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Разработан иммуночип для определения иммуноглобулинов (Ig) G к возбудителям четырех инфекций TORCH-комплекса 
(токсоплазмоз, краснуха, цитомегаловирусная и герпесвирусная инфекции) на основе технологии ФОСФАНТМ. Чувстви-
тельность и специфичность одновременного выявления IgG на иммуночипе были сопоставимы с показателями коммер-
ческих иммуноферментных тест-систем, в том числе при анализе стандартных панелей сывороток. Это позволяет 
рассматривать полученные результаты как основу для создания коммерческого мультиплексного теста, предназначен-
ного для высокопроизводительного скрининга TORCH-инфекций в клинической лаборатории.
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Инфекции TOrch-комплекса (токсоплазмоз, крас-
нуха, цитомегаловирусная и герпесвирусная инфекции) 
играют существенную роль в патологии плода и ново-
рожденного, особенно при первичном инфицировании 
во время беременности [1]. Определение иммунного 
статуса в отношении этих инфекций у женщин, плани-
рующих беременность, а также в первом и втором три-
местре беременности позволяет сформировать группы 
риска для последующего наблюдения (при негативном 
результате обследования на Igg) или назначить своевре-
менное этиотропное лечение в случае выявления актив-
ной инфекции [2]. По предварительным оценкам, число 
ежегодных серологических исследований на каждую из 
инфекций TOrch-комплекса превышает 2 млн. Для их 
выполнения используются преимущественно монотесты 
на основе иммуноферментного анализа (ИФА), поэтому 
объем необходимых исследований возрастает пропорци-
онально числу выявляемых инфекций. Совершенство-
вание методов лабораторной диагностики связывают с 
разработкой мультиплексных технологий, позволяющих 
снизить трудоемкость и стоимость исследований за счет 
проведения анализа на комплекс TOrch-инфекций од-
новременно [3—4].

В данной работе для создания мультиплексного теста 
применена биочип-технология ФОСФАНТМ [5], эффек-
тивность которой для серологической диагностики ряда 
инфекций была продемонстрирована ранее [6].

Цель работы — разработать мультиплексный тест 
(иммуночип) для одновременного определения Igg к ци-
томегаловирусу (ЦМВ), вирусам простого герпеса 1-го 
и 2-го типов (ВПГ 1/2) и краснухи, а также к Toxoplasma 
gondii на основе ФОСФАНТМ и оценить его чувствитель-
ность и специфичность в сравнении с коммерческими 
иммуноферментными тест-системами.

Материал и методы. Клинический материал. В 
работе использованы сыворотки крови 123 больных, 
проходивших обследование в городской клинической 
инфекционной больнице №1 г. Москвы, охарактеризо-
ванные по наличию Igg к ЦМВ, ВПГ 1/2, T. gondii и к 
вирусу краснухи в коммерческих иммуноферментных 
тест-системах (сыворотки получены из ГКИБ № 1 г. Мо-
сквы). Из числа этих сывороток 19 (15,4%) содержали 
Igg только к одному из возбудителей, 25 (20,3%) — к 
двум возбудителям, 54 (43,9%) — к трем возбудителям, 
23 (18,7%) — к четырем возбудителям. Все пробы до 
исследования хранили в виде аликвот при –20°c. Чис-
ло циклов замораживания и оттаивания не превышало 
двух.

Выполнение ИФА. Выявление Igg к ЦМВ, ВПГ 1/2, 
T. gondii или к вирусу краснухи проводили в иммунофер-
ментных тест-системах cmV-Igg-elIsa pks (medac, 
Германия), anti-hsV-1 elIsa (Igg), anti-hsV-2 elIsa 
(Igg), anti-Toxoplasma gondii (Igg) elIsa (euroimmun, 
Германия), ИФА-краснуха-Igg (ЗАО «ЭКОлаб», г. Элек-
трогорск) соответственно. Положительные результаты 
анализа на ВПГ 1/2 получали суммированием положи-
тельных результатов при раздельном тестировании на 
каждый тип ВПГ в соответствующей тест-системе. Учет 
и анализ результатов проводили в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Антигены для ФОСФАН. В составе иммуночипа 
для одновременного определения Igg к возбудителям 
TOrch-инфекций использовали рекомбинантный мо-
заичный антиген, содержащий иммунодоминантные по-
следовательности белков pp150, pp52, pp28 и gb цитоме-

