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Ðàçðàáîòàí âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûé è âûñîêî-

ñïåöèôè÷íûé ñïîñîá îáíàðóæåíèÿ äèôòåðèéíîãî 

òîêñèíà ñ öåëüþ ìîíèòîðèíãà òîêñèãåííûõ 

øòàììîâ C. diphtheriae ñðåäè áîëüíûõ äèôòå-

ðèåé è áàêòåðèîíîñèòåëåé. Ñïîñîá ïîçâîëÿåò 

îáíàðóæèòü äèôòåðèéíûé òîêñèí â êîëè÷åñò-

âå 0,001 Lf/ml äèôòåðèéíîãî òîêñèíà â ïðîáå 

çà 2–3 ìèí è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â ëàáîðà-

òîðèÿõ ðàçëè÷íûõ óðîâíåé îðãàíèçàöèè êàê ïðè 

åäèíè÷íûõ, òàê è ïðè ìàññîâûõ îáñëåäîâàíèÿõ.

Введение

Àêòóàëüíîñòü áèîëîãè÷åñêîé îïàñíîñòè â íàñòî-

ÿùåå âðåìÿ âîçðàñòàåò. Îíà èñõîäèò èç ñóùåñòâî-

âàíèÿ â ïðèðîäå î÷àãîâ îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé 

ñ ðåçåðâóàðàìè â æèâîòíîì ìèðå, íàëè÷èÿ áîëüíûõ 

è áàêòåðèîíîñèòåëåé îïàñíûõ âîçáóäèòåëåé, îá-

óñëàâëèâàþùèõ âûñîêèé óðîâåíü çàáîëåâàåìîñòè 

â ñòðàíàõ ñ âûñîêèì óðîâíåì ðàçâèòèÿ äî 45 %, 

â ðàçâèâàþùèõñÿ ñòðàíàõ ñ âûñîêèì óðîâíåì ìè-

ãðàöèè è ïåðåìåùåíèÿ íàñåëåíèÿ — äî 75 %. 

Âàæíîé ïðîáëåìîé ñëåäóåò ïðèçíàòü ýâîëþ-

öèþ ìèêðîîðãàíèçìîâ, íåðåäêî âåäóùóþ ê èç-

ìåíåíèþ ñòåïåíè ïàòîãåííîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ 

è ïðèîáðåòåíèþ ïàòîãåííûõ ñâîéñòâ ñðåäè ðàíåå 

íåïàòîãåííûõ âèäîâ.  Íåëüçÿ èñêëþ÷àòü âîçìîæ-

íîñòü áèîòåððîðèçìà ñ èñïîëüçîâàíèåì íîâûõ ôîðì 

áèîëîãè÷åñêîé óãðîçû, ò. å. ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ èç-

ìåíåííûìè áèîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè.

Âñå ñêàçàííîå äèêòóåò îñòðóþ íåîáõîäèìîñòü 

ñîçäàíèÿ ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ è ñèñòåì îáíàðó-

æåíèÿ è ðàñïîçíàâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ, 

âèðóñîâ, áàêòåðèé, ãðèáîâ è èõ òîêñèíîâ. Êëàññè-
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÷åñêèå ìåòîäû ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé äèàãíîñòèêè 

îáëàäàþò íàèáîëüøåé äîñòîâåðíîñòüþ, îäíàêî îíè 

äëèòåëüíû ïî âðåìåíè è òðóäîåìêè. Âèäèìûé ðîñò 

ìèêðîîðãàíèçìîâ ìîæíî îæèäàòü äî 3–4 äíåé.

Äîïîëíèòåëüíîå âðåìÿ íåîáõîäèìî òàêæå äëÿ 

ïîëó÷åíèÿ ÷èñòîé êóëüòóðû ìèêðîîðãàíèçìîâ. Âîç-

ìîæíûé ðîñò ðàçëè÷íûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ òðåáó-

åò îòñåâà êàæäîé êîëîíèè íà ñïåöèàëüíóþ ñðåäó. 

