
Про ве де ние эф фек тив ной скри нин го вой ди -
аг нос ти ки ту бер ку ле за — од на из при о ри тет ных
за дач здра во ох ра не ния. По уров ню смер т нос ти от
ин фек ци он ных бо лез ней сре ди взрос ло го на се ле -
ния ту бер ку лез за ни ма ет од но из пер вых мест в ми -
ре [1]. Для сво ев ре мен но го ле че ния и пре дот в ра -
ще ния рас п рос т ра не ния ин фек ции не об хо ди мы
прос тые и эк с прес с ные ме то ды ди аг нос ти ки ту -
бер ку ле за [2, 3]. Об на ру же ние в кро ви спе ци фи -

чес ких ан ти тел (се ро ди аг нос ти ка) яв ля ет ся бо лее
удоб ным и быс т рым спо со бом ди аг нос ти ки, чем
вы яв ле ние са мо го воз бу ди те ля ту бер ку ле за или
его ан ти ге нов мик ро би о ло ги чес ки ми ме то да ми
[4], пос коль ку в се ро ди аг нос ти ке тес ти ру е мым
объ ек том яв ляют ся кровь или сы во рот ка, тог да
как при вы яв ле нии воз бу ди те ля па то ген мо жет
быть ло ка ли зо ван в оп ре де лен ном ор га не или тка -
ни и не всег да по па да ет в кровоток. Осо бен но пер -
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Им му нох  ро ма т ог ра ф и чес к ая  се  ро ди а г  нос ти  ка ту  бер ку  ле  за 
с и с  поль  зо ва ни ем к онъ ю  га  та к ол ло и д ное зо ло т о— ан ти г ен

Пред ло же на но вая ме то ди ка им му нох ро ма тог ра фи чес кой се ро ди аг нос ти ки ту бер ку -
ле за, ос но ван ная на вза и мо дей с т вии со дер жа щих ся в сы во рот ке кро ви спе ци фич -
ных к Mycobacterium tuberculosis им му ног ло бу ли нов с конъ ю га том мар кер—ан ти -
ген и пос ле ду ю щем свя зы ва нии об ра зо вав ше го ся ком п лек са с им мо би ли зо ван ным
на тес т - по лос ке бел ком А Staphylococcus aureus. Дан ная ме то ди ка ис к лю ча ет свя зы -
ва ние с мар ке ром им му ног ло бу ли нов сы во рот ки кро ви, неспе ци фич ных к M. tu -
berculosis, в от ли чие от тра ди ци он ной ме то ди ки, согласно ко то рой все со дер жа щи е -
ся в про бе им му ног ло бу ли ны учас т ву ют в ре ак ции с конъ ю га том мар ке ра и им му ног -
ло бу лин - с вя зы ва ю ще го бел ка, а за тем во шед шие в сос тав ме че но го ком п лек са спе -
ци фи чес кие ан ти те ла вза и мо дей с т ву ют с им мо би ли зо ван ным ан ти ге ном. Пред ла га -
е мый под ход ре а ли зо ван с ис поль зо ва ни ем в ка чес т ве ан ти ге на ре ком би нан т но го
бел ка 38 кДа (Rv0934) M. tuberculosis, а в ка чес т ве мар ке ра — кол ло ид но го зо ло та.
Эк с пе ри мен таль но по ка за но, что пред ло жен ная ме то ди ка поз во ля ет уве ли чить про -
цент вы яв ле ния се ро по ло жи тель ных сы во ро ток c низ кой кон цен т ра ци ей ан ти тел
про тив воз бу ди те ля ту бер ку ле за.

Клю че вые сло ва: им му нох ро ма тог ра фия, кол ло ид ное зо ло то, се ро ди аг нос ти ка, ту бер ку лез.

                                 
Сот ни ков Дмит рий Ва си ль е вич, Жер дев Ана то лий Ви та ль е вич, Ав ди ен ко Ва дим Гри го рь е вич, Дзан ти ев Бо рис Бо ри со вич.

