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РАЗРАБОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ОБРАЗЦА ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ 
ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ БЕЛКА ПАТОГЕННОСТИ CagA HelIcObacTeR pylORI

ФГБОУ ВО «Вятский государственный университет», 610000, г. Киров, Россия

Разработана иммунохроматографическая тест-система для детекции белка патогенности CagA Helicobacter pylori в 
различном биологическом материале (кале, содержимом зубодесневых карманов), а также в культуре H.pylori . Тест-
система представляет собой мультимембранный композит на основе мембран фирмы «MDI» (Индия). Основными им-
мунохимическими компонентами тест-системы являются: конъюгат наночастиц коллоидного золота размером 30 нм 
с моноклональными антителами (клон НР-387), нанесённый на мембрану для конъюгата; моноклональные антитела 
(клон HP-1811) и антивидовые антитела козы против Ig мыши, нанесённые на нитроцеллюлозную мембрану соответ-
ственно в тестовую и контрольную зоны. Все антитела производства фирмы «Биалекса» (Россия). 
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Введение. По состоянию на сегодняшний день инфекция, 
вызываемая Helicobacter pylori, является одной из наиболее 
распространённых инфекций человека. По данным литера-
туры, хеликобактериоз встречается у 80–90% жителей раз-
вивающихся стран Азии и Африки, 40–80% жителей Восточ-
ной Европы, Южной Америки и 25–40% населения развитых 
стран Европы и Северной Америки. Распространённость 
инфекции H.pylori среди взрослого населения в России со-
ставляет 84% [1]. 

Азиатско-Тихоокеанский консенсус по раку желудка ре-
комендовал стратегию скрининга и лечения хеликобактерио-
за в популяциях населения с высоким риском рака желудка 
[2]. На рис. 1 представлены статистические данные о часто-
те ассоциации заболеваний желудочно-кишечного тракта ( 
ЖКТ) с H.pylori и процент малигнизации на фоне соответ-
ствующих заболеваний [3].

Сказанное выше  определяет целесообразность внедре-
ния стратегии скрининга и эрадикации H. pylori у лиц, имею-
щих в анамнезе заболевания ЖКТ.

Разработка иммунохроматографических тест-систем 
для экспресс-диагностики инфекционных заболеваний 
является актуальным направлением исследования. Суще-
ствует большое количество разработанных иммунохрома-
тографических тест-систем, но нет чёткого алгоритма их 
изготовления. В каждом конкретном случае необходимо 
использовать свои комбинации специфических антител, 
буферных растворов, мембран [4]. 

В настоящее время на российском рынке существуют 
несколько иммунохроматографических тест-систем для 
диагностики хеликобактериоза. Однако они предназначены 
исключительно для качественного определения антигена в 
биологическом материале (чаще всего в кале). Примерами 
таких тест-систем являются «CITO TEST H.pylori Ag» («Cert-
est Biotec», Испания), «ImmunoCard STAT HpSA» («Meridian 
Bioscience», Италия), «Хелико Стик» и «H.pylori тест»  
(«Novamed», Израиль). Недостатком перечисленных им-
мунохроматографических тест-систем является их направ-
ленность на выявление фермента уреазы, который, кроме 
H.pylori, способны вырабатывать некоторые другие возбуди-
тели инфекционных заболеваний. 

Известно, что наиболее эффективным подходом при ла-
бораторной диагностике инфекций является детекция анти-
генов патогенности инфекционного агента. У H.pylori обна-
ружено несколько таких антигенов (CagA, VacA, IceA, Ba-
bA). Особое место среди них занимает белок CagA. Протеин 
CagA ассоциирован с язвенной болезнью, раком желудка и 
лимфомой. Считается, что CagА+-штаммы H. pylori и особен-
но CagА+VacA+-штаммы в значительно большей мере стиму-
лируют пролиферативную активность эпителиоцитов слизи-
стой оболочки желудка, чем CagА-негативные. Поступление 
в эпителиоциты слизистой оболочки желудка белка СagA 
вызывает мобилизацию и реорганизацию актина, индукцию 
ростковых факторов, продукцию различных цитокинов. Счи-
тается, что у таких пациентов риск развития кишечной мета-
плазии в 12 раз и атрофического гастрита в 3 раза выше, чем 
у инфицированных CagА-негативными штаммами. Генотип 
CagА+VacA+ достоверно чаще ассоциируется с гастродуоде-
нальной язвой [5]. В связи с этим, детекция белков патоген-
ности H.pylori и, в первую очередь, белка cagA является кри-
терием отбора лиц для назначения эрадикационной терапии. 

