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Были синтезированы гликоконъюгаты с БСА (бычьим сывороточным альбумином) с использованием следующих углеводов: 
дисахаридного фрагмента M.leprae ФГЛ-1 (фенольного гликолипида-1); комплекса дисахаридного фрагмента ФГЛ-1 и развет-
влённого гексасахаридного фрагмента ЛАМ  (липоарабиноманнана M.tuberculosis); диарабинофуранозного фрагмента ЛАМ.
Гликоконъюгаты использовали в качестве антигенных компонентов для конструирования серологических экспресс-те-
стов в иммунохроматографическом формате (ИХ-тестов). Результаты анализа сывороток больных лепрой, контакт-
ных по лепре лиц и здоровых доноров указывают на то, что наиболее перспективным антигенным компонентом являет-
ся конъюгат БСА с двумя синтетическими эпитопами - дисахаридным производным ФГЛ-1 и разветвлённым гексасаха-
ридным фрагментом ЛАМ. Этот конъюгат обеспечил наилучшую диагностическую чувствительность ИХ-тестов при 
основных формах лепры - малобациллярной (PB) и мультибациллярной(MB). 
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The glycoconjugates with BSA (bovine serum albumin) were synthesized using a next saccharide: disaccharide derivative M.leprae PGL-1 
(phenolic glycolipid-1); a complex of the disaccharide fragment and the branched hexasaccharide fragment LAM (lipoarabinomannan); 
diarabinofuranose fragment LAM. These glycoconjugates were used as antigenic components for leprosy rapid serotest construction in 
immunochromatographic format (leprosy LF serotest). The data obtained with sera of leprosy patients, patients who have been in contact 
with leprosy, and healthy donors indicate that the most promising antigenic component is a BSA conjugate with two synthetic epitopes - a 
disaccharide derivative of PGL-1 and a branched hexasaccharide fragment of LAM. The leprosy LF serotest with such glycoconjugate 
demonstrated the greatest diagnostic sensitivity for main forms of leprosy - paucibacillary (PB) and multibacillary (MB). 
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Введение. Лепра (проказа, болезнь Хансена) — 
хроническое инфекционное заболевание из группы 
микобактериозов, вызываемое M.leprae, характеризу-
ющееся поражением производных эктодермы — кож-
ных покровов, слизистых оболочек и периферической 
нервной системы; продолжительным инкубационным 
периодом, рецидивирующим течением, нередко при-
водящим к инвалидизации. 

По официальным данным ВОЗ число зарегистри-
рованных случаев заболевания лепрой в 2018 г. со-
ставило 211 009. Несмотря на мировую тенденцию к 
снижению заболеваемости лепрой, в эпидемических 
очагах продолжают выявляться новые случаи лепры. 
Заболевание относится к эндемичным в 53 странах 
мира, преимущественно в странах с жарким и влаж-
ным климатом (Юго-Восточная Азия, Африка, Юж-
ная и Центральная Америка), где проживает почти 2 
млрд. людей. В настоящее время основное количе-
ство заболевших (всего в мире около 200 тыс. в год) 
приходится на страны Юго-Восточной Азии (Индия –  
120 тыс. случаев в год), Латинской Америки и Афри-
ки. На территории России эндемичными очагами по 
лепре считаются дельта Волги и Северный Кавказ,  
продолжают выявляться новые случаи заболеваемо-
сти и в странах ближнего зарубежья (Казахстан и Уз-
бекистан), которые носят устойчивый спорадический 
характер [1].

Классификации форм лепры, которых было пред-
ложено несколько, базируются на клинических, 
бактериологических, иммунологических и гисто-
логических критериях этого сложного заболевания. 
Наиболее часто используют классификацию, пред-
ложенную ВОЗ, и ориентированную на лечебные це-
ли. В ее основе лежит деление лепры на две формы: 
малобациллярную (PB) и мультибациллярную (MB). 
Пациенты с первой формой имеют от одного до пяти 
поражений на коже, а пациенты со второй формой – 
шесть и более поражений.

Основными лабораторными методами диагности-
ки лепры являются бактериоскопическое исследова-
ние, патогистологическое исследования кожи, взятой 
из края очага поражения, лепроминовая проба (про-
ба Митсуды), постановка функциональных проб в 
очагах кожных поражений. Однако данные методы 
имеют ряд недостатков, включая очень низкую чув-
ствительность, и не всегда позволяют подтвердить 
диагноз лепра на ранних стадиях заболевания. Этих 
недостатков лишён метод ПЦР (полимеразная цепная 
реакция), который чрезвычайно чувствителен и спец-
ифичен, но он требует оборудованной лаборатории и 
подготовленного персонала, что не всегда выполнимо 
в развивающихся странах [1, 2]. 