Спи сок  со кра ще ний: БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; ИХА — им му нох ро ма тог ра фи че ский ана лиз; КЗ — кол ло ид ное
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с пек тив на для мас со во го ис поль зо ва ния се ро ди аг -
нос ти ка в фор ма те им му нох ро ма тог ра фи чес ко го
ана ли за (ИХА), ко то рый мо жет про во дить ся в по -
ле вых (вне ла бо ра тор ных) ус ло ви ях [5, 6]. 

Об щая схе ма им му нох ро ма тог ра фи чес кой
се ро ди аг нос ти ки зак лю ча ет ся в сле ду ю щем. Тес -
ти ру е мая жид кая про ба впи ты ва ет ся мем б ра на ми
тес т - по лос ки. Пе ре ме ща ясь вдоль муль ти мем б -
ран но го ком по зи та, ком по нен ты про бы сна ча ла
вза и мо дей с т ву ют с им му ног ло бу лин - с вя зы ва ю -
щим ре а ген том (ан ти ви до вые ан ти те ла, бе лок А
Staphylococcus aureus, бе лок G Streptococcus ssp. и 
др.), им мо би ли зо ван ным на час ти цах мар ке ра —
как пра ви ло, на кол ло ид ном зо ло те (КЗ). Сфор ми -
ро вав ший ся ком п лекс вмес те с жид кос тью по па да -
ет на учас ток мем б ра ны с им мо би ли зо ван ным ан -
ти ге ном (тес то вую, или ана ли ти чес кую зо ну), где, 
вза и мо дей с т вуя с этим ан ти ге ном, об ра зу ет ок ра -
шен ную по ло су за счет кон цен т ри ро ва ния цвет но -
го мар ке ра. Ин тен сив ность ок ра ши ва ния ана ли ти -
чес кой зо ны от ра жа ет кон цен т ра цию спе ци фи чес -
ких ан ти тел в про бе и их сродст во к ан ти ге ну. 

На дан ном прин ци пе ос но ва ны все ком мер -
чес ки дос туп ные им му нох ро ма тог ра фи чес кие тес -
ты для се ро ди аг нос ти ки ту бер ку ле за, нап ри мер,
та кие, как «TB-Check-1» ком па нии Vedalab (Фран -
ция), «One step dBest TB» фир мы AmeriTek
(США), «Hexagon TB» фир мы Human (Гер ма ния)
и др. Од ной из ос нов ных при чин лож но от ри ца -
тель ных ре зуль та тов при ис поль зо ва нии тес тов
дан но го ти па яв ля ет ся не воз мож ность вы яв ле ния
ан ти тел в низ ких кон цен т ра ци ях. В от ли чие от им -
му но фер мен т но го ана ли за, поз во ляющего де тек -
ти ро вать ком п лек сы, в об ра зо ва нии ко то рых учас -
т ву ют толь ко спе ци фи чес кие им му ног ло бу ли ны,
а нес пе ци фи чес кие пос ле ин ку ба ции с ан ти ге ном
от мы ва ют ся, в ИХА все вза и мо дей с т вия про во дят -
ся без раз де ле ния ком по нен тов. Пос коль ку с ре а -
ген том, свя зы ва ю щим им му ног ло бу ли ны, спо соб -
ны вза и мо дей с т во вать все им му ног ло бу ли ны в
про бе, а из них толь ко не бо лее 5% при хо дит ся на
спе ци фи чес кие ан ти те ла к оп ре де лен но му ан ти ге -
ну, то боль шин с т во ре цеп тор ных мо ле кул на по -
вер х нос ти мар ке ра бу дет за ня то мо ле ку ла ми им -
му ног ло бу ли нов, не спо соб ных к свя зы ва нию с ан -
ти ге ном. Эта бло ки ров ка су щес т вен но ог ра ни чи -
ва ет свя зы ва ние мар ке ра (КЗ) в ана ли ти чес кой зо -
не, что при во дит к сни же нию чув с т ви тель нос ти
тес ти ро ва ния и, как след с т вие, к воз рас та нию чис -
ла лож но от ри ца тель ных ре зуль та тов.

