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Представлены результаты выбора композиции антигенов цитомегаловируса в составе мультиплексного теста на осно-
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gB, pp28 и pp52; достоверно ниже – с фосфопротеином рр150; самые низкие – с белками gB и pp65. Специфичность 
составила от 93,5 до 96,8% независимо от вида антигена. Мозаичный антиген обеспечил лучшее соотношение между 
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Иммунология

Введение. В комплексе методов 
лабораторной диагностики цитоме-
галовирусной (ЦМВ) инфекции зна-
чительная роль отводится серологи-
ческим исследованиям. Их успешное 
применение зависит от правильного 
подбора вирусоспецифических ан-
тигенов в составе диагностического 
теста. Чаще всего используют ме-
тоды иммуноферментного анализа 
(ИФА) на основе очищенного на-
тивного вируса, которые, однако, не 
всегда достаточно специфичны [1, 
2]. Перспективно применение ре-
комбинантных и пептидных антиге-
нов ЦМВ [3–5] или их комбинаций 
[6–8], особенно в формате мульти-
плексных мультиантигенных тестов 
[9]. Такой подход позволяет оценить 
спектр антител при анализе одной и 
той же пробы сыворотки, повышает 
чувствительность и специфичность, 
снижает стоимость и трудоемкость 
лабораторных исследований.

В работе представлены результаты выбора композиции 
вирусоспецифических антигенов в составе мультиплексного 
теста для определения иммуноглобулина G (IgG) к ЦМВ на 
основе технологии ФОСФАНТМ [10]. Исследование прове-
дено с использованием рекомбинантных белков ЦМВ pp65, 
pp150 и gB и мозаичного антигена, содержащего иммуно-
доминантные последовательности pp150, gB, pp28 и pp52 
[8]. Антитела к этим антигенам регистрируются при ЦМВ-
инфекции и у здоровых людей. IgM и IgG к фосфорилиро-
ванному белку тегумента рр150 обнаруживаются у подавля-
ющего большинства пациентов в острой и латентной фазах 
ЦМВ-инфекции и при реинфекции и имеют тенденцию к 
длительной персистенции [4, 5, 11]; риск перекрестных ре-
акций с белками других герпесвирусов минимален в связи с 
отсутствием структурной гомологии. IgG к рр28 и рр52 обна-
руживаются у клинически здоровых доноров крови [8] и на 
поздних сроках активной ЦМВ-инфекции (рр52) [12]. Выяв-
ление IgG к гликопротеину gB в крови реконвалесцентов по-
зволяет исключить первичную инфекцию [13, 14]. Антитела 
(IgМ и IgG) к рр65 чаще всего выявляются на ранних сроках 
острой ЦМВ-инфекции [15, 16].

Цель работы – выбрать композицию вирусоспецифиче-
ских антигенов для выявления IgG к ЦМВ в формате муль-
типлексного теста.

Материалы и методы. Исследования проведены в срав-
нении с результатами определения IgG в коммерческих им-
муноферментных тест-системах.

Сыворотки крови пациентов (n = 400) и результаты их ис-
следования методом ИФА в тест-системе CMV-IgG-ELISA 
PKS (Medac, Германия) (далее – ИФА-Medac) любезно предо-
ставлены сотрудниками Инфекционной клинической боль-
ницы № 1 г. Москвы. Для оценки чувствительности и специ-
фичности определения IgG к ЦМВ в мультиплексном тесте 
сыворотки разделены на две группы. Первая группа состояла 
из 214 проб, положительных по данным ИФА (содержащих 
анти-ЦМВ IgG), 2-я группа – из 186 проб, отрицательных по 
результатам ИФА (не содержащих анти-ЦМВ IgG). Все пробы 
до исследования хранили в виде аликвот при –20°С. Число ци-
клов замораживания и оттаивания не превышало двух. 

Выполнение ИФА. Сыворотки крови обеих групп про-
тестированы в отечественной тест-системе ИФА-ЦМВ-IgG 
(ЗАО «ЭКОлаб», Россия) (далее – ИФА-ЭКОлаб). Учет и 
анализ результатов проводили в соответствии с инструкцией 
производителя. 

Рекомбинантные антигены. В составе мультиплексного 
теста использовали рекомбинантные белки gB, рр65, рр150 
ЦМВ (ProSpecBio, Израиль) и мозаичный антиген, содержа-

щий иммунодоминантные последовательности белков pp150, 
pp52, pp28 и gB (ЗАО «ЭКОлаб»). 

