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При скрининге населения с це-
лью выявления сифилитиче-

ской инфекции в настоящее время 
приоритетную роль играют имму-
нохимические тесты, направленные 
выявление в крови или ликворе об-
следуемого пациента специфичес-
ких антител разных классов (сум-
марно IgM + IgG + IgА или только 
IgG или IgM) к Treponema pallidum. 
В диагностических лабораториях 
первичный скрининг осуществляют 
такими методами, как иммунофер-
ментный анализ (ИФА) или реакция 
пассивной гемагглютинации (РПГА), 
каждый из которых отличается 
по уровню диагностической эффек-
тивности, что обусловлено составом 

иммуносорбента, классу выявляемых 
антител, а также разным уровнем 
клинической и аналитической чув-
ствительности и специфичности 
метода на разных стадиях развития 
инфекционного процесса. При этом 
в любом из современных лаборатор-
ных тестов на сифилис с частотой 
1–4 % могут быть получены ложные 
отрицательные и ложные положи-
тельные результаты [1–5].

Для верификации истинных ре-
зультатов трепонемоспецифических 
тестов от ложных и дополнительной 
оценки иммунологической реактив-
ности пациента применяют медицин-
скую технологию линейного иммун-
ного блоттинга (ЛИБ), что позволяет 

в рамках в биологическом образце 
дифференцированно определять ан-
титела к каждому из используемых 
специфических антигенов возбуди-
теля [6–7].

До последнего времени для ла-
бораторных исследований в России 
использовали преимущественно им-
портные наборы реагентов для ЛИБ 
с определением специфических им-
муноглобулинов класса G, так как от-
сутствовал производственный выпуск 
отечественных наборов, прошедших 
регистрацию в Росздравнадзоре.

Целью исследования явилась созда-
ние нового отечественного набора ре-
агентов для диагностики in vitro для 
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Резюме
Разработан новый отечественный набор реагентов «Лайн-Блот Сифилис» 
для определения специфических антител классов G или М к T. pallidum 
в формате линейного иммунного блоттинга (комплект 1 — ​IgG и ком-
плект 2 — ​IgM). Исследование контрольных материалов промышленного 
производства с новым набором показало 100-процентные чувстви-
тельность и специфичность результатов исследований. Изучение 341 
клинического образца, полученного от больных сифилисом пациентов, 
проходивших обследование, и лиц без указаний на наличие сифилиса, 
с разработанным набором позволило определить его клиническую 
информативность (клинические чувствительность и специфичность): 
с набором № 1 (IgG) — ​98,8 и 98,3 % и с набором № 2 — ​86,7 и 100 % 
соответственно. Полученные результаты обосновали рекомендации 
к его применению для диагностики сифилиса и верификации не согла-
сующихся между собою результатов других трепонемоспецифических 
тестов (РИФ, ИФА и РПГА).
Ключевые слова: сифилис, линейный иммунный блоттинг, клиническая 
лабораторная диагностика.

Summary
A new domestic kit of “Line-Blot Syphilis” reagents was developed 
to determine specific antibodies of classes G or M to T. pallidum in 
linear immune blotting format (IgG in the kit No. 1 and IgM in the 
kitNo. 2). The study of control materials of industrial production with a 
new set revealed 100 percent sensitivity and specificity of research 
results. A study of 341 clinical specimens obtained from patients 
with syphilis of patients who underwent examination and those 
without indication of the presence of syphilis, with the developed 
kit, made it possible to determine its clinical informativity (clinical 
sensitivity and specificity): with the kit No. 1 (IgG) 98.8 and 98.3 % 
and 86.7 and 100 % respectively with the the kit No. 2. The obtained 
results substantiated the recommendations to its application for 
the diagnosis of syphilis and the verification of the results of other 
treponemospecific tests (RIF, ELISA, and RPGA) that do not agree 
with each other.
Key words: syphilis, linear immune blotting, clinical laboratory 
diagnostics.
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дифференцированного определения 
в сыворотке и плазме крови или це-
реброспинальной жидкости пациента 
антител классов M или G к наиболее 
специфичным антигенам Treponema 
pallidum.

Материалы и методы
При проектировании и разработ-

ке дизайна нового набора реагентов 
за основу был принят формат линей-
ного иммуноблоттинга, при котором 
на твердую фазу (узкие полоски пори-
стой нитроцеллюлозной мембраны — ​
стрипы) в виде поперечных линий 
дискретно наносят и иммобилизуют 
рекомбинантные и синтетические ан-
тигены Treponema pallidum (иммуно-
сорбент) [6–9].