Про ве ден ные ис с ле до ва ния име ли целью
раз ра бот ку аль тер на тив ной ме то ди ки ИХА, ко то -
рая поз во ля ет по вы сить про цент вы яв ле ния се ро -
по ло жи тель ных сы во ро ток, а так же ха рак те рис ти -

ку пред ло жен но го под хо да в срав не нии с тра ди ци -
он ной ме то ди кой для се ро ди аг нос ти ки ле гоч но го
ту бер ку ле за.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ре ак ти вы. Ис поль зо ва ли ре ком би нан т ный
бе лок А Staphylococcus aureus (да лее — бе лок А)
(ООО «Им тек», Рос сия), твин-20, азид нат рия (Sig -
ma, США), зо ло тох ло рис то во до род ную кис ло ту
(Fluka, Гер ма ния), бы чий сы во ро точ ный аль бу -
мин (БСА) (MP Biomedicals, США), ре ком би нан т -
ный ан ти ген 38 кДа (Rv0934) M. tuberculosis (кат.
№ AGMTB-0220, Arista Biologicals Inc., США), мо -
нок ло наль ные ан ти те ла НТМ81 и HTM61 про тив
ре ком би нан т ных ан ти ге нов Rv0934 и Rv2031c
M. tuberculosis, со от вет с т вен но (Все рос сий с кий
на уч ный центр мо ле ку ляр ной ди аг нос ти ки и ле че -
ния, Мос к ва). Все ис поль зо ван ные соли были рос -
сий с ко го про из вод с т ва, ана ли ти чес кой или хи ми -
чес кой чис то ты. Воду для при го тов ле ния рас т во -
ров очи ща ли на ус та нов ке MilliQ (Millipore, США).

Сы во рот ки кро ви боль ных ту бер ку ле зом 
ор га нов ды ха ния с под т вер ж ден ным ди аг но зом
ле гоч но го ту бер ку ле за были по лу че ны от боль ных
с от к ры ты ми фор ма ми ту бер ку ле за (ин филь т ра -
тив ным, фиб роз но- ка вер ноз ным и ми ли ар ным) из 
кли ни чес ких от де ле ний ЦНИИ ту бер ку ле за РАМН,
Мос к ва. Для всех сы во ро ток было по ка за но на ли -
чие про ти во ту бер ку лез ных ан ти тел ме то дом ко ли -
чес т вен но го им му но фер мен т но го ана ли за с ис поль -
зо ва ни ем на бо ров «Амер Кард Анти- ТУБ- IgG»
про из вод с т ва ООО «Амер Кард», Мос к ва.

Сы во рот ки здо ро вых до но ров пре дос тав -
ле ны ГНЦ «Ин с ти тут им му но ло гии» ФМБА,
Мос к ва.

По лу че ние кол ло ид но го зо ло та. К 97,5 мл
ки пя щей де и о ни зо ван ной воды до бав ля ли 2,95 мл 
0,34%-ной зо ло тох ло рис то во до род ной кис ло ты.
Смесь ки пя ти ли 2 мин при пе ре ме ши ва нии. За тем 
для по лу че ния кол ло ид но го зо ло та со сред ним ди -
а мет ром час тиц 20 и 48 нм до бав ля ли со от вет с т -
вен но 1,44 и 0,92 мл 1%-но го рас т во ра цит ра та
нат рия, смесь ки пя ти ли при пе ре ме ши ва нии в те -
че ние 30 мин и ох лаж да ли до ком нат ной тем пе ра -
ту ры. По лу чен ные пре па ра ты хра ни ли при 4° [7]. 

Прос ве чи ва ю щая элек т рон ная мик рос ко -
пия. Пре па рат кол ло ид но го зо ло та на но си ли на
сет ки (300 меш, Pelco International, США), пок ры -
тые плен кой - под лож кой из по ли ви нил фор ма ля,
рас т во рен но го в хло ро фор ме. Для по лу че ния
сним ков ис поль зо ва ли элек т рон ный мик рос коп
CX-100 (Jeol, Япо ния) при ус ко ря ю щем нап ря же -
нии 80 кВ и уве ли че нии 33000. Раз ме ры и фор му
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час тиц на мик ро фо тог ра фи ях в циф ро вой фор ме
ана ли зи ро ва ли с по мощью прог рам мы Image To ol
(University of Te xas Health Science Centre at San
Antonio, США) [8].

