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Êîíñòðóèðîâàíèå âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïîêîëåíèÿ òðåáóåò èñïîëüçîâàíèÿ
ñîâðåìåííûõ èííîâàöèîííûõ òåõíîëîãèé, ïîçâîëÿþùèõ âûÿâëÿòü âîçáóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé íà
ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ïóòåì âûÿâëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê èíäèâèäóàëüíûì èììóíîðåàêòèâíûì ýïèòîïàì.
Ðàçðàáîòêà òàêèõ èììóíîòåñòîâ îñíîâàíà íà ìîëåêóëÿðíîì êàðòèðîâàíèè òàðãåòíîãî àíòèãåíà ñ ïðèìåíåíèåì áèá-
ëèîòåêè êîðîòêèõ ïåðåêðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ, íàïðàâëåííûõ íà èäåíòèôèêàöèþ àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû êàê
ñïåöèôè÷åñêîé äëÿ êîíêðåòíîãî ïàòîãåíà, òàê è ýïèòîïîâ, îáùèõ äëÿ ãðóïïû âîçáóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëå-
âàíèé. Â ñòàòüå èçëîæåíû íîâûå ïîäõîäû ê ñîâåðøåíñòâîâàíèþ ðåòðîñïåêòèâíîé ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè èí-
ôåêöèîííûõ áîëåçíåé, âûçûâàåìûõ áàêòåðèÿìè ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae, îñíîâàííûå íà ðåçóëüòàòàõ êàðòèðî-
âàíèÿ ìîäåëüíîãî áåëêà ãðóïïû Omptin. Îáñóæäàþòñÿ ïåðñïåêòèâû àïðîáàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âàðèàíòà ïåï-
òèäíîãî òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, îáîçíà÷åííîãî êàê ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ, äëÿ âûÿâëåíèÿ
àíòèòåë ê äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûì ýïèòîïàì Omptin, â ñûâîðîòêàõ êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèõ ýíòåðîáàêòåðè-
àëüíûìè èíôåêöèÿìè, ñ öåëüþ äàëüíåéøåãî âíåäðåíèÿ â ïðàêòè÷åñêîå çäðàâîîõðàíåíèå.
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Ñîãëàñíî ñòàòèñòè÷åñêèì äàííûì, åæåãîäíî â Ðîññèéñêîé
Ôåäåðàöèè ðåãèñòðèðóåòñÿ îò 40 äî 60 ìèëëèîíîâ ñëó÷àåâ
èíôåêöèîííûõ áîëåçíåé, âûçûâàåìûõ ïðåäñòàâèòåëÿìè
ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae, ñ òåíäåíöèåé ê óñòîé÷èâîìó
ðîñòó êîëè÷åñòâà ãðóïïîâûõ çàáîëåâàíèé äèçåíòåðèåé è
äðóãèìè êèøå÷íûìè èíôåêöèÿìè [1]. Ïî äàííûì Ðîñïîò-
ðåáíàäçîðà â 2016 ãîäó ñàëüìîíåëëåçíûå èíôåêöèè âû-
ðîñëè íà 14,7 % è ñîñòàâèëè 12,97 íà 100 òûñ. íàñåëåíèÿ
ïðîòèâ 11,31 çà òîò æå ïåðèîä 2015 ãîäà [2].

Èçâåñòíî, ÷òî ýôôåêòèâíûé êîíòðîëü çà ðàñïðîñòðà-
íåíèåì èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé âî ìíîãîì çàâèñèò îò
äîñòóïíîñòè ñîâðåìåííûõ ìóëüòèïëåêñíûõ òåñòîâ, ïîçâî-
ëÿþùèõ îñóùåñòâëÿòü äèàãíîñòè÷åñêèå ìåðîïðèÿòèÿ, â
òîì ÷èñëå è ðåòðîñïåêòèâíî. Â òî æå âðåìÿ ñîâåðøåíñòâî-
âàíèå ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè áàêòåðèàëüíûõ èíôåê-