Для клинической оценки разрабо-
танного нового отечественного набора 
реагентов применяли предварительно 
аттестованные в ИФАIgG + IgM = IgA (или 
ИФАIgM / ИФАIgG) и РИФабс/200 образцы 
сыворотки крови (n = 341), получен-
ные от больных сифилисом (n = 236), 
лиц с противоречивыми результатами 
исследования в трепонемных тестах 
(n = 23) и от здоровых людей (n = 82), 
содержавшие и не содержавшие анти-
тела к антигенам бледной трепонемы 
соответственно.

Результаты исследования 
и обсуждение

В отделе перспективных разра-
боток предприятия ЗАО «ЭКОлаб» 
(г. Электрогорск Московской обл.) был 
разработан новый оригинальный на-
бор реагентов «Лайн-Блот Cифилис» 
для диагностики сифилиса методом 
линейного иммуноблоттинга (рис. 1).

В соответствии с современными 
научными представлениями о струк-
туре протеома возбудителя сифили-
са [10–13], специфичности и иммуно-
генности его отдельных белков и ли-
попротеиновых комплексов на разных 
стадиях развития инфекционного 
процесса у человека [10–11], а также 
на основе научных публикаций по из-
учению диагностической информа-
тивности наборов реагентов зарубеж-
ного и отечественного производства 
(ИФА и ЛИБ) были отобраны четыре 
наиболее изученных рекомбинант-
ных антигена, являющихся полными 
аналогами антигенов T. pallidum strain 

Nichols. К числу иммунодоминантных 
специфических антигенов бледной 
трепонемы в настоящее время относят 
структурный эндоплазматический бе-
лок TpN 15, мембранный структурный 
липопротеин TpN 17, цинкзависимую 
карбоксипептидазу TpN 47 и пери-
плазматическую металлотрансфера-
зу ТmpA. Перечисленные антигены 
были использованы для нанесения 
и иммобилизации в виде дискретных 
линий на нитроцеллюлозные стрипы 
в составе нового набора реагентов для 
диагностики сифилиса [9, 14] (рис. 2).

Кроме этого, на стрипах были до-
полнительно созданы пять линейных 
участков для внутреннего контроля 
качества исследования: три из них 
(«0,5+», «1+» и «3+») содержат че-
ловеческие IgG или IgМ в разных 
концентрациях и служат в каче-
стве внутренних калибраторов для 

полуколичественной оценки резуль-
татов лабораторного исследования, 
одна линия содержит видоспецифи-
ческие антитела против человеческих 
IgG или IgМ и является контролем 
внесения биологического образца 
в реакционную среду («Кво»), еще 
одна линия («Каг») используется для 
оценки специфичности результатов 
исследования, так как содержит бел-
ковый композит, используемый для 
иммобилизации антигенов и антител 
на твердой фазе (стрипе).

Новое медицинское изделие 
«Лайн-Блот Cифилис» предусма-
тривает два варианта комплектации: 
№ 1 для определения IgG и № 2 для 
определения Ig M. Состав набора 
реагентов включает раствор для раз-
ведения образцов, иммуносорбент 
(24 нумерованных стрипа), конъюгат 
(козьи антитела к IgG или IgМ чело-
века, конъюгированные с щелочной 
фосфатазой в комплектах № 1 или 
№ 2 соответственно), РФ-сорбент 
(только в комплекте № 2), 10-кратный 
концентрат промывочного раствора 
и субстратный раствор, а также пла-
стиковые планшеты с продольными 
лунками (ванночками), клейкую плен-
ку и инструкцию по применению.

Процедура исследования образцов 
(сыворотки крови или ликвора) че-
ловека осуществляется в следующей 
последовательности:

Рисунок 1. Внешний вид и состав набора «Лайн-Блот Cифилис» для выявления антител 
к T. pallidum методом линейного иммуноблоттинга.

Рисунок 2. 
Конструктивная схема 
расположения активных 
линейных участков 
на твердофазном 
иммуносорбенте 
(стрипе) в составе 
набора реагентов 
«Лайн-Блот Cифилис».
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•	 перед определением специфичес-
ких IgМ (с комплектом № 2) ис-
следуемые образцы обрабатывают 
РФ-сорбентом и центрифугиру-
ют для удаления осадка из IgM 
ревматоидного фактора, а также 
избытка антител класса G;

•	 в реакционную ванночку с рас-
твором для разведения образцов 
погружают стрип и добавляют 
испытуемый образец, инкубируют 
при комнатной температуре; это 
приводит к образованию иммун-
ных комплексов, фиксированных 
в участках иммобилизации соот-
ветствующих антигенов возбуди-
теля сифилиса; все не вступившие 
в реакцию антитела сыворотки 
крови пациента удаляют при по-
следующем четырехкратном про-
мывании;

•	 в  реакционные ванночки вно-
сят конъюгат, что обеспечивает 
формирование на стрипе более 
сложных иммунных комплексов, 
содержащих также метку-фер-
мент; после экспозиции стрипы 
повторно отмывают;

•	 в ванночки с иммуносорбентом 
вносят субстрат, содержащий хро-
моген и окислитель; на стрипах 
в линейных участках локализации 
антигенов T. pallidum и контроль-
ных линиях в результате индуци-
рованного щелочной фосфатазой 
восстановления хромогена проис-
ходит локальное изменение цвета; 
интенсивность окраски линий 
пропорциональна содержанию 
специфических антител в испы-
туемом образце.