Áåç ýòîãî ýòàïà íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü ïðåäñòàâëåíèå 

î êîëè÷åñòâå ìèêðîîðãàíèçìîâ è èõ ýòèîëîãè÷åñêîé 

çíà÷èìîñòè äëÿ ðÿäà èíôåêöèé.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿò â èäåíòèôè-

êàöèè ìèêðîîðãàíèçìà. Êëàññè÷åñêèì ìåòîäîì ïðè 

ýòîì ÿâëÿåòñÿ áèîõèìè÷åñêàÿ äèôôåðåíöèàöèÿ, 

êîòîðàÿ çàíèìàåò îáû÷íî 1–2 äíÿ. Ïðè ýòîì èñ-

ïîëüçóþò ïðîáèðî÷íûå ñóáñòðàòû. Ðåçóëüòàòû âçà-

èìîäåéñòâèÿ (èçìåíåíèå öâåòà, ïîÿâëåíèå îñàäêà 

è äð.) ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü âèä ìèêðîîðãàíèçìà. 

Íà ñìåíó ïðîáèðî÷íîé äèôôåðåíöèàöèè áàêòåðèé 

âñå ÷àùå ïðèõîäÿò ïëàíøåòíûå òåñò-ñèñòåìû, ñ ïî-

ìîùüþ êîòîðûõ íà îäíîì ïëàíøåòå âîçìîæíà áèî-

õèìè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íåñêîëüêèõ øòàììîâ 

ìèêðîîðãàíèçìîâ. Èñïîëüçîâàíèå òåñò-ñèñòåì äëÿ 

óñêîðåííîé äèôôåðåíöèàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ ïî-

çâîëèëî ñîêðàòèòü âðåìÿ ýòîãî ýòàïà èññëåäîâàíèÿ 

äî 4–6 ÷àñîâ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ñóùåñòâåííîå ìåñòî â èíäè-

êàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ ñòàëè çàíèìàòü èììóíî-

ëîãè÷åñêèå ìåòîäû. Â îñíîâå òàêèõ ðåàêöèé ëå-

æèò âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó àíòèãåíîì è àíòèòåëîì. 

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíî áîëüøîå êîëè÷å-

ñòâî ìåòîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçáóäèòåëåé è àíòè-

òåë ê íèì. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì 

ÿâëÿåòñÿ èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç (EIA, ELISA). 

Îäíàêî ïðè ýòîì äëèòåëüíîñòü ðåàêöèè âñå æå ñî-

ñòàâëÿåò 3–4 ÷.

Áîëåå áûñòðûì ìåòîäîì âûÿâëåíèÿ ìèêðîîðãà-

íèçìîâ èëè èììóííûõ êîìïëåêñîâ ÿâëÿåòñÿ ôëóî-

ðåñöåíòíûé àíàëèç, êîòîðûé ïî âðåìåíè çàíèìàåò 

1,0–1,5 ÷. Èñïîëüçîâàíèå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë 

è  âûñîêîî÷èùåííûõ  ôðàêöèé  ìèêðîîðãàíèçìîâ 

ïîçâîëèëî ïîâûñèòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôëóîðåñöåíò-

íûõ ìåòîäîâ äî 95–98 % [1].

Ñîâðåìåííûé øàã â èíäèêàöèè ìèêðîîðãàíèç-

ìîâ è îöåíêå èõ ãåíåòè÷åñêè îáóñëîâëåííûõ ñâîéñòâ 

âíåñëè ìîëåêóëÿðíûå ìåòîäû äèàãíîñòèêè — èñ-

ñëåäîâàíèå ÄÍÊ âîçáóäèòåëåé. Ñåãîäíÿ ýòîò ìåòîä 

ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì ïðè èçó÷åíèè 

ãåíîìíîãî àïïàðàòà â æèâîòíîì ìèðå. Òåì íå ìåíåå 

âðåìÿ ïîñòàíîâêè ðåàêöèé îïðåäåëÿåòñÿ çàäà÷àìè 

èññëåäîâàíèÿ è èñïîëüçóåìûì îáîðóäîâàíèåì è ìî-

æåò çàíèìàòü îò 2–3 ÷ äî íåñêîëüêèõ äíåé. Áîëåå 

òîãî, ìîëåêóëÿðíûå ìåòîäû ïîçâîëÿþò âûÿâèòü 

ëèøü ÄÍÊ ìèêðîîðãàíèçìà, íî íå äàþò îòâåòà íà 

âîïðîñ î íàëè÷èè ñàìîãî ìèêðîáà [2].