öèé âî ìíîãîì îïðåäåëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèåì äëÿ
êîíñòðóèðîâàíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïî-
êîëåíèÿ âûñîêîòî÷íûõ òåõíîëîãèé â ñî÷åòàíèè ñ ïðèìå-
íåíèåì èíäèâèäóàëüíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìèøåíåé äåòåê-
òèðóåìûõ ïàòîãåíîâ.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîñëåäíèõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðî-
êî ðàñïðîñòðàíåíà òåõíîëîãèÿ ïåïòèäíîãî ELISA (îò àíãë.
Enzime Linked ImmunoSorbent Assay) èëè ïåïòèäíîãî
òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÒÈÔÀ) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ðåêîíâàëåñöåíòîâ
èëè ïðèâèòûõ ëþäåé äëÿ îöåíêè èììóííîãî ñòàòóñà. Âûÿñ-
íåíî, ÷òî òàêîé ïîäõîä ñ ïîìîùüþ ïàíåëè èììóííûõ ñû-
âîðîòîê ïîçâîëÿåò ïðîÿñíèòü ñïåöèôè÷íîñòü òåñòèðóåìûõ
àíòèòåë íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, ò.å. ôàêòè÷åñêè êàðòè-
ðîâàòü òàðãåòíûé (ãîìîëîãè÷íûé) àíòèãåí íà óðîâíå îò-
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äåëüíîãî ýïèòîïà, ñ âûÿâëåíèåì àíòèãåííîé äåòåðìèíàí-
òû ðàñïîçíàâàåìîé ñïåöèôè÷íîñòè. Íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûì è îïòèìàëüíûì äëÿ ðåàëèçàöèè óêàçàííîé
öåëè ñ÷èòàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå áèáëèîòåêè êîðîòêèõ ïåðå-
êðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ, ñïîñîáíûõ ñïåöèôè÷åñêè «óçíà-
âàòü» èíäèâèäóàëüíûå ýïèòîïû áåëêîâûõ àíòèãåíîâ âîç-
áóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, îáåñïå÷èâàÿ òåì
ñàìûì âûñîêóþ òî÷íîñòü äèàãíîñòèêè íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå [3].

Áåëêè âíåøíåé ìåìáðàíû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé
èíòåãðàëüíûå ìåìáðàííûå ïðîòåàçû ñåìåéñòâà OmpT, èç-
âåñòíûå êàê Omptin, ÿâëÿþòñÿ ïðèçíàííûìè êëþ÷åâûìè
ôàêòîðàìè âèðóëåíòíîñòè äëÿ ðàçëè÷íûõ ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ ïàòîãåíîâ, âêëþ÷àÿ áàêòåðèè ñåìåéñòâà Entero-
bacteriaceae [4]. Ëîêàëèçàöèÿ íà âíåøíåé ìåìáðàíå áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò èõ âûðàæåííûå
àíòèãåííûå ñâîéñòâà è âàæíóþ ðîëü âî âçàèìîäåéñòâèè
ìèêðî- è ìàêðîîðãàíèçìà. Äîêàçàíà èììóíîìîäóëèðóþ-
ùàÿ àêòèâíîñòü áåëêîâ Omptin è íåïîñðåäñòâåííîå ó÷à-
ñòèå â èììóíî- è ïàòîãåíåçå ñîîòâåòñòâóþùèõ èíôåêöèîí-
íûõ çàáîëåâàíèé [5–7]. Îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ
ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Omptin ñ÷èòàþò àêòèâàòîð
ïëàçìèíîãåíà (Pla) Yersinia pestis [8–11]. Ðàíåå áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî áåëêè ýòîé ãðóïïû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìè-
ðîâàíèè èììóííîãî îòâåòà ê Pla ñ âûðàáîòêîé ãîìîëîãè÷-
íûõ àíòèòåë ó ëàáîðàòîðíûõ ìîäåëåé è ëþäåé [12, 13].
Ïðèìåíåíèå ïàíåëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïîçâîëèëî
äåòåêòèðîâàòü ó äàííîãî ïðåäñòàâèòåëÿ áåëêîâ Omptin
ýïèòîïû êàê ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ ãîìîëîãè÷íîãî âîçáóäè-
òåëÿ, òàê è îáùèå äëÿ ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae [14].
Î÷åâèäíî, ÷òî ïîñëåäíèå ìîãóò èìåòü âàæíîå çíà÷åíèå â
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêå èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé, âûçâàííûõ ýíòåðîáàêòåðèÿìè. Âìåñòå ñ òåì êîíñò-
ðóèðîâàíèå ñîâðåìåííûõ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ äèàãíî-
ñòè÷åñêèõ òåñòîâ íåâîçìîæíî áåç êàðòèðîâàíèÿ Pla è îï-
ðåäåëåíèÿ íà ìîëåêóëå äàííîãî àíòèãåíà êîíêðåòíûõ
èììóíîðåàêòèâíûõ ýïèòîïîâ.

