagulase-positive) strain; MRCNS is a
methicillin-resistant (coagulase-negative) strain.

Номер Штамм Источник выделения Клинический диагноз ТИП*

2242 S. aureus Кости и суставы Остеомиелит MRSA

2341 S. aureus Кости и суставы Остеомиелит MSSA

293 S. aureus Кровь Сепсис MSSA

421 S. haemolyticus Горло Врожденная пневмония MRCNS
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Электронная микроскопия наночастиц

Для проведения измерений 5 мкл наночастиц
золота или их конъюгатов наносили на сетки
300 меш (Pelco International, США), покрытые по-
ливинилформальной пленкой, осажденной из
CHCl3, для фиксации анализируемого образца. Об-
разцы исследовали на электронном микроско-
пе JEM CX-100 (JEOL) в рабочем режиме 80 кВ.
Полученные микроизображения сканировали на
оборудовании CanoScan 9000F MarkII (Canon,
Япония) и анализировали с использованием про-
граммного обеспечения Image Tool (University of
Texas Health Science Center, США).

Детекция коагулазы 
в культуральной среде Staphylococcus spp.

Конъюгированные с компонентами кроличьей
плазмы наночастицы разводили до оптической
плотности 1.0 (OD595) и вносили по 100 мкл в лунки
микропланшета или в микропробирки. При ком-
натной температуре к суспензии добавляли 10 мкл
одного из следующих компонентов: фильтрован-
ной культуральной среды Staphylococcus spp., рас-
твора белка А (500, 250, 125 или 62.5 мкг/мл),
конъюгата золотых наночастиц с белком А или

воды ‒ и сразу измеряли оптическую плотность
при длине волны 595 нм.

Положительным считали результат, при кото-
ром происходило образование хлопьев или изме-
нение цвета реакционной смеси.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Принцип метода

Принцип предложенного нами метода пред-
ставлен на рис. 1. Наночастицы золота, конъюги-
рованные с компонентами кроличьей плазмы,
содержащей в том числе фибриноген, находятся в
виде стабильной суспензии в буферном растворе.
При добавлении культуральной среды, содержа-
щей коагулазу, происходит каскадное взаимодей-
ствие фермента с фибриногеном с образованием
нерастворимого фибрина. При формировании
межмолекулярных связей между фибрин-моно-
мерами, образовавшимися в результате расщеп-
ления коагулазой фибриногена, в фибриллы во-
влекаются и наночастицы золота ‒ как носители
компонентов плазмы. Этот процесс сопровожда-
ется появлением окрашенных хлопьев, состоящих
из конъюгата и фибрина, и изменением окраски
коллоида. Эти “метаморфозы” происходят в тече-

Рис. 1. Схема разработанного анализа для детекции коагулазоположительных штаммов Staphylococcus spp. Метод ос-
нован на агрегации наночастиц золота, конъюгированных с компонентами кроличьей плазмы, в состав которой вхо-
дит фибриноген, под действием коагулазы, содержащейся в культуральной жидкости коагулазоположительных штам-
мов Staphylococcus. 
Fig. 1. The scheme of the developed analysis for the detection of coagulase-positive strains of Staphylococcus spp. The method is
based on the aggregation of gold nanoparticles conjugated with the components of rabbit plasma, which includes fibrinogen, un-
der the action of coagulase contained in the culture medium of coagulase-positive Staphylococcus spp.

Золотые наночастицы,
коньюгированные

с кроличьей плазмой

Проба,
содержащая коагулазу

Образование фибрина
с последующей агрегацией

золотых наночастиц
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ние первой минуты с момента начала взаимодей-
ствия конъюгированных с компонентами кроли-
чьей плазмы наночастиц и коагулазы культураль-
ной среды Staphylococcus spp.; причем их можно
детектировать визуально.

Синтез и характеристика наночастиц, 
конъюгированных с компонентами 

кроличьей плазмы

Для разработки описанного выше анализа бы-
ли синтезированы наночастицы, для чего исполь-
зовали метод восстановления HAuCl4 цитратом
натрия. При варьировании концентраций цитра-
та натрия получили частицы со средним диаметром
10, 15, 20, 30 и 50 нм. Эти препараты охарактеризо-
ваны методом просвечивающей электронной мик-
роскопии (рис. 2). Средний диаметр наночастиц со-
ставил 11.3 ± 2.3, 15.0 ± 3.8, 21.4 ± 3.5, 31.4 ± 3.9 и
46.7 ± 4.9 нм. В препаратах отсутствовали агрегаты и
форма наночастиц была близка к сферической.