Íàèáîëåå âîñòðåáîâàííûìè ÿâëÿþòñÿ òàêèå ìå-

òîäû äèàãíîñòèêè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò áûñòðî è 

ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ äîñòîâåðíîñòè âûÿâëÿòü â áèî-

ëîãè÷åñêîì ìàòåðèàëå âîçáóäèòåëåé îïàñíûõ çà-

áîëåâàíèé è èõ êîìïîíåíòîâ, òàêèõ êàê òîêñèíû 

[3]. Îäíèì èç íàèáîëåå ñèëüíûõ ÿâëÿåòñÿ äèôòå-

ðèéíûé òîêñèí, ÿâëÿþùèéñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ 

òÿæåëîãî èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíèÿ — äèôòåðèè.

Èçâåñòíî, ÷òî òîêñèãåííîñòü C. diphtheriae ÿâ-

ëÿåòñÿ âåäóùèì ôàêòîðîì ïàòîãåííîñòè äàííîãî 

ìèêðîîðãàíèçìà, îïðåäåëÿþùèì ðàçâèòèå äèôòå-

ðèéíîé èíôåêöèè [4, 5]. È õîòÿ ïîñëå ýïèäåìèè 

äèôòåðèè 1993–1995 ãã. äîëÿ òîêñèãåííûõ øòàì-

ìîâ ñíèçèëàñü ñ 35 äî 6 %, îíè ïðîäîëæàþò öèð-

êóëèðîâàòü ïîâñåìåñòíî. Áîëåå òîãî, îêîëî 40 % 

øòàììîâ, âûäåëåííûõ â ïîñëåäíèå òðè ãîäà, íåñóò 

â ñåáå «ìîë÷àùèé» ãåí [6]. Ýòîò ôàêò âàæíî ó÷è-

òûâàòü, òàê êàê ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé äîêàçàíî, 

÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ øòàììû ñ «ìîë÷à-

ùèì» ãåíîì ìîãóò âîññòàíàâëèâàòü òîêñèãåííîñòü. 

Êðîìå òîãî, â íàñòîÿùåå âðåìÿ, ïðè ñíèæåííîì 

âíèìàíèè êëèíèöèñòîâ ê äèôòåðèéíîé èíôåêöèè, 

âîçðàñòàåò âåðîÿòíîñòü âçÿòèÿ ìàòåðèàëà îò áîëüíî-

ãî äëÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ â ïîçä-

íèå ñðîêè è íåðåäêî íà ôîíå ïðèìåíåíèÿ àíòèáèî-

òèêîâ. Â òàêèõ ñëó÷àÿõ íåîáõîäèìû ìåòîäû äåòåê-

öèè òîêñèíà â áèîëîãè÷åñêèõ ñóáñòðàòàõ îðãàíèçìà 

ñ áîëåå âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ.

Ñ öåëüþ ìîíèòîðèíãà òîêñèãåííûõ C. diphthe-

riae ó áîëüíûõ è íîñèòåëåé íàìè ðàçðàáîòàí íîâûé 

ñïîñîá ýêñïðåññ-äèàãíîñòèêè íà îñíîâå ìèêðîòåõ-

íîëîãèé.

Основная часть

Àíàëèòè÷åñêàÿ ñèñòåìà äëÿ ðåàëèçàöèè ýêñ-

ïðåññ-ñïîñîáà äèàãíîñòèêè òîêñèãåííûõ øòàììîâ 

ñîñòîèò èç äâóõ ñîñòàâëÿþùèõ: 1) èììóííî-áèî-

ëîãè÷åñêîé (ëàòåêñíûé äèàãíîñòèêóì); 2) ïðè-

áîðíîé ÷àñòè (ìèêðîðèäåð ñî ñìåííûìè ÷èïàìè). 