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿâëåíèå èììóíîðåàê-
òèâíûõ ïåïòèäîâ Pla â ñûâîðîòêàõ êðîâè ëþäåé, ïåðåáî-
ëåâøèõ ýíòåðîáàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè, ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áèáëèîòåêè ïåðåêðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ è îïðå-
äåëåíèå èõ äèàãíîñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè.

Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî ïðîâåäåíèå èññëå-
äîâàíèé ïî âûÿâëåíèþ äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûõ èììó-
íîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ ó ìîäåëüíîãî áåëêà ãðóïïû
Omptin ñ ïîñëåäóþùèì êîíñòðóèðîâàíèåì ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî âàðèàíòà ÒÈÔÀ è ïðåäâàðèòåëüíîé îöåíêîé ïåð-
ñïåêòèâ äàëüíåéøèõ èñïûòàíèé ðàçðàáàòûâàåìîãî ïèëîò-
íîãî âàðèàíòà äàííîé ìîäèôèêàöèè èììóíîàíàëèçà äëÿ
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé, âûçâàííûõ ýíòåðîïàòîãåííûìè âîçáóäèòåëÿìè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè êðîâè ëþäåé
(n = 12), ïåðåáîëåâøèõ ðàíåå (îò 3 äî 30 ëåò íàçàä) ýíòå-
ðîáàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè (ðàíäîìèçèðîâàííàÿ âû-
áîðêà áåç ó÷åòà êîíêðåòíûõ íîçîëîãèé). Ýòè ñûâîðîòêè
êðîâè ñîäåðæàëè, ïî äàííûì ïðåäâàðèòåëüíûõ èññëåäî-
âàíèé, äåòåêòèðóåìûé óðîâåíü àíòèòåë ê ðåêîìáèíàíòíî-
ìó ïðåïàðàòó Pla, î÷èùåííîìó ñ ïðèìåíåíèåì àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè ïîñëå êëîíèðîâàíèÿ â Escherichia coli â

âèäå «ôüþæí»/fusion ïåïòèäà, ìå÷åííîãî øåñòüþ ïîñëå-
äîâàòåëüíî ðàñïîëîæåííûìè îñòàòêàìè ãèñòèäèíà, èç-
âåñòíîãî êàê His-Tag (îò àíãë. Histidine-Tag) [15, 16].

Îïðåäåëåíèå èììóíîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ ïðîâîäè-
ëè ñ ïðèìåíåíèåì áèáëèîòåêè ïåðåêðûâàþùèõñÿ 59 ñèí-
òåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ (GenScript, ÑØÀ), ïîäãîòîâëåííîé â
ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè ãåííîãî áàíêà î ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíà, êîäèðóþùåãî Pla [17]. Ðàçìåð êàæäîãî ïåïòè-
äà ñîñòàâëÿë 15 à.ê. ñ ïåðåêðûâàíèåì â 10 à.ê. ñ ñîñåäíèì
ïåïòèäîì, ñ óñëîâíûì îáîçíà÷åíèåì èíäèâèäóàëüíûõ
ïåïòèäîâ àðàáñêèìè öèôðàìè îò 1 äî 59 (ð1–ð59 ñîîòâåò-
ñòâåííî). Ãàðàíòèðîâàííàÿ ñòåïåíü î÷èñòêè ïåïòèäîâ – íå
ìåíåå 95 %. Âñå èññëåäóåìûå ñûâîðîòêè áûëè çàøèôðî-
âàíû è îáîçíà÷åíû íîìåðàìè 1–12. Àíàëèç âûïîëíÿëè
ìåòîäîì ÒÈÔÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ
ñ ïîâûøåííîé ñîðáöèîííîé åìêîñòüþ («Thermo Scientific»,
ÑØÀ) â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ, ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì
[3, 18]. Ïðîÿâëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èììóííûõ êîìïëåêñîâ
âåëè ñ ïðèìåíåíèåì êîíúþãàòà F(ab�)2-ôðàãìåíòîâ êîçüèõ
àíòèòåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà ñ ïåðîêñèäà-
çîé õðåíà («Sigma», ÑØÀ). Ðåàêöèþ âèçóàëèçèðîâàëè
3,3�,5,5�-Tetramethylbenzidine substrate (TMB) («Sigma»,
ÑØÀ). Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
ëóíêè ïëàíøåòà áåç âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ. Ó÷åò ðåçóëüòàòà
ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû 450 íì ñ îòñåêàþùèì ôèëüò-
ðîì 630 íì. Ïîëîæèòåëüíûì ñ÷èòàëè ðåçóëüòàò â òîì ñëó-
÷àå, êîãäà ïîêàçàòåëè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ëóíêè ïðåâûøàëè â 2 ðàçà ïîêàçàòåëè ÎÏ
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ.