Им мо би ли за ция бел ка А S. aure us и ан ти ге на
Rv0934 M. tu ber cu lo sis на ча с ти цах кол ло ид но -
го зо ло та

В эк с пе ри мен тах был ис поль зо ван ан ти ген
Rv0934 (из вес т ный в ли те ра ту ре так же как ан ти -
ген 38 кДа, Ag78, antigen 5, PhoS, PstS1) — пе ри -
п лаз ма ти чес кий фос фат - с вя зы ва ю щий бе лок с мо -
ле ку ляр ной мас сой 38 кДа, яв ля ю щий ся од ним из
им му но до ми нан т ных ан ти ге нов M. tuberculosis [9].

Кон цен т ра цию бел ков, оп ти маль ную для по -
лу че ния ста биль ных конъ ю га тов, оп ре де ля ли по
фло ку ля ци он ным кри вым — кон цен т ра ци он ным
за ви си мос тям оп ти чес кой плот нос ти (ОП) рас т во -
ров кол ло ид но го зо ло та при  595 нм в при сут с т -
вии 10% NaCl [10].

Им мо би ли за цию про во ди ли сог лас но [11].
Бел ки ди а ли зо ва ли про тив 1000-кратного объ е ма 
10 мМ кар бо нат но го бу фе ра, рН 9,0. К кол ло ид но -
му зо ло ту (ОП520=1,0) до бав ля ли 0,1 М К2СО3 до
дос ти же ния рН 9,0, а за тем бе лок А или ан ти ген
Rv0934 M. tuberculosis до ко неч ной кон цен т ра -
ции 8 и 20 мкг/мл, со от вет с т вен но, выб ран ных на 
ос но ва нии фло ку ля ци он ных кри вых. Смесь ин ку -
би ро ва ли 10 мин при ком нат ной тем пе ра ту ре и
пе ре ме ши ва нии, пос ле чего до бав ля ли 10%-ный
вод ный рас т вор БСА до ко неч ной кон цен т ра ции
0,25%.

Час ти цы кол ло ид но го зо ло та от де ля ли от не -
им мо би ли зо вав ше го ся бел ка пу тем 30-минутного 
цен т ри фу ги ро ва ния при 6000 g. Оса док ре сус пен -
ди ро ва ли в 50 мМ К-фос фат ном бу фе ре, рН 7,4, с
0,1 М NaCl (PBS), со дер жа щем 0,25% БСА. При
не об хо ди мос ти дли тель но го хра не ния до бав ля ли
NaN3 до ко неч ной кон цен т ра ции 0,05%. Пре па ра -
ты конъ ю га тов хра ни ли при 4°.

На не се ние ре а ген тов на им му нох ро ма тог -
ра фи чес кие мем б ра ны. Для на не се ния ре а ген тов
ис поль зо ва ли дис пен сер IsoFlow фир мы Imagene
Technology (США).

Тест-си с те ма для опре де ле ния 
спе ци фи че ских ан ти тел про тив M. tu ber cu lo sis
с ис по ль зо ва ни ем конъ ю га та кол ло ид но го 
зо ло та с бел ком А

Для фор ми ро ва ния ана ли ти чес кой зоны на
нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну (CNPH90, Advan -

ced Microdevices, Ин дия) на но си ли пре па рат ан ти -
ге на Rv0934 M. tuberculosis в ви де рас т во ра с кон -
цен т ра ци ей 1,0 мг/мл в дис тил ли ро ван ной воде в
ко ли чес т ве 2 мкл на 1 см по ло сы. Конъ ю гат кол ло -
ид но го зо ло та с бел ком А на но си ли на под лож ку
для конъ ю га та (PT-R5, Advanced Micro de vices) в
раз ве де нии, со от вет с т ву ю щем ОП520=10,0, в объ е -
ме 11 мкл на 1 см по ло сы.