Â îñíîâó ñîçäàíèÿ äèàãíîñòèêóìà ïîëîæåíà ðå-

àêöèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèãåíà è àíòèòåëà, ãäå 

â êà÷åñòâå àíòèãåíà ïðåäñòàâëåí äèôòåðèéíûé òîê-

ñèí (àíàòîêñèí), à â êà÷åñòâå àíòèòåëà — ôðàêöèÿ 

âûñîêîàâèäíûõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå 

ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ àíòèòîêñè-

÷åñêèõ ñûâîðîòîê êðîâè. Èçâåñòíî, ÷òî àíòèòåëà 

ñëàáåå àäñîðáèðóþòñÿ íà ëàòåêñíûõ ÷àñòèöàõ, ÷åì 

àíòèãåíû, è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïîëó÷åííûõ äèà-

ãíîñòèêóìîâ íå âñåãäà âûñîêà [7]. Ïîýòîìó äëÿ ïî-

âûøåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñïî-

ñîáà îïåðàöèþ èììîáèëèçàöèè ëàòåêñíûõ ÷àñòèö 

êîìïëåìåíòàðíûìè êîìïîíåíòàìè ïðîâîäèëè ïîä 

äåéñòâèåì ïîëÿ óëüòðàçâóêîâûõ êîëåáàíèé ïî ïà-

òåíòàì (RU 2177617, G01N 33/567, 33/546, 2001). 

Ïîäáîð íåîáõîäèìîãî äèàìåòðà ëàòåêñíûõ ÷àñòèö 

ïðîèçâîäèëè ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ ïðèãîòîâëåííîãî 

äèàãíîñòè÷åñêîãî íàáîðà ïîä êîíòðîëåì ìèêðîñêîïà 

(ïðè óâåëè÷åíèè â 100, 400 è 1000 ðàç), à çàòåì — 

â ðàçðàáàòûâàåìûõ ÷èïàõ. Â èòîãå áûë ïîëó÷åí 

ëàòåêñíûé àíòèòåëüíûé äèôòåðèéíûé äèàãíîñòè-

êóì, êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé 1,5 ìàñ.% âçâåñü 
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ïîëèñòèðîëüíûõ êàðáîêñèëèðîâàííûõ ëàòåêñíûõ 

÷àñòèö äèàìåòðîì 0,81 ìêì, ñåíñèáèëèçèðîâàí-

íûõ âûñîêîàâèäíîé ôðàêöèåé âûñîêîàêòèâíûõ 

àíòèòîêñè÷åñêèõ ïðîòèâîäèôòåðèéíûõ àíòèòåë (íå 

ìåíåå 2,5 ÌÅ/ìë) ÷åëîâåêà.

Ñïîñîá ðàçðàáàòûâàëñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåìè 

êîíòðîëüíûõ (ïîëîæèòåëüíûõ è îòðèöàòåëüíûõ) ðå-

ôåðåíñ-øòàììîâ è òîêñèíîâ, ïîëó÷åííûõ èç NCTC 

(National Collection of Type Cultures Diphtheriae 

Reference Laboratory, Central Health Laboratory 

(CPHL), London, UK), ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òàðàñåâè-

÷à è ÍÈÈÝÌ èìåíè Ïàñòåðà (Ðîññèÿ). Àïðîáàöèþ 

ñïîñîáà îñóùåñòâëÿëè íà 30 èçâåñòíûõ ìóçåéíûõ 

øòàììàõ C. diphtheriae â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ïîëó÷åíèå îïòèìàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ñïîñîáà 

äîñòèãàëîñü, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñîçäàíèåì íàèáîëåå 

÷óâñòâèòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ äèàãíîñòèêóìà (âû-

ñîêîàâèäíîé ôðàêöèè âûñîêîàêòèâíûõ àíòèòåë), 

èñïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ òåõíîëîãèé ïîëó÷å-

íèÿ ïîëèàêðèëàìèäíîãî ëàòåêñà è ñîðáöèè íà íèõ 

àíòèòåë, ñ äðóãîé ñòîðîíû — çà ñ÷åò ñîâåðøåíñòâî-

âàíèÿ ïðèáîðíîé ÷àñòè (ðèñ. 1).

Áèî÷èïû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìèêðîïëàíøåòû, 

âûïîëíåííûå â âèäå ïðîçðà÷íîãî ïîëèìåðíîãî îñ-

íîâàíèÿ ñ íàíåñåííûì íà íåãî ôîòîðåçèñòèâíûì 

ñëîåì, ïåðôîðèðîâàííûì ñêâîçíûìè îòâåðñòèÿìè 

ñ îáðàçîâàíèåì ëóíîê. Ó÷àñòêè ïîâåðõíîñòè îñíî-

âàíèÿ ïî ìåñòó âûïîëíåíèÿ ëóíîê, ñëóæàùèå äíîì 

ëóíîê, ïîêðûòû ãèäðîôîáíûì ïîêðûòèåì èç ïàðà-

ôèíà èëè ñòåàðèíà, ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ ïîëó÷åíèÿ 

êàïëè îïðåäåëåííîé âûñîòû è ïðåäîòâðàùåíèÿ 

ðàñòåêàíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè â ëóíêàõ. Ñ ýòîé æå 

öåëüþ ÷èïû âûïîëíåíû èç ïîëèìåòèëìåòàêðèëàòà. 