Âûðàâíèâàíèå àìèíîêèñëîòíûõ è íóêëåîòèäíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé, êëàñòåðèçàöèþ è ôèëîãåíåòè÷åñêèé
àíàëèç ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ CrustalW Omega
(http://www.clustal.org/omega/) è MEGA âåðñèÿ 6.0 [19], ñî-
îòâåòñòâåííî, ôîðìàòàõ UMPGA. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîò-
êà ðåçóëüòàòîâ âûïîëíåíà ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû
GraphPad Prism, âåðñèÿ 6.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå ïåïòèäíîãî ÒÈÔÀ, èç-
âåñòíîãî êàê ìîäèôèêàöèÿ ïåïòèäíîãî ýððåÿ, ëåæèò òîò
æå ïðèíöèï ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèãåí-àí-
òèòåëî, ÷òî è â òðàäèöèîííîì âàðèàíòå àíàëèçà [3, 20].
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñõåìà ïîñòàíîâêè âêëþ÷àëà
ñåíñèáèëèçàöèþ îòäåëüíûõ ïåïòèäîâ íà òâåðäîé ôàçå ñ
ïîñëåäóþùåé áëîêèðîâêîé ñâîáîäíûõ ñàéòîâ, èíêóáàöè-
åé ñ òåñòèðóåìûìè ñûâîðîòêàìè è âèçóàëèçàöèåé îáðàçî-
âàâøèõñÿ ñïåöèôè÷åñêèõ èììóííûõ êîìïëåêñîâ. Îòëè÷è-
òåëüíîé îñîáåííîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêèì ñïî-
ñîáîì (ðèñ. 1, à) ÿâèëîñü ïðîâåäåíèå ñåíñèáèëèçàöèè
ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ â îòäåëüíûå
ëóíêè ïëàíøåòà, ÷òî îáåñïå÷èâàëî âîçìîæíîñòü âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ñ êàæäûì èììóíîðåàê-
òèâíûì ëèíåéíûì èíäèâèäóàëüíûì ýïèòîïîì ìîëåêóëû
àíòèãåíà ñåìåéñòâà Omptin (ðèñ. 1, á).

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ïàíåëè èç
12 ñûâîðîòîê ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü íà ìîëåêóëå Pla êàê
èììóíîðåàêòèâíûå (20,3 %, 95 % äîâåðèòåëüíûé èíòåð-
âàë, ÄÈ = 10,9–32,8), òàê è ïîëíîñòüþ àðåàêòèâíûå ïåïòè-
äû (79,7 %, 95 % ÄÈ = 67,2–89,0), êîòîðûå íå ðåàãèðîâàëè
íè ñ îäíîé èç òåñòèðóåìûõ ñûâîðîòîê (ðèñ. 2). Ïðè ýòîì
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ïîëíîñòüþ àðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ îêàçàëîñü çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå (p < 0,05).