Тест-си с те ма для опре де ле ния 
спе ци фи че ских ан ти тел про тив M. tu ber cu lo sis
с ис по ль зо ва ни ем конъ ю га та кол ло ид но го 
зо ло та с ан ти ге ном 38 кДа M. tu ber cu lo sis

Для фор ми ро ва ния ана ли ти чес кой зоны ис -
поль зо ва ли бе лок А. На 1 см по ло сы на мем б ра не
CNPH90 на но си ли 2 мкл рас т во ра это го бел ка
(10,0 мг/мл в 50 мМ фос фат ном бу фе ре, рН 7,4).
Конъ ю гат кол ло ид но го зо ло та с ан ти ге ном Rv0934
M. tuberculosis на но си ли на под лож ку PT-R5 в раз -
ве де нии, со от вет с т ву ю щем ОП520=2,0, в объ е ме
8 мкл на 1 см по ло сы. 

Из го тов ле ние им му нох ро ма тог ра фи чес ких
тес т - сис тем. Пос ле на не се ния ре а ген тов мем б ра -
ны су ши ли на воз ду хе при 20—22° не ме нее 20 ч.
Для из го тов ле ния им му нох ро ма тог ра фи чес ких
тес т - сис тем ис поль зо ва ли на бор mdi Easypack
(Advanced Microdevices), вклю ча ю щий ра бо чую
мем б ра ну CNPH90, под лож ку для конъ ю га та PT-R5, 
мем б ра ну для на не се ния об раз ца FR1(0,6) и ко неч -
ную ад сор би ру ю щую мем б ра ну AP045. Со би ра ли 
муль ти мем б ран ный ком по зит, из ко то ро го по лу ча ли 
по лос ки ши ри ной 3,5 мм, ис поль зуя ав то ма ти чес -
кий гиль о тин ный на рез чик Index Cutter-1 (A-Point 
Technologies, США). Тес т - по лос ки с осу ши те лем
си ли ка ге лем гер ме тич но упа ко вы ва ли в па ке ты из 
ла ми ни ро ван ной алю ми ни е вой фоль ги с по мощью
за па и ва те ля с ми ни кон вей е ром FR-900 (Wenzhou
Dingli Packing Machinery, Ки тай). На рез ку и упа -
ков ку про во ди ли  при 20—22° в спе ци аль ном по -
ме ще нии с от но си тель ной влаж нос тью воз ду ха не 
бо лее 30%. Упа ко ван ные тес т - по лос ки хра ни ли
при 20—22° [12].

Им му нох ро ма тог ра фи чес кий ана лиз про -
во ди ли при ком нат ной тем пе ра ту ре. Одну кап лю
сы во рот ки кро ви на но си ли в про бир ку (Eppen -
dorf, Гер ма ния), до бав ля ли туда 3 кап ли PBS, со -
дер жа ще го 1% твин-20, и вер ти каль но по ме ща ли
тес т - по лос ку в ту же про бир ку. Че рез 10 мин ви зу -
аль но кон т ро ли ро ва ли ре зуль тат ИХА. Ко ли чес т -
вен ное свя зы ва ние мет ки оце ни ва ли с по мощью
пор та тив но го ви де о циф ро во го ана ли за то ра «Реф -
ле ком» про из вод с т ва ООО «Син тэ ко- Ком п лекс»
(Рос сия).
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РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Син тез конъ ю гатов бел ков c кол ло ид ным 
зо ло том

По лу чен ные пре па ра ты кол ло ид но го зо ло та 
по дан ным элек т рон ной мик рос ко пии ха рак те ри -
зо ва лись сред ним (по обе им осям) ди а мет ром час -
тиц око ло 20 нм и 48 нм (табл. 1).