Учет и интерпретация 
результатов исследования

Появление окрашивания кон-
трольных линий «0,5+», «1+», «3+» 
и «КВО» свидетельствует о правиль-
ном проведении процедуры иссле-
дования в целом. Интенсивность 
окраски линии «0,5+» служит кри-
тическим уровнем cut off: менее 
интенсивное окрашивание линий 
в местах нанесения антигена расце-
нивают как отрицательный, а более 
интенсивное — ​как положительный 
результат определения антител к со-
ответствующему антигену возбуди-
теля. Сопоставление интенсивности 

цвета участков, соответствующих 
линиям нанесения каждого из ан-
тигенов с контрольными линия-
ми «0,5+», «1+» и «3+» позволяет 
полуколичественно оценить со-
держание в исследуемом образце 
трепонемоспецифических антител 
в условных единицах «плюсах» (при 
визуальной оценке от 1+ до 4+) или 
оцифрованном формате (при исполь-
зовании видеоцифровых сканеров 
и соответствующего программного 
обеспечения).

Доклиническая оценка набора 
реагентов «Лайн-Блот Сифилис»

Оценка диагностических свойств 
набора «Лайн-Блот Сифилис» была 
проведена с аттестованными в ИФА 
сериями контрольных материалов раз-
личного производства, содержащими 
(n = 78) и не содержащими (n = 42) 
антитела к возбудителю сифилиса.

При исследовании в ЛИБ с «Лайн-
Блот Сифилис» сывороток контроль-
ной панели было получено полное 
совпадение результатов определения 
специфических антител с паспорт-
ными характеристиками, что высоко 
охарактеризовало чувствительность 
и специфичность результатов иссле-
дования (по 100 %).

Оценка клинической 
информативности исследований 
с набором «Лайн-Блот Сифилис — ​
IgG», комплект № 1

Клиническую информатив-
ность по ГОСТ Р 53022.3–2008 
[15] комплекта № 1 нового на-
бора оценивали на 241 сыворот-
ке крови, охарактеризованной 
в ИФА(IgG + IgM + IgA) и РИФабс/200: 160 
образцов были получены от боль-
ных сифилисом (содержали антитела 
в антигенам T. pallidum); 58 образ-
цов были взяты от лиц без указаний 
на наличие сифилиса (при обследо-
вании трепонемоспецифические ан-
титела в них не были определены); 
23 образца были получены от лиц, 
проходивших диагностическое об-
следование (они показали несовпа-
дение результатов в ИФА(IgG + IgM + IgA) 
и РИФабс/200).

Исследование 160 образцов (атте-
стованных как содержавшие трепо-
немоспецифические антитела) в ЛИБ 

с «Лайн-Блот Сифилис — ​IgG» позво-
лило получить 158 (98,8 %) положи-
тельных и 2 (1,2 %) неопределенных 
результата. В соответствии с инструк-
цией по применению набора заклю-
чение о неопределенном результате 
исследования в ЛИБ выдается при вы-
явления антител выше уровня cut off 
лишь к одному из нанесенных на стрип 
антигенов возбудителя, в то время как 
в ИФА(IgG + IgM + IgA) и РИФабс/200 резуль-
тат отражает суммарное содержа-
ние антител ко всем используемым 
в исследовании антигенам возбуди-
теля. Проведение ЛИБ («Лайн-Блот 
Сифилис — ​IgG») с 58 образцами, по-
лученными от пациентов без указаний 
на наличие сифилиса, дало 57 (98,3 %) 
отрицательных и 1 (1,7 %) неопреде-
ленный результат. Исследование 23 
образцов с противоречивыми резуль-
татами исследования в ИФА(IgG + IgM + IgA) 
и РИФабс/200 позволило получить 15 
(65,2 %) положительных, 5 (21,7 %) 
отрицательных и 3 (13,1 %) неопреде-
ленных результата, что в значитель-
но большем числе случаев позволяет 
клиницисту прийти к определенному 
диагностическому решению.