Отсутствие отечественных иммунохроматографических 
тест-систем, предназначенных для выявления белков пато-
генности H.pylori, значимых для развития хеликобактерассо-
циированных заболеваний, определяет актуальность и цель 
работы.  

Цель исследования – разработка экспериментального об-
разца иммунохроматографической тест-системы для выявле-
ния белка патогенности cagA H.pylori.

Материал и методы. Работа выполнена на базе кафедры 

микробиологии Вятского государственного университета»  
(г. Киров).

В работе использовали моноклональные антитела (МкАТ) 
к белку CagA H.pylori, клоны НР-1811 и НР-387 («Биалек-
са», Россия); антивидовые антитела козы против IgG мыши 
(«Биалекса», Россия); золотохлористоводородную кисло-
ту HAuCl4·3Н2О (Sigma, США); деионизированнную воду 
(ГОСТ 11.029.003-80); соляную кислоту (ГОСТ 3118-77); 
азотную кислоту (ГОСТ 4461-77); цитрат натрия 5,5-водный 
(«Реахим», Россия); хлорид натрия («Реахим», Россия);  кар-
бонат калия («Реахим», Россия); гидрокарбонат натрия («Ре-
ахим», Россия);  дигидрофосфат калия (Panreac, Испания); 
гидрофосфат натрия (Sciphos, Китай); трис(гидроксиметил)
аминометан (Sigma, США); трис гидрохлорид (Panreac, Ис-
пания);  полиэтиленгликоль 40 000 (Sigma, США); бычий 
сывороточный альбумин («Диа-М», Германия); Tween-20  
(AppliChem, Германия); сахарозу («Реахим», Россия). 

Все растворы готовили на деионизированной воде. 
Мультимембранный комплекс разработан на основе мем-

бран фирмы MDI (Индия). 
При разработке иммунохроматографической тест-системы 

использовано следующее оборудование: весы электронные 
аналитические Adventurer (OHAUS, США); электронный 
трансмиссионный микроскоп JEM-2100 (Jeol, Япония); спек-
трофотометр сканирующий «СПЕКС ССП-705-4» (ЗАО «Спек-
троскопические системы», Россия); центрифуга лабораторная 
Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Германия); центрифуга-вортекс 
«Микроспин» (Biosan, Латвия); термостат «ТСО-1/80» («СПУ», 
Россия); магнитная мешалка (Heidolph, Германия); резак для бу-
маги (Rahmenlos® Katze Geschenk  Shirt, США); рН-метр «рН-
410» («Аквилон», Россия);  система для получения деионизиро-
ванной воды Arium 611 UF (Sartorius, Германия).

Для оценки чувствительности были использованы культу-
ры H.pylori из коллекции культур кафедры микробиологии.

Культуры H. pylori выращивали на селективной питатель-
ной среде – колумбийском кровяном агаре с антибиотиками 
амфотерицином и ванкомицином в анаэростате при темпе-
ратуре 37°С в течение 3–5 сут. Принадлежность культур к 
H.pylori подтверждена бактериологическим и биохимиче-
ским методами, методом  ПЦР при использовании коммер-
ческих тест-систем «Хеликопол VA», «Хеликопол CA», «Хе-
ликопол IA», «Хеликопол BA» (Россия), «ДНК-технологии» 
(Россия), методом иммунохроматографии при использовании 
коммерческой тест-системы NovaMed (Израиль).

Для оценки специфичности использовали культуру 
Proteus vulgaris из коллекции культур кафедры микробио-
логии Вятского государственного университета. Культуру 
выращивали на мясопептонном агаре в термостате при тем-
пературе 37˚С в течение суток. Принадлежность культуры к 
P.vulgaris была подтверждена биохимическими и микробио-
логическими методами. 

Оптическую концентрацию микробных клеток в суспензиях 
определяли с использованием отраслевого стандарта мутности 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России (ОСО 42-28-85П). 