Сразу после синтеза наночастицы конъюгиро-
вали с компонентами кроличьей плазмы ‒ во из-
бежание потерь из-за снижения стабильности при
хранении. Оптимальную концентрацию плазмы
для покрытия наночастиц золота определяли по
изотерме адсорбции, полученной после добавле-
ния к конъюгатам раствора соли – натрия хлори-
да (рис. 3). При недостаточном количестве ком-

понентов плазмы и, следовательно, низкой сте-
пени стабилизации поверхности наночастицы
агрегировали в растворе соли. В этом случае зна-
чения OD580 были выше, чем для наночастиц, вза-
имодействовавших с плазмой кролика, взятой в
меньших концентрациях (рис. 3: пик при разведе-
нии плазмы в интервале от 500 (0.1 мкл в 50 мкл
водного образца) до 50 (1 мкл/50 мкл) раз и плато
при разведении в ~33 раза (1.5 мкл/50 мкл)). На
основании анализа изотермы адсорбции для ста-
билизации наночастиц золота был выбран объем
плазмы кролика 1.5 мкл, соответствующий разве-
дению в буфере 1 : 150.

Все препараты наночастиц и их конъюгатов с
компонентами кроличьей плазмы были охаракте-
ризованы спектрофотометрически: определены
максимумы поглощения в диапазоне длин волн
520‒540 нм, а также оптическая плотность конъ-
югатов после очистки и концентрирования. В
табл. 2 представлены данные для всех препаратов
наночастиц, в том числе их конъюгатов с белком А.

Использование золотых наночастиц, 
конъюгированных с компонентами кроличьей 

плазмы, для детекции коагулазы

Все препараты наночастиц, конъюгированных
с компонентами кроличьей плазмы, использова-
ли для детекции коагулазы в фильтрованных

Рис. 2. Просвечивающая электронная микроскопия образцов синтезированных наночастиц разного диаметра:
10 (НЧЗ-10), 15 (НЧЗ-15), 20 (НЧЗ-20), 30 (НЧЗ-30) и 50 (НЧЗ-50) нм. 
Fig. 2. Transmission electron microscopy of the synthesized nanoparticles of different diameters: 10 (GNP-10), 15 (GNP-15),
20 (GNP-20), 30 (GNP-30) and 50 (GNP-50) nm.
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Рис. 3. Изотерма адсорбции, построенная для выбора оптимального разведения плазмы кролика для покрытия нано-
частиц золота (НЧЗ-30). Указан объем плазмы в 50 мкл водного раствора, то есть разведение по оси абсцисс в 5000,
500, 50 и 5 раз соответственно. 
Fig. 3. Isotherm of adsorption constructed to select the optimal dilution of rabbit plasma for coating gold nanoparticles (GNP-
30). The volume of plasma in 50 μL of an aqueous solution is indicated, i.e. dilution along the abscissa axis by 5 000, 500, 50, and
5 times, respectively.
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Таблица 2. Характеристика препаратов наночастиц золота и их конъюгатов 
Table 2. Characteristics of gold nanoparticles preparations and their conjugates

Примечание: *Оптическую плотность определяли при соответствующем максимуме поглощения для выбранного конъюгата.
Note: *The optical density was determined at the corresponding absorption maximum for the selected conjugate.