Ðàçìåðû ìèêðî÷èïà ñîñòàâëÿþò 16 × 16 ìì ñ ðàç-

ëè÷íûì êîëè÷åñòâîì (îò 1 äî 96) ëóíîê. Ðàçìåðû 

ëóíîê âàðüèðóþò îò 0,2 äî 3,0 ìì ñ ðàññòîÿíèåì 

ìåæäó öåíòðàìè ëóíîê 0,3–2,0 ìì è ãëóáèíîé 

îêîëî 5 ìêì.

Àíàëèòè÷åñêàÿ ñèñòåìà ñíàáæåíà áëîêîì îï-

òè÷åñêîãî êîíòðîëÿ, âûïîëíåííûì íà áàçå âèäåî-

êàìåðû. Îí ñîñòîèò èç îñâåòèòåëüíîãî óñòðîéñòâà 

äëÿ îñâåùåíèÿ ëóíîê, âèäåîêàìåðû, ïîäêëþ÷åííîé 

ê ìîäóëþ îáðàáîòêè èçîáðàæåíèÿ, ðàñïîëîæåííîé 

ïî õîäó ðåãèñòðàöèè èçìåíåíèé ñâåòîïðîïóñêàíèÿ 

â ëóíêàõ ëàòåêñíûõ ÷àñòèö ðåàêöèîííîé âçâåñè 

(ðèñ. 2).

Ìèêðî÷èïû ðàçìåùàþò íà ïîâåðõíîñòè ñïåöè-

àëüíîãî ñåíñîðà, âèäåîðàçðåøåíèå êîòîðîãî ñîñòàâ-

ëÿåò 300 êèëîïèêñåëåé. Äëÿ ñ÷èòûâàíèÿ ñèãíàëà 

áîëüøîå çíà÷åíèå èìåþò óãîë îñâåùåíèÿ è äëèíà 

âîëíû èñòî÷íèêà ñâåòà. Ïðèíöèï äåòåêöèè è åãî 

ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóíêå 2. Ïîìåùåí-

íûå â ëóíêè-ÿ÷åéêè ðåàãåíòû â ïðîöåññå ðåàêöèè 

ôîðìèðóþò íåïðîçðà÷íûé ìîíîñëîé. Îáðàçåö îñ-

âåùàåòñÿ äèîäîì, à åãî èçîáðàæåíèå ïðîåöèðóåòñÿ 

íà CMOS-ñåíñîð è äàëåå — íà ýêðàí ìîíèòîðà. Ïðè 

íàëè÷èè àããëþòèíàöèè ìîíîñëîé ôðàãìåíòèðóåòñÿ 

èç-çà îáðàçîâàíèÿ êîìî÷êîâ ëàòåêñíûõ ÷àñòèö, â ðå-

çóëüòàòå ÷åãî íàáëþäàåòñÿ ðàçíèöà â âèäåîèçîáðà-

æåíèÿõ êîíòðîëåé (è ïðîá) íà ýêðàíå ìîíèòîðà. 

Ìîíîñëîéíîñòü ó÷àñòêîâ ðåàêöèîííîé ñìåñè äîñòè-

ãàëàñü ïóòåì îïòèìèçàöèè ñîîòíîøåíèé îáúåìîâ è 

êîíöåíòðàöèé èíãðåäèåíòîâ (ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ 

ëàòåêñíûõ ÷àñòèö è ïðîáû) â ïðîöåññå òèòðîâàíèÿ 

ïðîáû ïîä êîíòðîëåì ñâåòîâîãî è îáúåìíîãî ìèêðî-

ñêîïà.