Биологическую концентрацию клеток в агаровой куль-
туре H. pylori определяли, как описано в работе чашечным 
методом Коха, используя для расчёта  формулу (1):

М = (а×10n)/V,                 (1)
где М – количество клеток в 1 см-3 исследуемого субстра-

та, м.к.·см-3;
а – среднее число колоний при высеве из данного разве-

дения, шт.; 
10 – коэффициент разведения; 
n – порядковый номер разведения, из которого сделан вы-

сев;
V – объём суспензии, взятой для посева, см-3.
Погрешность измерения рассчитывали по формуле (2) 

[6]: 
I95 = 2а/r,       (2)
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где а – среднее число колоний, выросших на чашках Пе-
три, шт.; 

r – число повторностей высева; 
2 – постоянный коэффициент.
Результаты и обсуждение. Наночастицы коллоидного 

золота (НчКЗ) со средним диаметром 25–30 нм получали ци-
тратным методом Френса с модификациями.  

Размеры, дисперсионные свойства, электронную плот-
ность частиц анализировали на электронном трансмиссион-
ном микроскопе.

Определение «золотого числа» проводили по стандарт-
ной методике [7], для этого к раствору МкАТ НР-387 (с кон-
центрацией от 100 мкг·см-3 до 1,5 мкг·см-3) добавляли в рав-
ных объёмах раствор НчКЗ, перемешивали и инкубировали 
15 мин при комнатной температуре. Затем вносили 10% рас-
твор хлорида натрия, перемешивали и через 10 мин измеря-
ли оптическую плотность раствора при длине волны 630 нм 
(OD630)  на спектрофотометре. 

Концентрацию антител, используемую при синтезе конъ-
югатов МкАТ с НчКЗ, устанавливали на основании флоку-
ляционной кривой, отражающей агрегацию конъюгатов  при  
высокой  ионной силе. Была  выбрана концентрация антител, 
на 10–15% превосходящая точку выхода кривой ОD630 на пла-
то, как рекомендовано в работе [7], а именно  20 мкг·см-3. 

Для приготовления конъюгата МкАТ НР-387, разведённые в 
0,025 М трис- буфере, смешивали с равным объёмом раствора 
НчКЗ до конечной концентрации МкАТ 20 мкг·см-3. Конъюгат 
инкубировали 30 мин при комнатной температуре, периоди-
чески перемешивая на вортексе. Для стабилизации добавляли 
профильтрованный 4% раствор полиэтиленгликоля и инкубиро-
вали 15 мин. Конъюгат центрифугировали дважды с ускорени-
ем 9000 g в течение 30 мин при температуре 4°С. После второго 
центрифугирования супернатант удаляли, осадок ресуспенди-
ровали в стабилизирующем буфере, содержащем 0,025 М трис, 
1% бычий сывороточный альбумин и 1% сахарозу.

Раствор конъюгата методом пропитывания наносили на 
мембрану для конъюгата с плотностью нанесения 30 мкл на 
1 см2 и высушивали на воздухе при комнатной температуре в 
течение суток. 

Для получения иммунохроматографического композита 
последовательно проводили склеивание тест-системы: на 
нитроцеллюлозную мембрану наклеивали мембрану с иммо-
билизованным конъюгатом, мембрану для образца и мембра-
ну для адсорбента. Затем полученный мультимембранный 
композит нарезали при помощи резака на отдельные полоски 
шириной 3,5–4,0 мм.

После этого на нитроцеллюлозную мембрану вручную, 
используя наконечник и микропипеточный дозатор, наноси-
ли МкАТ: в тестовую зону – МкАТ НР-1811 в концентрации 
12 мг·см-3, в контрольную зону – антивидовые антитела козы 
против иммуноглобулинов мыши в концентрации 10 мг·см-3. 
Тест-системы высушивали при комнатной темпе-
ратуре в течение суток. 

Таким образом был изготовлен  эксперимен-
тальный образец иммунохроматографической 
тест-системы, состав мультимембранного компо-
зита и основные компоненты которого представ-
лены на рис. 2 

Работоспособность тест-системы оценили 
путём тестирования различного биологического 
материала на предмет наличия в них белка пато-
генности CagA H.pylori. 