Наночастицы Длина волны максимального поглощения, нм OD*

Наночастицы золота

НЧЗ-10 520‒521 1.17

НЧЗ-15 518‒519 1.17

НЧЗ-20 525‒526 1.19

НЧЗ-30 527‒528 1.32

НЧЗ-50 533‒534 1.32

Конъюгаты наночастиц с компонентами кроличьей плазмы

НЧЗ-10 524‒525 6.68

НЧЗ-15 524‒525 5.59

НЧЗ-20 525‒526 3.14

НЧЗ-30 530‒531 8.14

НЧЗ-50 538‒540 6.8

Конъюгаты наночастиц с белком А

НЧЗ-10 523‒524 5.66

НЧЗ-30 529‒530 8.21
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культуральных средах Staphylococcus spp. В связи с
тем, что аналогичных работ в литературе не пред-
ставлено, мы проананализировали реакцию на-
ночастиц разного размера при добавлении сред
коагулазоположительных стафилококков (поло-
жительный контроль), коагулазоотрицательных
стафиллококков, исходной культуральной среды,
а также белка А и конъюгатов наночастиц с бел-
ком А (отрицательные контроли). Отметим, что при
добавлении культуральных сред штаммов 2241 и
2341 (табл. 1) к конъюгированным с кроличьей
плазмой НЧЗ-50, -30 и -20 происходило незамед-
лительное изменение цвета реакционной среды
(коллоида), наблюдаемое невооруженным глазом
(рис. 4). Однако для препаратов НЧЗ-50 и -20
цвет изменялся из-за агрегации наночастиц, в то

время как с НЧЗ-30 происходило формирование
крупных хлопьев. Конъюгат самых маленьких ча-
стиц в этом исследовании, НЧЗ-10, визуально не
изменялся. Препарат НЧЗ-15 при добавлении
сред коагулазоположительных стафилококков аг-
регировал в хлопья, но изменений цвета не про-
исходило. Важно заметить, что во всех случаях
внесение в препараты наночастиц, конъюгиро-
ванных с кроличьей плазмой, чистой культураль-
ной среды или коагулазоотрицательного стафи-
лококка (421) не приводило к изменениям ни
цвета, ни структуры среды.

Как видно из рис. 4, наиболее наглядное изме-
нение реакционной среды происходит с конъ-
югатами НЧЗ-30 и -50. В первом случае образую-

Рис. 4. Анализ возможности использования золотых наночастиц, конъюгированных с компонентами кроличьей плаз-
мы, для детекции коагулазоположительных штаммов Staphylococcus по наличию коагулазы в культуральной среде.
Обозначения штаммов см. в табл. 1: 2242 и 2241 ‒ коагулазоположительные штаммы Staphylococcus, 421 ‒ коагулазо-
отрицательный штамм. С ‒ чистая культуральная среда. 
Fig. 4. Analysis of the possibility of using gold nanoparticles conjugated with components of rabbit plasma for the detection of
coagulase-positive strains of Staphylococcus spp. by the presence of coagulase in the culture medium. Designations of strains, see
tabl. 1: 2242 and 2241 are coagulase-positive strains of Staphylococcus, and 421 is a coagulase-negative strain. C, pure culture me-
dium.
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щиеся хлопья яркие, крупные и хорошо видны
невооруженным глазом. Во втором ‒ наблюдали
быстрое изменение цвета, образование агрегатов и
быстрое обесцвечивание надосадочной жидкости.
Кроме того, при хранении конъюгатов с плазмой
наибольшая стабильность обнаружена для нано-
частиц размером 30 нм (данные не представлены).

Кинетику изменения сигнала определяли спек-
трофотометрически при добавлении фильтрован-
ных питательных сред и раствора белка А к конъ-
югатам. На рис. 5а видно, что резкий скачок оп-
тической плотности происходит только при
взаимодействии конъюгатов наночастиц с культу-
ральной средой коагулазоположительных штаммов
стафилококков (2341 и 2242). Увеличение оптиче-
ской плотности происходит резко в первую мину-
ту после добавления питательной среды, затем
она снижается, что связано с выпадением в оса-
док образовавшихся комплексов наночастиц и
формированием крупных нестабильных агрега-
тов. При наблюдении за изменениями, происхо-
дящими с реакционными смесями в интервале от
нескольких часов до суток, обнаружено, что фор-
мирование хлопьев либо изменение цвета реак-
ционной среды происходило в течение первой
минуты. В ходе наблюдения за коллоидами обна-
ружена их высокая стабильность и отсутствие ко-
лебаний оптической плотности при измерении в
течение 22 ч (период наблюдения). С учетом ки-
нетики изменения оптического сигнала время

анализа было выбрано равным 1 мин. Это позволя-
ет зарегистрировать максимальную оптическую
плотность до стадии, когда начинается самопроиз-
вольное осаждение комплексов конъюгатов из ре-
акционной среды после взаимодействия с коагула-
зой в соответствующих средах после добавления ко-
агулазоположительных Staphylococcus spp. (рис. 5b).