Ïî êîëè÷åñòâó ïîçèòèâíûõ ðåàêöèé ñ òåñòèðóåìûìè
ñûâîðîòêàìè èììóíîðåàêòèâíûå ïåïòèäû áûëè óñëîâíî
ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû: ¹ 1 – äåòåêòèðîâàëèñü âñåìè ñû-
âîðîòêàìè, ¹ 2 – âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ áîëåå ÷åì 60 % èñ-
ñëåäóåìûõ îáðàçöîâ, ¹ 3 è 4 îáåñïå÷èâàëè ïîçèòèâíûå
ðåàêöèè ñ ñûâîðîòî÷íûìè àíòèòåëàìè îòíîñèòåëüíî íå-
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ñûâîðîòîê – îò 8 äî 50 %. Âàæíî,

÷òî íàèáîëüøèå/ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ÎÏ ðåãèñòðèðî-
âàëèñü ñ ïåïòèäàìè ãðóïï ¹ 1 è 2 (ðèñ. 3), ÷òî óêàçûâåò íà
ïîòåíöèàëüíóþ âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ èõ â êà÷åñòâå
êîìïîíåíòîâ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì.

Äåéñòâèòåëüíî, óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè ÎÏ ïîçèòèâ-
íûõ ðåàêöèé âàðüèðîâàë (ðèñ. 4, à) ñ ïðåâûøåíèåì çíà÷å-
íèé ÎÏ îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ îòäåëüíûõ èììóíî-
ðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ (Ð6, ãðóïïà 1) â 3,9–15 ðàç, à äëÿ èí-
äèâèäóàëüíûõ ïåïòèäîâ, ðåàãèðóþùèõ, ïî êðàéíåé ìåðå,
ñ 25–66 % èññëåäóåìûõ ñûâîðîòîê (Ð12, Ð24, Ð46 è Ð55,
ãðóïïû 2–4) – â 2,1–10-êðàòíîì äèàïàçîíå (ðèñ. 4, á). Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ
èññëåäîâàòåëåé â îáëàñòè ìîëåêóëÿðíîãî êàðòèðîâàíèÿ
àíòèãåíîâ ñ ïðèìåíåíèåì áèáëèîòåê ñèíòåòè÷åñêèõ ïåï-
òèäîâ, ñîîáùàâøèõ î âûðàæåííûõ ðàçëè÷èÿõ â óðîâíå äå-
òåêòèðóåìîãî öâåòíîãî ñèãíàëà ó îòäåëüíûõ äîíîðîâ [18].

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âàæíûì ñëåäóåò ñ÷èòàòü
çàôèêñèðîâàííûé ôàêò ïðèíöèïèàëüíîé âîçìîæíîñòè
ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàííîé íàìè ïåïòèäíîé áèáëèîòåêè
ìîäåëüíîãî áåëêà ñåìåéñòâà Omptin äëÿ âûÿâëåíèÿ êîì-
ïëåìåíòàðíûõ (ãîìîëîãè÷íûõ) ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ó
ëþäåé, ïåðåíåñøèõ ðàíåå èíôåêöèè, âûçâàííûå ýíòåðî-
ïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè, àíàëîãè÷íî èññëåäîâàíèÿì,
âûïîëíåííûì íà äðóãèõ áàêòåðèàëüíûõ ìîäåëÿõ [3]. Àíà-
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Â. À. Ôåäîðîâà, Ì. À. Õèæíÿêîâà, Ñ. Ñ. Çàéöåâ è äð.

Ðèñ. 2. Ñîîòíîøåíèå èììóíîðåàêòèâíûõ è àðåàêòèâíûõ ëèíåéíûõ
ïåïòèäîâ ìîäåëüíîãî àíòèãåíà Pla – ïðåäñòàâèòåëÿ Omptin, ïî
äàííûì ïåïòèäíîãî ÒÈÔÀ. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó óêàçàí-
íûìè ãðóïïàìè ïåïòèäîâ îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà 95 % ÄÈ.

Ðèñ. 3. Ñðàâíèòåëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (ÎÏ) â ÒÈÔÀ ìåæäó
ãðóïïàìè ïåïòèäîâ (ïðîíóìåðîâàíû àðàáñêèìè öèôðàìè 1–4), ïî-
çèòèâíî ðåàãèðóþùèõ ñ 8–17 %, 25–50 %, 67 % è 100 % òåñòèðóå-
ìûõ ñûâîðîòîê. Êîíòðîëüíûå ëóíêè íå ñîäåðæàò àíòèãåíà. Äîñòî-
âåðíîñòü îïðåäåëåíà ñ ïðèìåíåíèåì òåñòà Êðàñêåëà–Óîëëèñà.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîñòàíîâêè ÒÈÔÀ ñ ñåíñèáèëèçàöèåé òâåðäîé ôàçû ðå-
êîìáèíàíòíûì àíòèãåíîì Pla (à) è èíäèâèäóàëüíûìè ïåïòèäàìè (á).