галовируса, смесь очищенных культуральных цельнови-
рионных антигенов ВПГ 1-го и 2-го типов, штаммы ms и 
g (aTcc) (оба препарата производства ЗАО «ЭКОлаб»), 
а также нативный токсоплазменный антиген, штамм rh 
(получен методом фильтрации и последующего ультра-
центрифугирования из интраперитонеального экссудата 
мышей) и очищенный ультрацентрифугированием куль-
туральный цельновирионный антиген вируса краснухи, 
штамм hpV77 (оба препарата  производства biokit, Ис-
пания).

Эти антигены были напечатаны на дне лунки стан-
дартного 96-луночного полистиролового микроплан-
шета (Нунк, Дания) с помощью наноплоттера для кон-
тактной печати (ЗАО «Иммуноскрин»), по 4 микрозоны 
(диаметром 0,5 мм) на каждый антиген (всего 16 микро-
зон). Концентрация антигенов для печати — 100 мкг/мл. 
Буфер для сорбции — 0,1М КББ, ph 9,6, содержащий 
5% глицерина ("sigma", США). После инкубации в те-
чение суток при 2—8°c и последующей троекратной от-
мывки и блокировки (1 ч при 37°c) микропланшет вы-
сушивали, помещали в пластиковый пакет и хранили до 
исследования в холодильнике.

Выполнение мультиплексного теста. ФОСФАН 
проводили по методикам, аналогичным описанным ра-
нее [6]. Исследуемые образцы сыворотки крови, пред-
варительно разведенные 1:100 в 0,01 М ФСБ, ph 7,4, 
вносили по 100 мкл в лунки микропланшета с напеча-
танными антигенами и инкубировали 2 ч на шейкере 
при комнатной температуре. Затем вносили биотини-
лированные моноклональные антитела против Igg че-
ловека и универсальный проявляющий реагент (конъ-
югат стрептавидина с pt-копропорфирином). После 
промывания и высушивания микропланшета регистри-
ровали результаты анализа с помощью фосфоресцент-
ного биочип-анализатора ИФИ-04 (ФГУП «ГосНИИБП). 
Результат исследования пробы считали положитель-
ным (Igg выявлены), если коэффициент позитивности  
(К поз.) сыворотки с данным антигеном был выше или ра-
вен 1. Значения К поз. рассчитывали относительно порого-
вого уровня интенсивности фосфоресценции (ПУ), опре-
деленного предварительно в оптимизационных экспери-
ментах, как описано ранее [6]. Значения ПУ составили 
50, 30, 150 или 200 имп для определения Igg к ЦМВ, ВПГ 
1/2, T. gondii или к вирусу краснухи, соответственно.

Контрольные материалы. Для оценки качества из-
мерений методом ФОСФАН использовали контрольные 
материалы с известным содержанием Igg к ЦМВ или 
ВПГ 1/2, в том числе:

— стандартную панель сывороток, содержащих (n = 
20) и не содержащих (n = 16) антитела класса g к ЦМВ 
(Стандарт АТ-g (+/–)ЦМВ, ОСО42-28-360-01, ЗАО 
МБС, г. Новосибирск);

— панель сывороток, содержащих (n = 20) и не со-
держащих (n = 1) антитела класса g к ЦМВ (anti-cmV 
mixed Titer performance panel, seracare life sciences 
Inc., США);

— стандартную панель сывороток, содержащих (n = 
20) и не содержащих (n = 16) антитела класса g к ВПГ 
(Стандарт АТ-g (+/–)ВПГ, ОСО42-28-373-04, ЗАО МБС, 
г. Новосибирск).

Статистическая обработка результатов. Выяв-
ление статистически значимых различий выборок по ка-
чественным показателям (сравнение долей) проводили с 
помощью точного двустороннего критерия Фишера для 
уровня статистической значимости p ≤ 0,05.
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явлены антитела ни к одному из 4 возбудителей, в ФОС-
ФАН также определены как отрицательные (табл. 1).