Для оп ре де ле ния кон цен т ра ции бел ков, оп -
ти маль ной для по лу че ния ста биль ных, не аг ре ги -
ру ю щих конъ ю га тов с кол ло ид ным зо ло том, про -
цесс ад сор б ции кон т ро ли ро ва ли по ве ли чи не ОП
при дли не вол ны 595 нм и до бав ле нии 10%-но го
рас т во ра NaCl. Оп ти маль ная кон цен т ра ция бел ка
для по лу че ния конъ ю га та оп ре де ля ет ся как кон -
цен т ра ция, на 10—15 % пре вы ша ю щая та ко вую в
точ ке вы хо да фло кку ля ци он ной кри вой (ОП595) на 
пла то, сог лас но су щес т ву ю щим ре ко мен да ци ям
[10]. Ис хо дя из по лу чен ных за ви си мос тей (рис. 1)
для конъ ю га тов с пре па ра том КЗ №1 (сред ний ди а -
метр 20 нм) были выб ра ны сле ду ю щие кон цен т ра -
ции: 8 мкг/мл бел ка А и 20 мкг/мл ан ти ге на
Rv0934.

Ана лиз вли я ния не спе ци фи че ских 
им му ног ло бу ли нов на пре дел 
им му нох ро ма тог ра фи че ско го вы яв ле ния 
ан ти тел к ан ти ге ну Rv0934

Об щий уро вень им му ног ло бу ли нов в сы во -
рот ке кро ви зна чи тель но пре вы ша ет уро вень спе -
ци фи чес ких им му ног ло бу ли нов. Для оцен ки ос -
лаб ле ния сиг на ла при им му нох ро ма тог ра фи чес -
ком ана ли зе вслед с т вие кон ку рен ции спе ци фи чес -
ких и нес пе ци фи чес ких ан ти тел за свя зы ва ние с
мар ке ром был про ве ден мо дель ный опыт. Мо нок -
ло наль ные ан ти те ла (мо но АТ) HTM81 про тив ан -
ти ге на Rv0934 в кон цен т ра ции 10 мкг/мл сме ши -
ва ли с мо но АТ, не вза и мо дей с т ву ю щи ми с дан -
ным ан ти ге ном, в со от но ше нии от 1:1 до 1:30, а за -
тем про во ди ли им му нох ро ма тог ра фи чес кое вы яв -

ле ние спе ци фи чес ких ан ти тел в по лу чен ных рас т -
во рах с ис поль зо ва ни ем обыч ных тес т - по ло сок (с
КЗ конъ ю ги ро ван бе лок А, а в ана ли ти чес кой зоне 
им мо би ли зо ван ан ти ген).

При кон цен т ра ции конъ ю га тов КЗ со сред -
ним ди а мет ром 20 нм и 48 нм, рав ной 109 М и
9·1011 М (что со от вет с т ву ет ОП1), при сут с т вие
нес пе ци фи чес ких ан ти тел, взятых в двук рат ном
из быт ке по от но ше нию к спе ци фи чес ким, сни жа ет 
ок ра ши ва ние ана ли ти чес кой зоны до ви зу аль но не -
де тек ти ру е мо го пре де ла (со от вет с т ву ю ще го сиг -
на лу ана ли за то ра «Реф ле ком» 0,5 усл. ед.). Уве ли -
че ние кон цен т ра ции конъ ю га та в 3 раза поз во ля ет
де тек ти ро вать спе ци фи чес кие ан ти те ла в сме си
даже при со от но ше нии нес пе ци фи чес ких/спе ци -
фи чес ких ан ти тел, рав ном 10:1 — 20:1 (рис. 2).

Нес мот ря на то, что конъ ю гат КЗ со сред -
ним ди а мет ром 48 нм обес пе чи вал бо лее низ кий
пре дел де тек ции спе ци фи чес ких ан ти тел, чем пре -
па рат КЗ с ди а мет ром 20 нм, бо лее круп ные час ти -
цы об ла да ли мень шей ста биль нос тью из - за склон -
нос ти к аг г лю ти на ции. По э то му в даль ней шей ра -
бо те ис поль зо ва ли час ти цы со сред ним ди а мет -
ром 20 нм.
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Та б ли  ца  1

Раз ме ры и го мо ген ность по лу чен ных пре па ра тов КЗ — №1 (вы бор ка из 112 ча с тиц) 
и №2 (вы бор ка из 117 ча с тиц)

Пре па рат Дли на бо ль шей оси, нм Дли на ме нь шей оси, нм Со от но ше ние осей