Анализ специфичности метода

Для понимания селективности взаимодействия
конъюгатов золотых наночастиц с коагулазой в
жидкой культуральной среде была исследована
стабильность конъюгатов наночастиц золота раз-
ного размера с компонентами кроличьей плазмы.
Для этого к конъюгатам добавляли среду культи-
вирования непатогенного штамма S. haemolyticus
и чистую среду. Как видно из данных, представ-
ленных на рис. 6, ни одна из этих сред не вызыва-
ла изменений оптической плотности конъюгиро-
ванных с кроличьей плазмой наночастиц в тече-
ние времени наблюдения (3 ч). Следует заметить,
что в лунках с конъюгированными с плазмой кро-
лика 50-нм наночастицами наблюдали образование
осадка и, как следствие, снижение оптической
плотности на 20% уже через 1 ч хранения при ком-
натной температуре ‒ еще до введения контроль-
ных сред. В связи с тем, что этот самопроизволь-
ный процесс будет искажать интерпретацию ре-

Рис. 5. Кинетика изменений оптической плотности образцов при инкубации наночастиц золота, конъюгированных с
кроличьей плазмой, с различными средами. а ‒ К конъюгированным с кроличьей плазмой НЧЗ-30 добавляли куль-
туральные среды штаммов Staphylococcus, конъюгат НЧЗ-30 с белком А, чистую среду (С) или воду. b ‒ Культуральную
среду коагулазоположительного штамма S. aureus (2242) вносили в образцы конъюгированных с кроличьей плазмой
наночастиц золота разного размера: НЧЗ-50 (1), НЧЗ-30 (2), НЧЗ-20 (3), НЧЗ-15 (4), НЧЗ-10 (5). 
Fig. 5. Kinetics of changes in the optical density of samples upon incubation of gold nanoparticles conjugated with rabbit plasma
with various media. a ‒ GNP-30 conjugated with rabbit plasma was supplemented with culture media of Staphylococcus spp.,
GNP-30 conjugate with protein A, pure medium (C), or water. b – Culture medium of the coagulase-positive strain S. aureus
(2242) was added to samples of rabbit plasma-conjugated gold nanoparticles of different sizes: GNP-50 (1), GNP-30 (2),
GNP-20 (3), GNP-15 (4), GNP-10 (5).
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зультатов анализа, 50-нм наночастицы золота
были исключены из дальнейших исследований.

На основании полученных результатов для даль-
нейшего анализа был выбран конъюгат НЧЗ-30.
Как видно из данных, представленных на рис. 7,
при внесении отфильтрованных питательных сред
коагулазоположительных штаммов 2242 и 2341 в
лунки микропланшета с препаратом этих наноча-
стиц изменяется как структура, так и цвет образцов.

Таким образом, можно сделать вывод, что вза-
имодействие конъюгатов наночастиц золота со сре-
дой культивирования коагулазоположительных
штаммов Staphylococcus носит специфический ха-
рактер, а результат можно регистрировать как ви-

зуально (рис. 4), так и оптическими методами
(рис. 5).

Проведено сравнение результатов, получен-
ных нами, с описанными в литературе. За основу
взяты литературные данные по использованию на-
ночастиц для детекции патогенных штаммов S. au-
reus. Основное отличие между предложенными
тест-системами состоит в цели определения – как
целых клеток, так и конкретных маркеров: фер-
ментов, факторов агрессии, ДНК, специфиче-
ских белков, определяющих принадлежность к
S. aureus. Стоит отметить, что в случае использо-
вания золотых наночастиц размером 20 нм описа-
ны разработки по определению белка А и рибо-

Рис. 6. Кинетика изменений оптической плотности препаратов конъюгированных с кроличьей плазмой наночастиц
при внесении среды культивирования коагулазоотрицательного S. haemolyticus, штамм 421 (а); чистой среды С для ро-
ста Staphylococcus spp. (b). В анализе использованы конъюгированных с кроличьей плазмой НЧЗ-50 (1), НЧЗ-30 (2),
НЧЗ-20 (3), НЧЗ-15 (4), НЧЗ-10 (5). 
Fig. 6. Kinetics of changes in optical density of preparations of nanoparticles conjugated with rabbit plasma upon introduction of
the cultivation medium of coagulase-negative S. haemolyticus, strain 421 (a); pure medium C for the growth of Staphylococcus spp. (b).
The gold nanoparticles conjugated with rabbit plasma, GNP-50 (1), GNP-30 (2), GNP-20 (3), GNP-15 (4), GNP-10 (5),
were used.
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Рис. 7. Анализ специфичности метода. Показаны лунки микропланшета, заполненные препаратом конъюгированных
с кроличьей плазмой НЧЗ-30, в которые внесены фильтрованные среды культурования коагулазоположительных
(2242 и 2241) и коагулазоотрицательного (421) штаммов Staphylococcus, вода, чистая среда С и конъюгированные с бел-
ком А НЧЗ 30. 
Fig. 7. The analysis of specificity. There are microplate wells with rabbit plasma conjugated to GNP-30 shown after the addition
of filtered culture media of coagulase-positive (2242 and 2241) and coagulase-negative (421) strains of Staphylococcus, water, pure
medium C and GNP-30 conjugated with protein A.