На первом этапе оценивали чувствительность 
тест-системы, используя культуру H. рylori, вы-
ращенную на селективной питательной среде в 
чашках Петри. Культуру   H. рylori смывали с по-
верхности агара стерильным раствором хлорида 
натрия. Для осаждения клеток и удаления компо-
нентов от остатков питательной среды суспензию 

клеток центрифугировали при 2000 об/мин в течение 10 мин. 
Надосадочную жидкость удаляли, осадок ресуспендировали в 
буфере разгона, приготовленном на 0,025 М K/Na фосфатно-
солевом буфере, содержащем 0,15 М NaCl и 0,05 % Tween-20. 
После определения оптической концентрации клеток, исполь-
зуя буфер разгона, делали ряд последовательных разведений 
суспензии: 1·1010, 5·109, 2,5·109, 1,25·109 м.к.·см-3.

По результатам проведенных исследований порог чув-
ствительности тест-системы составил 2,5·109 м.к.·см-3, о чём 
свидетельствовало появление розовой точки в аналитической 
зоне. Появление окрашенной (розовой) точки в контрольной 
зоне указывало на корректность проведённого исследования.

Был определён также порог чувствительности тест-
системы по биологической концентрации, т.е. по отношению 
к живым микробным клеткам, содержавшимся в агаровой 
суспензии. Его значение составило (1,7 ± 4,8)·108 КОЕ×см-3. 
Более высокая чувствительность анализа, рассчитанная по 
биологической концентрации в сравнении с таковой, опреде-
лённой по оптической концентрации микроорганизмов, воз-
можно, связана с тем, что белок CagA имеет внутриклеточ-
ную локализацию. Для подтверждения этой гипотезы нужны 
дополнительные исследования. 

Для оценки специфичности использовали буфер разгона 
и культуру P.vulgaris. 

Данный микроорганизм также является этиологическим 
агентом заболеваний ЖКТ и присутствует в кишечнике здо-
рового человека и многих животных. Культуру P.vulgaris для 
исследования готовили, как описано выше. После определе-
ния в полученной суспензии оптической концентрации кле-
ток, используя буфер разгона, делали ряд последовательных 
разведений: 1·1010, 5·109, 2,5·109 м.к.·см-3.

При тестировании гетерологичной культуры P.vulgaris в 
исследуемых концентрациях, а также при тестировании буфе-
ра разгона окрашивания аналитической зоны не наблюдалось 
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Рис. 1. Частота ассоциации заболеваний ЖКТ с H. pylori и  про-
цент малигнизации на фоне соответствующих заболеваний.  

Рис.2. Внешний вид и основные компоненты разработанного эксперимен-
тального образца иммунохроматографической тест-системы, предназна-
ченной для выявления белка патогенности CagA H.pylori. 
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(рис. 3), что свидетельствовало о специфичности разработан-
ного образца иммунохроматографической тест-системы. 

На втором этапе оценили возможность использования 
тест-системы для качественного исследования биологиче-
ского материала (кала и содержимого зубодесневых карма-
нов), взятого от серопозитивных по отношению к H.pylori 
доноров, на наличие белка СagA H.pylori.

Для этого провели забор  крови из локтевой 
вены у 20 добровольцев, с которыми заранее 
было подписано добровольное соглашение на 
участие в исследовании.  Сыворотку крови до-
бровольцев протестировали на наличие антител 
к белку CagA H.pylori с помощью коммерческо-
го набора для ДОТ-анализа «Хелико-экспресс» 
(«ВЕКТОР-БЕСТ», Россия). 

По результатам исследования были выбра-
ны 5 серопозитивных доноров, образцы ка-
ла которых протестировали на наличие белка 
CagA H.pylori. В качестве отрицательного кон-
троля использовали буфер разгона. 

По результатам тестирования в двух из пяти 
исследованных образцов (донор № 7 и донор № 
15) обнаружен белок CagA H.pylori, о чём сви-
детельствовало появление розовой точки в ана-
литической зоне, а окрашивание контрольной 
зоны подтверждало корректность проведённо-
го исследования (рис. 4).

Ротовая полость является входными воро-
тами H. pylori-инфекции. В ротовой полости 
инфицированных людей возбудитель обнару-
живается в слюне, на слизистой оболочке, на 
дентальных бляшках, в зубном налёте, в зубо-
десневых карманах. В последних создаются 
микроаэрофильные условия, благоприятные 
для H. pylori [8–10]. В связи с этим представ-
ляется целесообразным изучить содержимое 
зубодесневых карманов на наличие белка CagA 
H.pylori. 