Выполнение мультиплексного теста. Технология ФОС-
ФАНТМ – это твердофазный иммуноанализ, который прово-
дится в лунках стандартных полистироловых микропланше-
тов (Maxisorb, Nunc, Дания) аналогично ИФА [10]. На дне 
лунок микропланшета с помощью наноплоттера для кон-
тактной печати (ЗАО «Иммуноскрин», Россия) напечатаны 
микрозоны (диаметром 0,5 мм каждая) с белками gB, рр65, 
рр150 или с мозаичным антигеном. 

Сыворотки крови предварительно разводили 1:100 в 0,01 М  
фосфатно-солевом буферном растворе; рН 7,4, вносили в 
лунки микропланшета и инкубировали при комнатной тем-
пературе на шейкере в течение 2 ч. Последующие этапы 
иммуноанализа были аналогичны описанным ранее [17]. В 
каждой постановке анализа использовали контрольные по-
ложительные и отрицательные пробы (ЗАО «ЭКОлаб»), не 
требующие предварительной подготовки. Результаты ре-
гистрировали (после высушивания микропланшетов) на 
биочип-анализаторе ДИАГЕМ (ЗАО «Иммуноскрин»). Ре-
зультат считали положительным (антитела выявлены), если 
значение коэффициента позитивности (Кпоз) было ≥ 1. 

Стандартная панель сывороток. Для оценки чувстви-
тельности и специфичности мультиплексного теста использо-
вали стандартную панель сывороток, содержащих (n = 20) и 

Т а б л и ц а  1
Диагностическая эффективность мультиплексного теста ФОСФАНТМ при определении IgG 
к рекомбинантным антигенам ЦМВ (число положительных (+) и отрицательных (–) резуль-
татов обследования 400 сывороток крови)

Антиген 
ЦМВ

Результат теста 
ФОСФАНТМ

Результат ИФА-Medac ДЧ, % (95% ДИ) ДС, % (95% ДИ)

+ – всего

Мозаичный + 206 9 215 96,3 (93,7–98,9)*, ** 95,2 (92,1–98,3)
– 8 177 185

pp150 + 191 12 203 89,3 (85,1–93,5)*, ** 93,5 (89,9–97,1)
– 23 174 197

gB + 78 10 88 36,5 (29,9–43,1)* 94,6 (91,3–97,9)
– 136 176 312

pp65 + 37 6 43 17,3 (12,1–22,5)* 96,8 (94,2–99,4)
– 177 180 357

В с е г о . . . 214 186 400
П р и м е ч а н и е . ДЧ – диагностическая чувствительность; ДС – диагностическая специфич-

ность; ДИ – доверительный интервал.
*, ** – различия между антигенами ЦМВ по данному показателю достоверны (p < 0,05).

Т а б л и ц а  2
Результаты выявления IgG к ЦМВ методом ФОСФАНТМ в сыво-
ротках контрольной панели

Антиген ЦМВ Число положительных проб с IgG

абс. %

Сыворотки, содержащие антитела класса G к ЦМВ (n = 20)
Мозаичный 20 100
pp150 20 100
gB 5 25
pp65 4 20

Сыворотки, не содержащие антитела класса G к ЦМВ (n = 16)
Мозаичный 0 0
pp150 0 0
g B 0 0
pp65 0 0
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не содержащих (n = 16) антитела класса G к ЦМВ («Стандарт 
АТ-G(+/–)ЦМВ», ОСО 42-28-360-01, ЗАО МБС, Россия).

Статистическая обработка результатов. Выявление 
статистически значимых различий выборок по качественным 
показателям (сравнение долей) проводили с помощью точно-
го двустороннего критерия Фишера для уровня статистиче-
ской значимости p ≤ 0,05 .

Результаты и обсуждение. Чувствительность и специфич-
ность выявления анти-ЦМВ IgG в сыворотках крови пациен-
тов методом ФОСФАНТМ оценивали в сравнении с данными, 
полученными тест-системой ИФА-Medac. Чувствительность 
иммуночипа с мозаичным рекомбинантным антигеном (96%) 
была достоверно выше (p < 0,05), чем с другими антигенами, 
в том числе рр150 (89%). Самые низкие показатели чувстви-
тельности зарегистрированы с gB и pp65. Специфичность со-
ставила от 93,5 до 96,8% со всеми антигенами при отсутствии 
статистически значимых различий (табл. 1). Использование 
комбинаций из двух или трех антигенов не оказывало значи-
тельного влияния на повышение чувствительности, однако 
существенно снижало специфичность.