В связи с этим внимание медиков было обращено 
на серодиагностику лепры, которая может осущест-
вляться в условиях недостаточного медицинского 
обеспечения. Показано, что при лепре антительный 
иммунный ответ в основном направлен на родо- и 
видоспецифические антигены, такие как  ЛАМ (ли-
поарабиноманнан) и ФГЛ-1 (фенольный гликоли-
пид-1) [3, 4]. Целые молекулы этих антигенов до-
роги в получении и склонны к неспецифическому 

взаимодействию, поэтому в серологии используют 
отдельные эпитопы, которые частично или полно-
стью синтезируют химически. Для иммунореактив-
ности синтетические углеводные эпитопы необхо-
димо конъюгировать с белковым носителем, в роли 
которых наиболее часто используют бычий или че-
ловеческий альбумины. В серодиагностике лепры 
методом иммуноферментного анализа (ИФА) доста-
точно давно используют конъюгаты полусинтетиче-
ского или синтетического аналогов специфического 
углеводного эпитопа из ФГЛ-1 M. leprae с бычьим 
сывороточным альбумином [5]. Недостатком подоб-
ных тест-систем, использующих в качестве антигена 
аналоги углеводного эпитопа из ФГЛ-1, является вы-
явление антител лишь к одному эпитопу, в то время 
как антительный ответ при лепре направлен против 
нескольких антигенов. Поэтому для серодиагно-
стики различных форм лепры  используют разные 
микобактериальные антигены, в частности, ФГЛ-
1, ND-O-BSA, LID-1 [6]. Также были предприняты 
попытки объединения нескольких эпитопов путем 
генетического слияния рекомбинантных лепрозных 
белковых антигенов. Однако в целом эксперимен-
тальные ИФА тест-системы на основе белковых 
антигенов уступают по чувствительности тестам на 
основе углеводных эпитопов [7].

Следует отметить, что, как и ПЦР, ИФА требует ис-
пользования специального оборудования, расходных 
материалов и высококвалифицированного персонала. 
В последние десятилетия наиболее активно развива-
ется серодиагностика в формате иммунохроматогра-
фических тестов (ИХ - тестов), что обусловлено их 
низкой стоимостью, скоростью проведения реакции 
(10-15 мин), возможностью использования метода в 
полевых условиях и визуальной оценки результатов 
[8,9]. Показано совпадение результатов, полученных 
с использованием ИХ-теста и ИФА, выявляющих IgM 
к ФГЛ-1 в 91% случаев при испытаниях на 739 об-
разцах сывороток, собранных в высокоэндемичных 
районах Бразилии, Индонезии, Филиппин и Ганы, а 
так же в Нидерландах. Однако все перечисленные вы-
ше тесты показывают достаточно высокую чувстви-
тельность лишь для выявления MB больных (94-97%) 
и существенно ниже в случае РВ и субклинических 
форм [10]. Хотя признано, что выявление серопози-
тивных  контактных лиц позволит с высокой вероят-
ностью  прогнозировать их заболеваемость и повы-
сить эффективность лечебных и профилактических 
мероприятий, до сих пор в практике нет экспрессных 
методов диагностики субклинических форм. Суще-
ствуют лишь экспериментальные разработки тестов 
на основе цитокинов, которые могут быть перспек-
тивны при различных формах лепры, включая РВ 
форму лепры [11]. 

Ранее мы получили новые серодиагностические 
антигены путем синтеза нескольких микобактери-
альных углеводных эпитопов и  конъюгирования их с 
БСА по отдельности и в комплексе. На основе таких 
гликопротеинов было проведено конструирование и 
предварительная оценка возможностей ИХ-тестов по 
серодиагностике различных форм лепры с использо-
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ванием сывороток крови больных лепрой, контакт-
ных по лепре лиц и здоровых доноров [12]

Материал и методы.  Антигенные конъюгаты. 
Для конструирования ИХ-тестов использовали конъ-
югаты синтетических углеводных эпитопов видоспе-
цифического антигена ФГЛ-1 и родоспецифического 
антигена ЛАМ микобактерий с БСА [12]: 

– конъюгат на основе дисахаридного производно-
го ФГЛ-1 (ФГЛ-1-БСА);

– конъюгат на основе синтезированного комплекса  
дисахаридного производного ФГЛ-1   и разветвлённо-
го гексасахаридного фрагмента ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-
БСА); 

– конъюгат на основе диарабинофуранозного про-
изводного ЛАМ (ЛАМ-БСА).

Конъюгат коллоидного золота (КЗ) против IgM 
человека. Синтез КЗ проводили по методу Туркевича 
и Френса [13,14]. 