Â ïðîöåññå ñîçäàíèÿ àíàëèòè÷åñêîé ñèñòåìû ó÷è-

òûâàëè íå òîëüêî êà÷åñòâî âñåõ êîìïîíåíòîâ ðåàê-

öèè, íî òàêæå ñîçäàâàëè âñå íåîáõîäèìûå óñëîâèÿ 

äëÿ ïðîõîæäåíèÿ çàäàííûõ áèîôèçèêîõèìè÷åñêèõ 

ðåàêöèé â ìàëûõ îáúåìàõ çà êîðîòêèé ïðîìåæóòîê 

âðåìåíè. Ïîýòîìó ïðîèñõîäÿùèå â ëóíêàõ ïðîöåñ-

ñû â õîäå ñîçäàíèÿ ýòîãî ñïîñîáà äåòåêöèè âíà÷àëå 

êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îïòè÷åñêîãî áëîêà, ïîä-

êëþ÷åííîãî ê ìèêðîñêîïó. Êðîìå òîãî, â îòëè÷èå 

îò  òðàäèöèîííîãî  àíàëèçà  áèîëîãè÷åñêîé  ïðîáû 

â ðåàêöèè àããëþòèíàöèè íà ñòåêëå, â ïðåäëàãàåìîì 

ñïîñîáå ïðèçíàê, ïî êîòîðîìó ñóäèëè î åå ðåçóëüòàòå, 

çàâèñåë îò ñîñòàâà ðåàêöèîííîé ñìåñè. Â ýòîé ñâÿçè 

â ïðåäâàðèòåëüíûõ îïûòàõ îïðåäåëÿëè õàðàêòåð 

èçìåíåíèÿ ïðîçðà÷íîñòè ëàòåêñíûõ ÷àñòèö â ìîíî-

ñëîéíûõ ó÷àñòêàõ, âûçâàííûõ àãðåãàöèåé ñâÿçàííûõ 

êîìïëåìåíòàðíûõ êîìïîíåíòîâ ïðè èõ ñîîòíîøåíè-

ÿõ â îáëàñòè ïîðîãà ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñïîñîáà.

Ðåçóëüòàòû ðåàêöèè ìîãóò ôèêñèðîâàòüñÿ â çà-

äàííîì èëè ïðîèçâîëüíîì ðåæèìå îïåðàòîðîì â ïà-

ìÿòè êîìïüþòåðà â âèäå ôîòîèçîáðàæåíèé èëè 

âèäåîðîëèêà.Ðèñ. 1 Ðèäåð ñ ìèêðîïëàòôîðìàìè

Ðèñ. 2 Îïòè÷åñêàÿ ñõåìà è èçîáðàæåíèÿ ðåçóëüòàòîâ 

ðåàêöèè
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Ïðè àïðîáàöèè äèàãíîñòèêóìîâ ðàçíûõ ñåðèé 

èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ïîëîæèòåëüíûõ è îòðè-

öàòåëüíûõ êîíòðîëåé (òàáë. 1).

Êà÷åñòâî ðàáîòû ïîëó÷åííûõ ñåðèé äèàãíîñòè-

êóìîâ ïðîâåðÿëè íà 20 øòàììàõ C. diphtheriae 

(tox+) è 10 øòàììàõ C. diphtheriae (tox–) â ÏÖÐ. 

Â ðàáî÷åì âàðèàíòå ìèêðîàíàëèòè÷åñêîé ñèñòå-

ìû ïðèìåíÿþòñÿ äâà êîíòðîëÿ: ïîëîæèòåëüíûé 

(òîêñèí àêòèâíîñòüþ 0,1 Lf/ml) è îòðèöàòåëüíûé 

(áóôåðíûé ðàñòâîð).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ñîçäàííîãî 

ñïîñîáà, êîíòðîëèðîâàëè ñ äðóãèìè èñïîëüçóåìû-

ìè ìåòîäàìè (ÐÍÃÀ, Elek-òåñò è ICS-òåñò). Îöåíêó 

÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè êàæäîãî ìåòîäà 

ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëàì, ïðèâåäåííûì Domeika 

(1994).

×óâñòâèòåëüíîñòü = ÈÏ / (ÈÏ + ËÎ)100 %;

Ñïåöèôè÷íîñòü = ÈÎ / (ÈÎ + ËÏ)100 %,

ãäå  ÈÏ — èñòèííî  ïîëîæèòåëüíûé  ðåçóëüòàò; 

ÈÎ — èñòèííî îòðèöàòåëüíûé ðåçóëüòàò; ËÏ — 

ëîæíî ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò; ËÎ — ëîæíî 

îòðèöàòåëüíûé ðåçóëüòàò.