Сходные результаты получены при анализе стандартной 
панели сывороток. Максимальный показатель чувствитель-
ности (100%) зарегистрирован с мозаичным антигеном и 
фосфопротеином рр150; gB и pp65 позволили уловить анти-
тела лишь в 5 (25%) и 4 (20%) сыворотках соответственно. 
Специфичность составила 100% для всех вариантов ФОС-
ФАНТМ (табл. 2). 

Таким образом, полученные результаты подтвердили дан-
ные о целесообразности применения фосфопротеина рр150 
[3, 5], в том числе в составе мозаичного антигена в комбина-
ции с pp28, pp52, gB [8].

При анализе сывороток с высоким, средним или низким 
содержанием анти-ЦМВ IgG коэффициенты позитивности 
с мозаичным антигеном или рр150 были достоверно выше 
значений, полученных в тесте ИФА-ЭКОлаб (табл. 3). Эти 
данные подтверждают возможность проведения измерений в 
более широком динамическом диапазоне [10, 17], что является 
преимуществом люминесцентного метода. Частота выявления 
положительных проб с обоими рекомбинантными белками, 
особенно рр150, снижалась при анализе проб с низким содер-
жанием IgG. Такое снижение не наблюдалось в ИФА-ЭКОлаб 
(см. табл. 3), возможно, вследствие меньшей специфичности 
(90,3%) этого теста (проанализировано 168 из 186 проб).

Заключение. Применение мозаичного антигена обеспечива-
ет лучшее соотношение между чувствительностью и специфич-
ностью иммуноанализа по сравнению с «сольным» использова-
нием рр150 (и других исследованных антигенов), что позволяет 
рассматривать мозаичный антиген в качестве основного компо-
нента иммуночипа для определения IgG к ЦМВ.
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ХАРАКТЕРИСТИКА СИСТЕМНЫХ И ЛОКАЛЬНЫХ ИММУННЫХ РЕАКЦИЙ  
ПРИ ПРИВЫЧНОМ НЕВЫНАШИВАНИИ БЕРЕМЕННОСТИ
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гинекологии и перинатологии», 634063, г. Томск; 4ФГБНУ «Научно-исследовательский институт нормальной 
физиологии им. П.К. Анохина», 125315, г. Москва

Цель исследования – оценка клинической информативности исследований иммунологических параметров структурных 
и функциональных элементов эндометрия в комплексе с профилем эмбриотропных аутоиммунных антител при невына-
шивании беременности. 
Исследовали 19 женщин репродуктивного возраста с эпизодами невынашивания в I триместре, которых обследовали 
на наследственные тромбофилии и профили иммунореактивности естественных регуляторных аутоантител (ЭЛИ-П-
Комплекс). Биоптаты эндометрия подвергали гистологическому и иммуногистохимическому (ИГХ) (CD16, CD56, CD68, 
CD138, эстрогеновые и прогестероновые рецепторы) исследованиям. 
У женщин с невынашиванием выявлены поликлональная иммуносупрессия, повышение уровня эмбриотоксических ауто-
антител к Fc-фрагменту иммуноглобулина, инсулину, тиреоглобулину. При ИГХ-исследовании обнаружены выраженное 
снижение количества прогестероновых рецепторов стромальных элементов эндометрия после спонтанного аборта, 
активация киллерной активности децидуальных лимфоцитов при привычном невынашивании беременности. Установ-
лена положительная зависимость между экспрессией прогестероновых рецепторов в железистых клетках эндометрия 
и уровнем антиспермальных антител в сыворотке крови; между экспрессией прогестероновых рецепторов в строме 
и уровнем антител к хорионическому гонадотропину человека; между экспрессией рецепторов эстрогенов в строме и 
уровнем антител к Fc-фрагменту иммуноглобулинов. 
Полученные данные позволяют утверждать, что оценка уровня регуляторных аутоантител информативна при обсле-
довании женщины после эпизода невынашивания. Продукция антител имеет прямые взаимосвязи с патологическими 
процессами в эндометрии и может быть одним из критериев завершенности предгравидарной подготовки.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :   невынашивание беременности; предгравидарная подготовка; аутоантитела; ЭЛИ-П-Комплекс; 
рецепторы эндометрия.

Для цитирования: Клиническая лабораторная диагностика. 2015; 60 (10): 39–45.

Д л я  к о р р е с п о н д е н ц и и :  Юрьев Сергей Юрьевич, sergeiyuriev@gmail.com
F o r  c o r r e s p o n d e n c e :  Yuriev S.Yu., sergeiyuriev@gmail.com