Поэтому параллельно с тестированием кала 
у серопозитивных по белку cagA лиц проводили тестиро-
вание содержимого зубодесневых карманов. Забор биоло-
гического материала из зубодесневых карманов маляров и 
резцов осуществляли стерильными штифтами. Отобран-
ный материал ресунпендировали в 1,5 см3 буфера разгона, 
полученную суспензию центрифугировали при 2000 об/
мин в течение 20 мин для осаждения биологического ма-
териала, а затем полученный осадок ресуспендировали в 
0,15 см3 буфера разгона. Подготовленный таким образом 
материал тестировали на наличие белка CagA H.pylori, 
используя разработанную иммунохроматографическую 
тест-систему. Параллельно проводили посев биологиче-
ского материала на селективную питательную среду.

По результатам исследования пяти образцов содержи-
мого зубодесневых карманов положительная реакция вы-
явлена всеми указанными методами у добровольцев № 7 
и № 15, у которых положительный результат был получен 
также и при тестировании кала.

Таким образом, результаты исследования различного 
биологического материала (образцов кала, содержимого 
зубодесневых карманов) показали, что только двое из пя-
ти серопозитивных пациентов, у которых выявлено нали-
чие патогенных штаммов H.pylori, продуцирующих белок 
CagA, нуждаются в назначении эрадикационной терапии. 
Трое серопозитивных лиц имели в анамнезе хеликобакте-
риоз, однако на момент обследования не являлись носи-

телями патогенных штаммов H.pylori, содержащих белок 
CagA, и не нуждались в назначении многокомпонентной 
антибактериальной терапии. 

Выводы
Разработан экспериментальный образец иммунохромато-

графической тест-системы, предназначенной для детекции 
белка патогенности CagA H.pylori, основными иммунохими-
ческими компонентами которого являются наночастицы кол-
лоидного золота и моноклональные антитела отечественного 
производства.

Экспериментально доказана способность  иммунох-

Конт-
роль

Примечание:
1. «++», «+» – степень интенсивности окраски аналитической зоны;
2. «-» – отсутствие окраски аналитической зоны.

- - - -++ ++ +
1 × 1010 5 × 109 2,5× 109 1,25 × 109 1,25 × 1091 × 1010

Культура
Helicobacter pylori в 

концентрации ..., м.к. × см-3

Культура
Proteus vulgaris 

в концентрации ..., м.к. × см-3

Рис. 3. Проверка чувствительности и специфичности экспериментального 
образца иммунохроматографической тест-системы.
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Примечание:
1. «++», «+» – степень интенсивности окраски аналитической зоны;
2. «-» – отсутствие окраски аналитической зоны.

- - - ++ - + -

Рис.4. Оценка работоспособности иммунохроматографической 
тест-системы при исследовании биологического материала (ка-
ла) на наличие антигена H.pylori.
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роматографической тест-системы выявлять белок СagA 
H.pylori в культуре H.pylori и в различном  биологическом 
материале – в кале и содержимом зубодесневых карманов 
у лиц, имеющих в анамнезе гастрит или язвенную болезнь 
желудка.

Показана возможность использования разработанной 
тест-системы для подтверждения полноты эрадикации 
H.pylori после проведения курса антибактериальной терапии 
у пациентов с хеликобактериозами по результатам исследо-
вания кала и содержимого зубодесневых карманов. 

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Глаукома является ведущей причиной необратимой слепоты во всех странах и в ближайшие годы прогнозируется увеличение 
больных с данной патологией. В настоящее время развитие заболевания связывают с изменением интерлейкинового профиля 
в слёзной жидкости, но диагностическая значимость интерлейкинов (IL) изучена недостаточно. Цель работы – определение 
диагностической значимости IL на местном уровне для улучшения диагностики и прогнозирования развития глаукомы. Со-
держание IL в слёзной жидкости изучено у 80 больных глаукомой II стадии и 45 практически здоровых лиц методом сэндвич-
варианта твердофазного иммуноферментного анализа с расчётом информативности показателей иммунитета. Результа-
ты. Установлена высокая диагностическая значимость для верификации глаукомы IL-2, IL-17, IL-8, которые предлагается 
использовать при лабораторной диагностике и прогнозировании заболевания. Созданная регрессионная модель обеспечивает 
с высокой точностью прогнозирование развития глаукомы при повышении уровня IL-2, IL-17, IL-8.
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