Вода 2242 2341 421 293 С НЧЗ 30-
белок А
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сомного белка L7/L12 Staphylococcus spp. методом
иммунохроматографии [33]. При обнаружении це-
левого аналита наблюдалось формирование окра-
шенной полосы в тестовой зоне мембраны с иммо-
билизованными специфическими антителами.
Апробацию разработанной тест-системы прово-
дили на чистых бульонных культурах и клиниче-
ских образцах молока при стафилококковом ма-
стите. В этой работе наночастицы использовали в
качестве носителя антитела, распознающего це-
левой белок. Сочетание золотых наночастиц с маг-
нитными применяли для определения протеолити-
ческой активности S. aureus [48]. Механизм взаимо-
действия заключался в гидролизе пептида,
находящегося на магнитных шариках и золотых на-
ночастицах; при диссоциации комплексов проис-
ходило окрашивание поверхности сенсора в зо-
лотистый цвет. Золотые наностержни с платино-
вым покрытием были применены при разработке
флуориметрического анализа на основе аптамера в
качестве распознающего элемента для обнаруже-
ния стафилококкового энтеротоксина [34]. Апро-
бацию проводили на образцах молока с добавлени-
ем энтеротоксина в среду определения. Еще в одной
работе [31] использовали светорассеивающие свой-
ства золотых наночастиц, усиленных серебром.

Таким образом, исследование по получению
конъюгированных с плазмой кролика наночастиц
золота и их применению для специфической детек-
ции коагулазоположительных штаммов бактерий
проведено впервые. В описанных ранее работах
использовали в основном частицы диаметром
20 нм, причем оптимизации по размерам наноча-
стиц не проводили.

Разработанная методика для детекции коагула-
зоположительных штаммов Staphylococcus и диффе-
ренциации их от коагулазоотрицательных отли-
чается простотой, быстротой и селективностью.
Метод основан на использовании конъюгирован-
ных с компонентами кроличьей плазмы наноча-
стиц золота, которые агрегируют и образуют круп-
ные хлопья в присутствии коагулазосодержащей
среды, полученной после культивирования в ней
соответствующих штаммов Staphylococcus. Благо-
даря практически мгновенным изменениям (в те-
чение первой минуты) в структуре и окрашива-
нии реакционной среды в случае положительного
результата, которые можно детектировать визу-
ально, время анализа сведено к минимуму. Этот
качественный метод обнаружения коагулазопо-
ложительных Staphylococcus spp. имеет перспекти-
вы использования в клинической практике с воз-
можностью выявления наблюдаемых изменений
вне лаборатории.
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Gold Nanoparticles Conjugated With Rabbit Plasma Components 
for Detection Coagulase-Positive Staphylococcus Strains
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Abstract‒A simple and rapid qualitative method for the detection and differentiation of coagulase-positive
and coagulase-negative staphylococci is proposed. The first of them include pathogens that cause serious hu-
man diseases and often death. In addition to resistance to antimicrobial drugs, they carry a number of viru-
lence factors that determine severe complications. The proposed method is based on the aggregation of gold
nanoparticles conjugated with rabbit plasma components in the presence of Staphylococcus aureus coagulase.
A medium, in which Staphylococcus ssp. was grown and which was disinfected on bacterial filters, was used
in the analysis. In this study, we also compared nanoparticles of various sizes from 10 to 50 nm and chose the
rabbit plasma concentration for conjugation with nanoparticles. The best results were obtained using gold
nanoparticles with a diameter of 30 nm. The analysis time is 1 min; the results are evaluated visually.

Keywords: gold nanoparticles, conjugate, rabbit plasma, coagulase, Staphylococcus, coagulase-positive
strains, express test
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