Размер золотых частиц оценивали методом W. 
Haissу [15]. Оптимальную концентрацию иммуно-
глобулинов для конъюгирования с частицами золота 
определяли по методике Германсон [16]. 

Для конъюгирования к 10 мл КЗ с диаметром 
частиц 20 нм добавляли свежеприготовленный 1 % 
K2CO3, доводя pH до 7,0. После этого к смеси до-
бавляли водный раствор козьих иммуноглобулинов 
G против иммуноглобулинов М человека (Affini-
Pure Goat Anti-Human IgM, Fc5μ Fragment Specific 
(JacksonImmunoResearch)) в оптимальной концен-
трации и инкубировали при перемешивании 30 
мин при комнатной температуре. Затем добавляли 
БСА до конечной концентрации 0,25%. Частицы с 
иммобилизованным белком отделяли центрифу-
гированием при 20 000 g в течение 30 мин, далее 
дважды промывали в 0,01М фосфатно-солевом бу-
фере (ФБР), рН 7,4, содержащем 0,3% БСА. После 
отбора супернатанта, осадок ресуспендировали в 
1,5 мл буфера, содержащем 0,02 М трис, рН 8,2, 1% 
сахарозу, 1% БСА, 0,02% Твин-20 и 0,01% азид на-
трия. Полученный продукт разделяли на аликвоты 
по 50 мкл и хранили в холодильной камере при тем-
пературе от 2 до 8 °С.

Иммунохроматографические тесты (ИХ-
тесты). Для конструирования ИХ-тестов в формате 
«deep stick» использовали материалы производства 
«Advanced Microdevices», Индия: нитроцеллюлоз-
ную мембрану пористостью 10 мкм на подлож-
ке TYPE-CNРF-SN12-L2-H50; стекловолоконный 
фильтр TYPE-PT-R5; сорбирующую подушечку 

(TYPE-GFB-R4(0.35)); поглощающую подушечку 
(TYPE-AP 045). Растворы микобактериальных анти-
генных конъюгатов в ФБР для формирования анали-
тической зоны и раствор кроличьих иммуноглобули-
нов против козьих иммуноглобулинов («ИМТЕК», 
Россия) для формирования контрольной зоны нано-
сили с помощью диспенсера IsoFlow («Imagene Tech-
nology», США) на нитроцеллюлозные мембраны в 
концентрации 0,5 мг/мл, со скоростью нанесения  
4 мм/сек и объемом 0,2 мкл/мм.  В качестве стабили-
зирующих добавок использовали 10-20 % глицерин, 
1 % БСА, 0,01 % азид натрия. Раствор конъюгата КЗ 
с козьими IgG против IgМ человека наносили на сте-
кловолоконный фильтр со скоростью 8 мм/сек и в 
объеме 1,6 мкл/мм. Сушку мембран и фильтров с на-
несенными реагентами проводили в климатической 
камере («Memmert», Германия) при температуре 
(25±2) ºС и влажности 25%. Собранный мультимем-
бранный композит нарезали на полоски с помощью 
автоматического гильотинного нарезчика Index Cut-
ter («A-Point Technologies», США) и упаковывали в 
пластиковые пробирки с помощью вакуумного упа-
ковщика Boxer 35 («Henkelman», Голландия). Изго-
товленные ИХ-тесты хранили в холодильной камере 
при температуре от 2 до 8 °С.

Образцы сывороток крови. Для проверки ИХ-
тестов использовали 22 сыворотки крови пациентов 
с многобактериальной формой лепры (МВ); 10 сыво-
ротоккрови пациентов с малобактериальной формой 
лепры (РВ); 5 сывороток от контактных по лепре лиц 
(с неподтверждённым диагнозом лепра); 20 сыворо-
ток от здоровых доноров. Сыворотки были охаракте-
ризованы, паспортизованы и получены из коллекции 
сывороток крови ФГБУ «НИИЛ» г. Астрахань.

Постановка иммунохроматографического ана-
лиза. Анализ проводили в трех повторностях. Не-
обходимое количество ИХ-тестов выдерживали при 
комнатной температуре 15 минут. Сыворотки размо-
раживали, разводили в 10 раз в 0,1 мл ФБР, pH 7,4 
и вносили в лунку 96-луночного планшета. Затем в 
лунку вертикально погружали ИХ-тест и выдержива-
ли в течение 15 мин, после чего тест извлекали, по-
мещали на горизонтальную поверхность и проводили 
визуальный учёт результатов. 