Разработанный иммуночип обеспечивал правильное 
определение Igg к ЦМВ и ВПГ 1/2 в большинстве сы-
вороток из состава контрольных панелей. Анти-ЦМВ 
или анти-ВПГ Igg были выявлены в 39 (97,5%) из 40 и 
в 20 (100%) из 20 положительных сывороток, содержа-
щих антитела класса g к ЦМВ или ВПГ соответственно. 
При анализе отрицательных проб, не содержащих Igg к 
ЦМВ (n = 17), антитела не были выявлены ни в одной из 
них; аналогичное исследование на Igg к ВПГ продемон-
стрировало специфичность 87,5% (табл. 2).

В целом эти результаты свидетельствуют о возмож-
ности правильного определения Igg к возбудителям 
инфекций TOrch-комплекса и подтверждают данные 
о высокой чувствительности и специфичности иммуно-
чипа.

Заключение. Иммуночип, разработанный на осно-
ве технологии ФОСФАН, продемонстрировал возмож-
ность правильного определения Igg одновременно к 4 
возбудителям TOrch-инфекций с чувствительностью и 
специфичностью, сопоставимыми с показателями ком-
мерческих иммуноферментных тест-систем. Это позво-

Частота выявления положительных проб, содержащих Igg 
к ЦМВ, ВПГ 1/2, T. gondii или вирусу краснухи, методами 
ИФА (столбцы с вертикальной штриховкой) и ФОСФАН; 
указан 95% доверительный интервал показателя частоты.
По оси абсцисс — вид возбудителя; по оси ординат — частота выявле-
ния положительных проб, %.

Т а б л и ц а  1
Структура результатов ФОСФАН при детекции igg к возбудите-
лям инфекций torcH-комплекса в сыворотках крови пациен-
тов (n = 123)

Характеристика сыворо-
ток в ИФА

Число 
проб

Число (в %) положительных проб 
в ФОСФАН, содержащих Igg к 

возбудителю:

ЦМВ ВПГ T. gondii вирусу 
краснухи

Выявлены Igg (всего) 121 101 95 31 86
В том числе к возбуди-
телю:

— ЦМВ 7 5 — — —
— ВПГ 6 1 5 — —
— вирусу краснухи 6 — — — 6
— T. gondii — — — — —
— ЦМВ и ВПГ 17 17 13 — 1
— ВПГ и вирусу 
краснухи

4 — 4 — 4

— ЦМВ и вирусу 
краснухи

3 3 — — 3

— ЦМВ и T. gondii 1 1 — 1 —
— ЦМВ, ВПГ и 
вирусу краснухи

47 44 45 — 46

— ЦМВ, ВПГ и  
T. gondii

4 4 4 4 —

— ЦМВ, T. gondii и 
вирусу краснухи

2 2 — 2 2

— ВПГ, T. gondii и 
вирусу краснухи

1 1 1 1 1

— ЦМВ, ВПГ, T. 
gondii и вирусу 
краснухи

23 23 23 23 23

Igg не выявлены 2 — — — —
П р и м е ч а н и е . Прочерк соответствует отрицательному ре-

зультату исследования.

Результаты и обсуждение. При анализе методом 
ФОСФАН частота выявления положительных проб, 
содержащих Igg к ЦМВ, ВПГ 1/2, T. gondii или ви-
русу краснухи, составила 80,5 (73,3—87,7)%, 77,2 
(69,6—84,8)%, 25,2 (18,4—33)% или 67,5 (59,3—
75,7)%, соответственно (в скобках приведено значе-
ние 95% доверительного интервала показателя часто-
ты). Близкие показатели чувствительности получены 
в коммерческих иммуноферментных тест-системах 
(см. рисунок). Эти данные свидетельствуют о сопо-
ставимой чувствительности мультиплексного теста, 
выявляющего антитела класса g к четырем возбуди-
телям одновременно, и метода ИФА для раздельного 
определения Igg.

