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[bookmark: _GoBack]Каждый год потери урожая от болезней картофеля, связанных с фитопатогенными бактериями, составляют 10-15 % от всего урожая. Наиболее распространенным бактериальным заболеванием картофеля является черная ножка, вызываемая, в частности, бактерией Dickeya solani. Черная ножка способна проявляться в двух формах: в виде некроза стеблей и мягкой гнили клубней. Патогены, вызывающие черную ножку, могут длительное время сохраняться в почве и на поверхности оборудования, а также передаваться через зараженную воду и насекомых. Визуальный осмотр растений не может гарантировать своевременное выявление черной ножки картофеля, в связи с чем становится особо актуально применение высокочувствительных диагностических инструментов, в частности, иммунохроматографического анализа (ИХА). Однако, значительным ограничением разработки новых тест-систем является недостаточная иммунореагентная база для их реализации. 
В связи с этим, цель данной работы – получение, очистка и биохимическая характеристика поликлональных антител к Dickeya solani и их применение в экспресс-диагностике.
Для получения препаратов антител использовалась сыворотка кроликов породы Советская шиншилла, иммунизированных по схеме, применяемой в отделе биотехнологии ГНУ «ВНИИКХ» для получения антисывороток к бактериальным антигенам. Для определения титра сывороток применяли метод непрямого иммуноферментного анализа (ИФА).
В качестве методов очистки выбраны аффинная хроматография с сефарозой/белком А и высаливание насыщенным раствором сульфата аммония (4,1 М) с последующим диализом в фосфатно-солевом буфере (50 мМ, pH=7,4). Для подбора оптимального метода очистки антител оценили разную последовательность описанных методов. 
Наибольший выход и чистота целевого продукта достигнуты при использовании следующей последовательности: проводилась аффинная хроматография, затем — фракционирование методом высаливания и диализ с заменой 50 мМ фосфатно-солевого буферного раствора (pH=7,5) (3Х). Данный подход обеспечивает эффективное удаление примесей и нецелевых реагентов с последующим восстановлением нативной среды образца. Первичная чувствительность тест-системы на основе полученных антител составила 10^6 кл/мл. При использовании обратной последовательности очистки антител, они давали ложноположительное связывание в аналитической зоне. 
Оценку чистоты препарата полученных антител проводили методом электрофореза в вертикальном полиакриламидном геле в присутствии денатурирующих и восстанавливающих агентов. Полученные данные подтвердили эффективность выделения IgG: визуализировались два характерных фрагмента, соответствующих тяжелым (~50 кДа) и легким (~25 кДа) цепям иммуноглобулина.
Полученные в ходе исследования препараты представляют собой готовую основу для разработки ИХА. Внедрение таких тест-систем позволит проводить массовый скрининг бактериальных инфекций картофеля непосредственно в полевых условиях или в пунктах приемки урожая.