Результаты и обсуждение. Иммунохромато-
графический анализ 22 образцов сывороток крови 
больных многобактериальной формой лепры с вновь 
разработанными ИХ-тестами на основе трех синтети-
ческих гликоконъюгатов позволил получить 21 поло-

Результаты иммунохроматографического анализа с использованием экспериментальных образцов  
ИХ -тестов для ускоренной серодиагностики лепры

ИХ-тест для ускоренной 
серодиагностики лепры

Чувствительность
для многобактериальных форм, n=22

Чувствительность для малобакте-
риальных форм,  n=10

Специфичность,
n=25

Положительная 
реакция

Отрицательная 
реакция

Положительная 
реакция

Отрицатель-
ная реакция

Положительная 
реакция

Отрицательная 
реакция

№1 (ФГЛ-1-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 6 (60%) 4 (40%) - 25 (100%)
№2 (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 8 (80%) 2 (20%) - 25 (100%)
№3 (ЛАМ-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 5 (50%) 5 (50%) - 25 (100%)
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жительный результат, свидетельствующий о чувстви-
тельности ИХ-тестов в отношении МВ формы забо-
левания на уровне 95,4% (см. таблицу).

При проведении анализа сывороток крови боль-
ных с малобактериальной формой лепры (n=10) уста-
новлен различный уровень чувствительности скон-
струированных ИХ-тестов. Так, ИХ-тест на основе 
конъюгата БСА с  дисахаридной детерминантой ФГЛ-
1 (ФГЛ-1–БСА) показал положительный результат с 
6 образцами сывороток крови больных с PB формой 
лепры, с 4  образцами сывороток крови больных из 
данной группы зарегистрирован ложноотрицатель-
ный результат. ИХ-тест на основе конъюгата БСА с 
синтезированным комплексом дисахаридной детер-
минанты ФГЛ-1  и гексасахаридной детерминанты 
ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) позволил выявить 8 сы-
вороток крови больных с PB формой лепры при 2 
ложноотрицательных результатах (чувствительность 
анализа составила 80%). При проведении анализа 
данной группы сывороток крови с использовани-
ем  ИХ-теста сконструированного с использованием 
конъюгата БСА с диарабинофуранозным фрагментом 
ЛАМ (ЛАМ-БСА) положительный результат отмечен 
с 5 образцами сывороток крови, с 5 образцами сыво-
роток крови – ложноотрицательный результат (чув-
ствительность анализа составила 50%). 

Иммунохроматографический анализ сывороток 
крови здоровых доноров (n=20) с вновь разработан-
ными ИХ-тестами на основе трёх синтетических 
гликоконъюгатов показал отрицательный результат.  
Также зарегистрирован отрицательный результат при 
проведении анализа с сыворотками крови контактных 
по лепре лиц (n=5). Ложноположительных результа-
тов анализа не выявлено. Таким образом, специфич-
ность анализа с ИХ-тестами на основе всех использо-
ванных при конструировании конъюгатов составила 
100%. Воспроизводимость анализа во всех случаях 
составила 100%.

Высокая  чувствительность (95,4%) разрабо-
танных ИХ-тестов на основе трех синтетических 
гликоконъюгатов в отношении МВ формы заболе-
вания связана с тем, что использованные фрагмен-
ты принадлежат к основным диагностически зна-
чимым микобактериальным антигенам. При анали-
зе результатов исследования с сыворотками крови 
больных с PB формой лепры, показано, что из трёх 
конъюгатов, в качестве биокомпонента  ИХ-теста 
наиболее пригоден конъюгат БСА с синтетическим 
антигенным комплексом дисахаридного фрагмента 
ФГЛ-1 и разветвлённого гексасахаридного фраг-
мента ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА). Наличие специфи-
ческих антител к M. leprae  с помощью сконструи-
рованного ИХ-теста установлено в 80% сывороток 
крови больных с PB формой лепры. Данная чув-
ствительность иммунохроматографического ана-
лиза обусловлена наличием в составе конъюгата 
комплекса фрагментов основных видо- и родоспе-
цифичных микобактериальных антигенных эпито-
пов, на которые и происходит выработка антител в 
процессе заболевания лепрой.  Сконструированные 
с использованием синтетических микобактериаль-

ных гликоконъюгатов ИХ-тесты высокоспецифич-
ны в отношении сывороток крови здоровых доно-
ров и контактных по лепре лиц.

Полученные в ходе работы данные позволяют 
сделать вывод о возможности использования синте-
тического гликоконъюгата на основе дисахаридного 
фрагмента ФГЛ-1 и разветвлённого гексасахаридного 
фрагмента ЛАМ в качестве компонента иммунохро-
матографических тестов для серодиагностики лепры.

Перспективность подхода по использованию конъ-
югатов (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) углеводных эпитопов ми-
кобактериальных антигенов в разработке серотестов 
на основе иммунохроматографии требует дальней-
ших исследований с использованием представитель-
ного набора сывороток больных различными форма-
ми лепры и лиц контактных по лепре.
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