Наличие в сыворотках Igg к двум, трем или четырем 
возбудителям одновременно не влияло на чувствитель-
ность и специфичность определения Igg с гомологичным 
антигеном. Из общего числа проб, не содержащих Igg к 
ЦМВ (n = 19), ВПГ 1/2 (n = 21), T. gondii (n = 92) или виру-
су краснухи (n = 37), правильно определены 17 (89,5%), 
21 (100%), 92 (100%) и 36 (97,3%) проб соответственно, 
что свидетельствует о высокой специфичности метода 
ФОСФАН. Пробы, в которых, по данным ИФА, не вы-

Т а б л и ц а  2
Результаты выявления igg к ЦМВ и ВПГ в сыворотках кон-
трольных панелей методом ФОСФАН

Наименование  
контрольной панели

Число положи-
тельных (+) и 

отрицательных 
(–) проб

Из них число (в %) 
положительных проб, 
выявляемых методом 

ФОСФАН

Стандарт АТ-g (+/–) ЦМВ 
(МБС, Новосибирск)

20 (+) 20 (100%)

16 (–) 0
Стандарт АТ-g (+ /-) ВПГ 
(МБС, Новосибирск)

20 (+) 20 (100%)
16 (–) 2 (12,5%)

anti-cmV mixed Titer 
performance panel 
(seracare life sciences 
Inc., США)

20 (+) 19 (95%)
1 (–) 0
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ляет рассматривать полученные результаты как основу 
для создания коммерческого мультиплексного теста, 
предназначенного для высокопроизводительного скри-
нинга этих инфекций в клинической лаборатории.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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ДИАГНОСТИКА ХРОНИЧЕСКОГО СИНДРОМА ДИССЕМИНИРОВАНОГО 
ВНУТРИСОСУДИСТОГО СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С ПОВРЕЖДЕННОЙ 
СЕЛЕЗЕНКОЙ В ОТДАЛЕННОМ ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ

Филиал частного учреждения образовательной организации высшего образования «Медицинский университет 
«Реавиз» в городе Саратов Министерства образования и науки РФ, 410012, г. Саратов, Российская Федерация

Проведено изучение состояния коагуляционного гемостаза у 70 пациентов, ранее перенесших повреждение селезенки 
в результате закрытой травмы живота. С момента хирургического вмешательства прошло не менее одного года. 
Возраст обследованных больных колебался от 20 до 50 лет, средний возраст составил 45±2 года. Мужчин было 50, 
женщин – 20. Из них 50 пациентам была выполнена спленэктомия, 20 – органосохраняющие операции с применением 
СО2-лазера. Группу сравнения составили 30 практически здоровых лиц обоего пола того же возраста. Установлено, 
что выполнение органосохраняющих операций при травме селезенки предотвращает развитие синдрома хронического 
диссеминированного внутрисосудистого свертывания (ДВС) крови, у пациентов после спленэктомии обнаружены 
признаки этого процесса, при этом клинических данных не выявлено, т. е. можно утверждать о наличии хронического, 
латентно протекающего хронического ДВС-синдрома у пациентов данной категории. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  органосохраняющие операции на селезенке; спленэктомия; отдаленный послеоперационный 
период; синдром хронического диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови.

Для цитирования: Масляков В.В., Киричук В.Ф., Цымбал А.А., Дралина О.И., Куликов С.А. Диагностика хронического 
синдрома диссеминированноо внутрисосудистого свертывания крови у пациентов с поврежденной селезенкой в 
отдаленном послеоперационном периоде. Клиническая и лабораторная диагностика. 16; 61 (5):
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The office of the medical university “Reaviz” in city of saratov of the Minobrnauki of Russia, 410012 saratov, Russia
The study was carried out concerning analysis of coagulation homeostasis in 70 patients earlier subjected to damage of spleen 
because of closed trauma of abdomen. From the moment of surgical intervention passed no less than one year. The age of the 
examined patients varied from 20 to 50 years. The average age made up to 45±2 years. The males amounted to 50 and females - to 
20. The splenectomy was executed in 50 patients out of all. The organs-preserving operations using CO2 -laser were executed in 
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