№ 1 22,8 ± 4,1 18,5 ± 2,9 0,81

№ 2 54,0 ± 7,1 40,1 ± 5,5 0,74

Рис. 1. Фло кку ля ци он ные кри вые конъ ю га тов КЗ
(сред ний ди а метр 20 нм) с ре ком би нан т ным бел ком А (1) и с
ан ти ге ном Rv0934 M. tuberculosis (2)



Срав ни те ль ная оцен ка 
им му нох ро ма тог ра фи че ских тест-си с тем

Им му нох ро ма тог ра фи чес кие тес т - сис те мы
для се ро ди аг нос ти ки M. tuberculosis ре а ли зо ва ли
с по мощью двух ме то дик: тра ди ци он ной, в ко то -
рой КЗ конъ ю ги ру ет с бел ком А, а в ана ли ти чес -
кой зоне им мо би ли зу ет ся ан ти ген, и аль тер на тив -
ной, в ко то рой КЗ конъ ю ги ру ет с ан ти ге ном, а в
ана ли ти чес кой зоне им мо би ли зо ван бе лок А. 

Пос коль ку в рам ках тра ди ци он ной ме то ди -
ки ана ли за с кол ло ид ным конъ ю га том свя зы ва ют -
ся все IgG в про бе, очень ма лая доля спе ци фи чес -
ких ан ти тел учас т ву ет в фор ми ро ва нии ок ра шен -
но го ком п лек са в ана ли ти чес кой зоне. В слу чае

аль тер на тив ной ме то ди ки ана ли за с КЗ конъ ю ги -
ру ет ан ти ген бак те рии, по э то му на пер вой ста дии
ана ли за с конъ ю га том свя зы ва ют ся толь ко спе ци -
фи чес кие ан ти те ла в от сут с т вие кон ку рен ции с
дру ги ми IgG, что обес пе чи ва ет бо лее вы со кое со -
дер жа ние спе ци фи чес ких ан ти тел в об ра зо вав -
шем ся ком п лек се. 

На ос но ва нии ре зуль та тов им му но фер мен т -
но го се ро ди аг нос ти чес ко го ис с ле до ва ния, про ве -
ден но го с ис поль зо ва ни ем на бо ров «Амер Кард
Анти-ТУБ-IgG» (ООО «Амер Кард»), была сфор -
ми ро ва на па нель из 20 сы во ро ток кро ви боль ных
ле гоч ным ту бер ку ле зом с под т вер ж ден ным ме то -
дом ИФА ди аг но зом. При про ве де нии ИХА по тра -
ди ци он ной ме то ди ке ни одна из 20 сы во ро ток не
дала по ло жи тель но го ре зуль та та тес ти ро ва ния
вслед с т вие бо лее вы со ко го пре де ла об на ру же ния
от но си тель но им му но фер мен т но го ана ли за. За тем
дан ная вы бор ка сы во ро ток была про тес ти ро ва на
по аль тер на тив ной ме то ди ке ИХА. Де сять из 20 об -
раз цов дали по ло жи тель ные ре зуль та ты тес ти ро -
ва ния. На рис. 3 пред с тав ле ны при ме ры тес ти ро ва -
ния пяти сы во ро ток — внеш ний вид тес т - по ло сок 
пос ле про ве де ния ИХА по двум ме то ди кам. При
ана ли зе сы во ро ток кро ви 10 здо ро вых до но ров с
при ме не ни ем двух ме то дик лож но по ло жи тель ных 
ре зуль та тов тес ти ро ва ния не наб лю да лось.

Про ве ден ные ис с ле до ва ния по ка за ли пре и -
му щес т во пред ло жен ной нами аль тер на тив ной ме -
то ди ки им му нох ро ма тог ра фи чес ко го ана ли за для
се ро ди аг нос ти ки ту бер ку ле за. Дан ная ме то ди ка,
ре а ли зо ван ная на при ме ре оп ре де ле ния ан ти тел
про тив ан ти ге на Rv0934 M. tuberculosis, уве ли чи -
ла про цент вы яв ле ния се ро по ло жи тель ных сы во -
ро ток у боль ных с под т вер ж ден ным ди аг но зом.
Сле ду ет от ме тить пер с пек тив ность ре а ли за ции
им му нох ро ма тог ра фи чес кой ди аг нос ти ки с ис -
поль зо ва ни ем дан ной ме то ди ки при оп ре де ле нии
ан ти тел к воз бу ди те лям раз лич ных дру гих за бо ле -
ва ний.