Ðèñ. 4. Îïðåäåëåíèå çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) â ïåïòèäíîì ÒÈÔÀ ñ ïàíåëüþ èç 12 çàøèôðîâàííûõ ñûâîðîòîê êðîâè âîëîíòå-
ðîâ ñ àíàìíåñòè÷åñêèì ñåðîëîãè÷åñêèì îòâåòîì ê ìîäåëüíîìó àíòèãåíó ñåìåéñòâà Omptin è (à ) áèáëèîòåêîé ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ
(áàðû îáîçíà÷åíû ðàçíûìè öâåòàìè), (á ) âêëþ÷àÿ èíäèâèäóàëüíûå ïåïòèäû (Ð6, Ð12, Ð24, Ð46 è Ð55), ðåàãèðóþùèìè ñ 25–100 % ñûâîðî-
òîê ñ ìàêñèìàëüíûì óðîâíåì öâåòíîãî ñèãíàëà (M ± m).



ëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëèë îáíàðóæèòü, ïî êðàéíåé
ìåðå, 5 îòäåëüíûõ èììóíîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ. Îäíàêî
òðè ïåïòèäà (Ð12, Ð46 è Ð55) âçàèìîäåéñòâîâàëè òîëüêî ñ
42, 50 è 25 % ñûâîðîòîê, è, ñîîòâåòñòâåííî, îáëàäàëè îò-
íîñèòåëüíî íåâûñîêîé äèàãíîñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòüþ.
Â òî æå âðåìÿ äâà ïåïòèäà (Ð6 è Ð24) îáåñïå÷èâàëè áîëåå
ïîëîâèíû ïîëîæèòåëüíûõ ðåàêöèé ñî âñåìè òåñòèðóåìû-
ìè ñûâîðîòêàìè è, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿëèñü ãðóïïîñïåöè-
ôè÷åñêèìè. Íà íàø âçãëÿä, ïðèìåíåíèå äàííûõ àíòèãåíîâ
â êà÷åñòâå ñåíñèòèíà óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ðàçðàáîò-
êè íà èõ îñíîâå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âàðèàíòà ïåïòèäíîãî
ÒÈÔÀ, îáîçíà÷åííîãî íàìè êàê Ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ, äëÿ
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ áîëåçíåé.

Ïðîâåðêà ãåíåòè÷åñêîé äåòåðìèíèðîâàííîñòè èììó-
íîñåðîëîãè÷åñêîãî ðîäñòâà ïóòåì ñðàâíèòåëüíîãî àíàëè-
çà áåëêîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîëåêóëû Pla ñ äðóãèìè
ïðîòåàçàìè ñåìåéñòâà Omptin ïîäòâåðäèëà èõ âûñîêóþ
ãîìîëîãèþ [11]. Êàê âèäíî íà ðèñóíêå 5, à, ëèíåéíûå ïåï-
òèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Pla è PgtE (Salmonella ente-
rica) ôîðìèðîâàëè åäèíûé êëàñòåð è îáëàäàëè íåâûñîêèì
óðîâíåì äèñêðèìèíàöèè îò òðåõ äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé
ñåìåéñòâà Omptin: SopA (Shigella flexneri), OmpT è OmpP
(E. coli). Áîëåå òîãî, ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç íóêëåîòèä-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êàæäîãî èç ñîîòâåòñòâóþùèõ
àíòèãåíîâ òàêæå óêàçûâàë íà èõ áëèçêîå ôèëîãåíåòè÷å-
ñêîå ðîäñòâî, ïîòåíöèàëüíîå íàëè÷èå îáùåãî ïðåäêà, îò-
íîñèòåëüíî íèçêóþ ñòåïåíü äèôôåðåíöèàöèè äðóã îò äðó-
ãà (ðèñ. 5, á), ÷òî îáúÿñíÿåò íàëè÷èå ó áåëêîâ Omptin ãðóï-
ïîñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, èìåþùèõ
ïîòåíöèàëüíî äèàãíîñòè÷åñêîå çíà÷åíèå. Î÷åâèäíî, îñî-
áóþ âàæíîñòü ýòî ìîæåò èìåòü ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ìóëü-
òèïëåêñíûõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïîêîëåíèÿ äëÿ ðåòðîñïåê-
òèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, âûçâàí-
íûõ ýíòåðîïàòîãåííûìè âîçáóäèòåëÿìè, îñîáåííî òàêèõ
àêòóàëüíûõ èíôåêöèé, êàê ñàëüìîíåëëåçû, èåðñèíèîçû,
øèãåëëåçû è ýøåðèõèîçû [1, 2].