Èñòèííî ïîëîæèòåëüíûì ñ÷èòàëè ïîëîæèòåëü-

íûé ðåçóëüòàò, ïîëó÷åííûé ïðè èññëåäîâàíèè êóëü-

òóðû C. diphtheriae â Elek-òåñòå è/èëè äâóìÿ äðóãè-

ìè óêàçàííûìè ìåòîäàìè.

Â èòîãå ñïåöèôè÷íîñòü ïîëó÷åííîãî äèàãíîñòè-

êóìà ñîñòàâèëà 98 % (p < 0,05), ÷óâñòâèòåëüíîñòü — 

97 % (p < 0,05). Ïðè êîëè÷åñòâåííîé îöåíêå ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòü ñïîñîáà ñîñòàâèëà 0,001 Lf/ml äèô-

òåðèéíîãî òîêñèíà.

Âðåìÿ ïðîáîïîäãîòîâêè ïðè èñïîëüçîâàíèè íîâî-

ãî ñïîñîáà äèàãíîñòèêè ñîñòàâëÿåò îêîëî 6 ÷; ïðè 

âñåõ äðóãèõ ñðàâíèâàåìûõ ñïîñîáàõ — íå ìåíåå 18 ÷. 

Âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ñîñòàâëÿåò 2–3 ìèí. ×è-

ïû èñïîëüçóþòñÿ â àññîðòèìåíòå (îò 4 äî 96 ëóíîê), 

ïîýòîìó çà îäíó ïîñòàíîâêó ìîæíî èññëåäîâàòü äî 

94 ïðîá.

Òàáëèöà 1 Перечень внешних контролей для апробации микроаналитической системы

Êîíòðîëè Íàèìåíîâàíèå Èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ
Èñõîäíàÿ 

àêòèâíîñòü

Ïîëîæèòåëüíûå 
êîíòðîëè

Diphteria toxin

NCTC (National Collection of Type Cultures 
Diphtheriae Reference Laboratory, Central Health 
Laboratory (CPHL), London, UK

600 Lf/ml
500 Lf/ml

ÍÈÈÝÌ èì. Ïàñòåðà 300 Lf/ml

Ðåôåðåíñ-øòàìì C. diphtheriae 
¹ 10648 (tox+)

NCTC (National Collection of Type Cultures 
Diphtheriae Reference Laboratory, Central Health 
Laboratory (CPHL), London, UK

0,1 Lf/ml

Îòðèöàòåëüíûå 
êîíòðîëè

Ðåôåðåíñ-øòàìì C. diphtheriae 
¹ 10356 (tox–)

0 Lf/ml

Ðåôåðåíñ-øòàìì Ñ. striatum 0 Lf/ml

Ðåôåðåíñ-øòàìì S. aureus ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à 0 Lf/ml

Áóôåðíûé ðàñòâîð ÍÈÈÝÌ èì. Ïàñòåðà 0,05%-íûé 
ðàñòâîð NaCl

Èç âñåõ ôåíîòèïè÷åñêèõ ìåòîäîâ ðàçðàáîòàííûé 

ñïîñîá îáëàäàåò íàèëó÷øèìè ïîêàçàòåëÿìè ïî 

ñêîðîñòè ïðîáîïîäãîòîâêè, ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè, 

à òàêæå âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííîé ïîñòàíîâêè 

áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïðîá. Ïî ïîêàçàòåëÿì ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè ýòîò ñïîñîá ìîæíî 

ñðàâíèòü òîëüêî ñ ICS-òåñòîì (ðèñ. 3, òàáë. 2).

Ðàçðàáîòàííûé  ñïîñîá  îòëè÷àþò  ñëåäóþùèå 

ïðåèìóùåñòâà:

• âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü — 0,001 Lf/ml äèô-

òåðèéíîãî òîêñèíà.

• áûñòðîòà ó÷åòà ðåàêöèè — ïðîâåäåíèå è ó÷åò 

ðåàêöèè çàíèìàþò 15–20 ìèí; ïðè óñëîâèè ðîáî-

òèçàöèè ïîñòàíîâêè ðåàêöèè ñðîêè ïðîâåäåíèÿ 

îäíîé ðåàêöèè åùå áîëåå ñîêðàòÿòñÿ, òàê êàê íà 

îäíîì ïëàíøåòå ìîæåò áûòü èññëåäîâàíî äî 94 ïðîá 

îäíîâðåìåííî.