Ис с ле до ва ния про ве де ны при под дер ж ке
Рос сий с ко го фон да фун да мен таль ных ис с ле до ва -
ний (грант 13-04-90479_Укр_ф_а). 

Ав то ры вы ра жа ют бла го дар ность И.В. Са -
фен ко вой (Ин с ти тут би о хи мии им. А.Н. Ба ха) за
про ве де ние элек т рон но- мик рос ко пи чес ко го ана -
ли за кол ло ид но го зо ло та и П.Г. Свеш ни ко ву (Все -
рос сий с кий на уч ный центр мо ле ку ляр ной ди аг -
нос ти ки и ле че ния) за пре дос тав лен ные мо нок ло -
наль ные ан ти те ла HTM81 и HTM61 про тив ре ком -
би нан т ных ан ти ге нов M. tuberculosis.

По лу че но 23.01.15
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Рис. 2. За ви си мость ин тен сив нос ти ок ра ши ва ния ана -
ли ти чес кой зоны от со от но ше ния спе ци фи чес ких и нес пе ци -
фи чес ких ан ти тел. Кри вые 1 и 2 со от вет с т ву ют конъ ю га там
бел ка А и пре па ра тов КЗ со сред ним ди а мет ром час тиц 20 и
48 нм. Кон цен т ра ция конъ ю га тов КЗ со сред ним ди а мет ром
20 и 48 нм сос тав ляет 3  109 М и 2,7  1010 М, со от вет с т вен но 
(ОП  3). Пун к тир ная ли ния — пре дел ви зу аль ной де тек ции
ок ра ши ва ния

Рис. 3. Тес ти ро ва ние сы во ро ток кро ви боль ных ту бер -
ку ле зом (про бы 1—5) по стан дар т ной (A) и аль тер на тив ной
(В) ме то ди ке им му нох ро ма тог ра фи чес кой се ро ди аг нос ти ки.
На фо тог ра фи ях пред с тав ле ны ана ли ти чес кие зоны ра бо чих
мем б ран тес т - по ло сок
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Im mu noc h ro ma tog  rap hic  Se ro  di  ag no -
sis of  Tu ber cu lo sis using Col lo i  dal
Gold—An ti  gen Con ju  ga te

A new tec h ni que for im mu noc h ro ma tog rap hic se ro di ag -
no sis of tu ber cu lo sis that is ba sed on the in te rac ti on of spe ci fic an -
ti-my co bac te ri al im mu nog lo bu lins from blo od se rum with la -
bel—an ti gen con ju ga te and sub se qu ent bin ding of the for med
com p lex with the Stap hy lo coc cus aure us pro te in A im mo bi li zed
on a test-strip has been sug gested. Un li ke the con ven ti o nal tec h ni -
que in which all the im mu nog lo bu lins in a sam p le re act with the
la bel—im mu nog lo bu lin-bin ding pro te in con ju ga te, and then the
la be led spe ci fic an ti bo di es in te ract with an im mo bi li zed an ti gen,
this tec h ni que pre vents bin ding of the la bel to im mu nog lo bu lins
that are not spe ci fic to My co bac te ri um tu ber cu lo sis. The sug ges -
ted as say was im p le men ted using the re com bi nant 38 kDa
(Rv0934) pro te in of M. tu ber cu lo sis as an an ti gen and col lo i dal
gold as a la bel. It was ex pe ri men tal ly shown that the pro po sed
tec h ni que al lows to in c re a se the per cen ta ge of detection for se ro -
po si ti ve se rum with low con cen t ra ti ons of the spe ci fic an ti bo di es
to the M. tu ber cu lo sis ca u se.

Key words: col lo i dal gold, im mu noc h ro ma tog rap hy, se -
ro di ag no sis, tu ber cu lo sis.
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