Êðîìå òîãî, íåñîìíåííûì ïðåèìóùåñòâîì ÿâëÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ èììóíîñåðîëîãè÷åñêîé äèàãíî-
ñòèêè íå îäíîãî, à ãðóïïû èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé,
âûçâàííûõ ïðåäñòàâèòåëÿìè ñåìåéñòâà Enterobacte-
riaceae, ïîñêîëüêó îñíîâó ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïåïòèäíî-
ãî ÒÈÔÀ ñîñòàâèëè ãðóïïîñïåöèôè÷åñêèå ïåïòèäû ãðóïïû
Omptin [4–7]. Îäíàêî äëÿ âñåñòîðîííåé îöåíêè äèàãíîñòè-
÷åñêîé çíà÷èìîñòè ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ê ãðóïïîñïåöè-
ôè÷åñêèì ýïèòîïàì Omptin, à òàêæå îñíîâíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê ðàçðàáàòûâàåìîé òåñò-ñèñòåìû, òðåáóþòñÿ äàëüíåé-
øèå ìåäèöèíñêèå èññëåäîâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
âàðèàíòà Ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ ñ ïðèìåíåíèåì ðàñøèðåí-
íîé ïàíåëè ñûâîðîòîê êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèìè ðà-
íåå ýíòåðîáàêòåðèàëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè, ñ ïîñëåäóþ-
ùèì âíåäðåíèåì íîâîãî äèàãíîñòè÷åñêîãî òåñòà â ïðàêòè-
÷åñêîå çäðàâîîõðàíåíèå.

Âûâîäû

1. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ çàøèôðîâàííûõ ñû-
âîðîòîê êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèõ ðàíåå ýíòåðîáàêòå-
ðèàëüíûìè èíôåêöèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè, ïîçâîëèëè
âûÿâèòü äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûå èììóíîðåàêòèâíûå
ïåïòèäû (Ð6 è Ð24) ó ìîäåëüíîãî áåëêà Pla, îáëàäàþùèå
âûñîêîé ãîìîëîãèåé ñ äðóãèìè àíòèãåíàìè ãðóïïû Omptin
ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae.

2. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçðàáîòàííûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé
âàðèàíò ÒÈÔÀ – ìîäèôèêàöèÿ ïåïòèäíîãî ELISA íà îñíî-
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The construction of highly sensitive new-generation diagnostic test systems requires the use of modern innovative tech-
nologies that are capable of detecting infectious agents at the molecular level by identifying specific antibodies to individual
immunoreactive epitopes. The development of such immunoassays is based on molecular mapping of a target antigen us-
ing a library of short overlapping peptides aimed at identification of both epitopes specific for a particular pathogen, and
those common to the group of infectious agents. The article describes new approaches that are based on the results of
mapping of the Omptin group model protein that could be critical for improving retrospective laboratory diagnosis of infec-
tious diseases caused by bacteria of the Enterobacteriaceae family. The article discusses the prospects for assessing the
applicability of the peptide ELISA experimental version, designated as p6/24-Omptin-TIFA, for the detection of antibodies
to diagnostically significant Omptin epitopes in the serum of people who have had enterobacterial infections, in order to in-
troduce it into healthcare practices.

Key words: laboratory diagnosis; peptide array; ELISA; Omptin; Enterobacteriaceae; retrospective diagnosis; immuno-
reactive epitope.
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