• ïîðòàòèâíîñòü ïðèáîðà, ò. å. âîçìîæíîñòü ìî-

áèëüíîé îðãàíèçàöèè ðàáî÷åãî ìåñòà ïðè íåîáõî-

äèìîñòè;

Ðèñ. 3 ×óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ðàçëè÷íûõ 

ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ òîêñèãåííîñòè ó øòàììîâ 

C.diphtheriae:

 — Elek-òåñò;   — ICS-òåñò;  — PHÃÀ; 
 — áèî÷èï-òåñò

×óâñòâèòåëüíîñòü Cïåöèôè÷íîñòü
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Тематика конференции:
 системы и оборудование для терапии и диагностики;

 биоматериалы, имплантанты и искусственные органы;
 медицинские изображения и обработка сигналов;

 микро- и нанотехнологии в биомедицинской инженерии;
 математические и компьютерные методы в медицинской инженерии.

Контактная информация по тел.: +7 (812) 234-35-55
 http://www.eltech.ru/ru, www.rbc-2012.com
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29–31 мая 2012 года 

• íåâûñîêàÿ ñòîèìîñòü ïðèáîðà â ñðàâíåíèè ñ 

äðóãèì îáîðóäîâàíèåì äëÿ èììóíîëîãè÷åñêèõ èñ-

ñëåäîâàíèé;

• âîçìîæíîñòü ðàáîòû ñ ìèêðîîáúåìàìè ðåà-

ãåíòîâ, ÷òî äåëàåò ìåòîä áîëåå äåøåâûì è ïðè-

âëåêàòåëüíûì;

• ïåðñïåêòèâà ïðèìåíåíèÿ äàííîãî ìåòîäà íå 

òîëüêî â åäèíè÷íûõ ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèÿõ, 

íî è ïðè ìàññîâûõ îáñëåäîâàíèÿõ íàñåëåíèÿ.

Ïðåäñòàâëåííûé ñïîñîá çàùèùåí ïàòåíòîì íà 

èçîáðåòåíèå «Ñïîñîá êîíòðîëÿ áèîëîãè÷åñêîé ïðî-

áû â ðåàêöèè ëàòåêñ-àããëþòèíàöèè è àíàëèòè÷å-

ñêàÿ ñèñòåìà äëÿ åãî îñóùåñòâëåíèÿ». ¹ 2298798 

îò 10.05.2007.

Выводы

Íà îñíîâå íîâûõ áèîìèêðîòåõíîëîãèé ñ èñïîëü-

çîâàíèåì ïðîòèâîäèôòåðèéíûõ àíòèòîêñè÷åñêèõ 

âûñîêîàâèäíûõ àíòèòåë ÷åëîâå÷åñêîé èììóííîé 

ñûâîðîòêè (÷óâñòâèòåëüíîñòü 0,001 Lf/ml äèôòåðèé-

íîãî òîêñèíà) ðàçðàáîòàí àâòîìàòèçèðîâàííûé ýêñ-

ïðåññ-ñïîñîá âûÿâëåíèÿ òîêñèãåííûõ C. diphtheriae 

in vitro, ÷òî ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü êà÷å-

ñòâî ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè äèôòåðèè.
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Òàáëèöà 2 Сравнение разработанного способа 
определения дифтерийного токсина 
с другими фенотипическими 
методами

Ìåòîä

Âðåìÿ 

ïîäãîòîâêè 

òåñòà, ÷

Âðåìÿ 

ïðîâåäå-

íèÿ 

ðåàêöèè

Âîçìîæíîñòü 

îäíîâðåìåííîé 

ïîñòàíîâêè ïðîá

Elek-òåñò 18–24 18–48 ÷ Äî 16 ïðîá íà 
îäíó ÷àøêó Ïåòðè

ÐÍÃÀ 18–24 2 ÷ Äî 9 ïðîá 
íà îäèí ïëàíøåò

ICS-òåñò 18–24 + 3 15 ìèí Äî 50 ïðîá 
çà îäèí ïîõîä

Áèî÷èï-
òåñò

6 2–3 ìèí Äî 94 ïðîá 
íà îäíîì ÷èïå