Установленные в исследовании 
высокие показатели клинической 
чувствительности (98,8 %) и спе-
цифичности (98,3 %) позволили 
рекомендовать набор «Лайн-Блот 
Сифилис — ​IgG» для диагностики 
сифилиса и верификации не согла-
сующихся между собою результа-
тов тремонемоспецифических тестов 
(ИФА, РИФ, РПГА).

Оценка клинической 
информативности исследований 
с набором «Лайн-Блот Сифилис — ​
IgM, комплект № 2

При изучении клинической 
информативности комплекта № 2 
проводили исследование образцов 
крови, полученных до начала тера-
пии только от больных сифилисом 
первичным (n = 76), так как именно 
при этой стадии инфекции гумо-
ральный иммунитет с участием ан-
тител класса M наиболее выражен, 
и образцов крови здоровых доноров 
(n = 24). Исследование 76 образцов 
больных сифилисом первичным 
в ИФА(IgG + IgM + IgA) и РИФабс/200 выявило 
положительные результаты обоих 
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тестов в 74 случаях, отрицательные 
результаты обоих тестов в одном 
случае и в одном случае положи-
тельный результат в РИФабс/200 при 
отрицательном в ИФА(IgG + IgM + IgA). 
Результаты обследования крови 24 
здоровых доноров показали отри-
цательные результаты обоих тестов 
одновременно.

Исследование в ЛИБ с «Лайн-Блот 
Сифилис — ​IgM» образцов крови 
больных сифилисом первичным по-
зволило получить 65 (85,5 %) положи-
тельных, 8 (10,9 %) неопределенных 
и 2 (2,6 %) отрицательных результата. 
Неопределенные результаты в ЛИБ 
характеризовались интенсивным 
окрашиванием полосы, соответство-
вавшей TmpA-антигену, и незначи-
тельным (слабее «0,5+») — ​полосы 
TpN 17. Отрицательные результаты 
в ЛИБ наблюдали с двумя образцами, 
показавшими также отрицательные 
результаты в ИФА(IgG + IgM + IgA).

Таким образом, на основании ре-
зультатов трех специфических тестов 
один образец больного сифилисом 
первичным был оценен как не содер-
жавший специфические антитела, что 
послужило основанием для пересчета 
показателя клинической чувствитель-
ности в отношении 75 обследованных 
образцов; он составил 86,7 %.

Обследование крови 24 доноров 
с набором «Лайн-Блот Сифилис — ​
IgM» дало отрицательные результаты 
во всех случаях (100 %).

Расчетные показатели клиниче-
ской чувствительности (86,7 %) и спе-
цифичности (100 %) результатов ис-
следований с набором «Лайн-Блот 
Сифилис — ​IgM» являются высокой 
характеристикой при выявлении анти-
тел класса М. Полученные показатели 
позволили рекомендовать применение 
комплекта № 2 (IgM) при диагностике 
первичного сифилиса, а также для ве-
рификации не согласующихся между 
собой результатов тремонемоспецифи-
ческих тестов при раннем сифилисе 
(РИФ, ИФА и РПГА).

Выводы
1.	 Для дифференцированного опре-

деления специфических антител 
к иммунодоминантным рекомби-
нантным антигенам Treponema 

pallidum в образцах крови или 
ликвора человека на предприятии 
ЗАО «ЭКОлаб» (г. Электрогорск 
Московской области) разрабо-
тан новый отечественный набор 
реагентов в формате линейного 
иммунного блоттинга «Лайн-Блот 
Сифилис» (комплект № 1 — ​IgG 
и комплект № 2 — ​IgM). В уста-
новленном порядке осуществлена 
его регистрация в Росздравнад-
зоре, что дает разрешение на его 
обращение на территории Россий-
ской Федерации (производство, 
продажа и применение в меди-
цинских организациях) в качестве 
диагностического и подтвержда-
ющего теста при выявлении си-
филиса (РУ  № РЗН 2014/1657 
от 05.06.2014).

2.	 При исследовании аттестованных 
контрольных материалов раз-
личного производства, содержа-
щих и не содержащих антитела 
к T. pallidum, с набором «Лайн-
Блот Сифилис» установлены 
100-процентные чувствительность 
и специфичность результатов.

3.	 Изучение клинических образцов 
крови, полученных от больных си-
филисом пациентов, проходивших 
диагностическое обследование, 
и лиц без указаний на наличие 
сифилиса, позволило определить 
высокие показатели клинической 
информативности исследований 
с новым отечественным набором 
реагентов «Лайн-Блот Сифилис» 
для линейного иммуноблоттинга. 
Применение этого набора позво-
ляет осуществлять верификацию 
не согласующихся между собою 
результатов других трепоне-
моспецифических тестов (РИФ, 
ИФА и РПГА).
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