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Р 53022.–2008 при нормальном распределении РИ должен 
быть рассчитан по формуле Х±1,96 SD [7, 8].

Выводы
1. РИ агрегации тромбоцитов составили с пептидом, ак-

тивирующим рецептор тромбина, 815,2–1498,4 AU/мин, с 
арахидоновой кислотой – 660–1341 AU/мин, с аденозинди-
фосфорной кислотой – 598–1120 AU/мин.

2. Установленные интервалы агрегации тромбоцитов мо-
гут быть использованы в качестве референсных в клинико-
диагностической лаборатории ФГБУ «Федеральный центр 
сердечно-сосудистой хирургии» (Астрахань), так как они 
разработаны с учетом всех особенностей формирования ре-
ференсных групп и стандартизацией всех этапов лаборатор-
ных исследований.

3. Приведенные нами интервалы агрегации тромбоцитов 
могут быть использованы как референсные в лабораториях 
Астраханской области при работе на аналогичных аналити-
ческих системах (автоматическом агрегометре Multiplate).
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Аналитическая достоверность определяет качество лабо-
раторных исследований. Не касаясь вопросов интерпретации 
и оценок достоверности результатов диагностических тестов, 
в данной статье мы хотели отразить лишь один из аспектов 
преаналитического этапа лабораторной диагностики инфек-
ционных заболеваний.

Выбор адекватных диагностических мишеней остается 
одной из ключевых проблем конструирования средств им-
мунодиагностики инфекционных заболеваний. В идеале, 
диагностический тест, направленный на выявление специфи-
ческих антигенов, должен идентифицировать штаммы (изо-
ляты) того или иного возбудителя независимо от условий их 
культивирования, количества генераций, индивидуальных 
морфологических особенностей и различий в источниках по-
лученных проб. Что касается иммуноаналитических средств, 
предназначенных для определения уровня (титра) специфи-
ческих антител, то и они должны обладать «видоспецифич-
ностью» – регистрировать уровень иммунного ответа именно 
к определенному возбудителю и не обладать перекрестной 
реактивностью.

Способность генерировать структурное разнообразие 
поверхностных молекул является особенностью многих 
микробных патогенов, что, в свою очередь, способствует ко-
лонизации ими новых экологических ниш, адаптации к из-
менению условий окружающей среды, а также выживанию в 
конкурентных отношениях с другими организмами и защите 
от действия различных антимикробных соединений.

Общеизвестны факты изменения различных фенотипи-
ческих свойств, а также снижения вирулентности штаммов 
патогенных микроорганизмов при их длительном культиви-
ровании на искусственных питательных средах. Известен 
и противоположный эффект – увеличение вирулентности 
микробов при пассажах in vivo. Многими авторами показан 
более высокий уровень геномных и фенотипических изме-
нений, обнаруживаемых при пассажах микроорганизмов in 
vivo, в сравнении с культивированием in vitro [10, 26, 31]. 
Технологии изучения экспрессии генов микроорганизмов в 
различных экологических нишах, в том числе in vivo, доста-
точно полно представлены [25]. Факторы, влияющие на диф-
ференциальную экспрессию генов, опосредующую фазовую 
и антигенную вариабельность микроорганизмов, чрезвычай-
но разнообразны [8, 13, 14, 24, 26, 27].

Фазовыми вариациями называются обратимые переклю-
чения экспрессии поверхностных биополимеров микробной 
клетки (белков или полисахаридов), которые происходят с 
гораздо большей скоростью, чем средняя скорость мутаций 
в геноме. Как правило, подобные модификации сопровожда-
ются изменениями антигенной структуры микроорганизмов 
(антигенные фазовые вариации), что позволяет им избегать 
воздействия иммунной системы организма, например, мими-
крируя под его собственные антигены [31].

Считалось, что фазовые и антигенные вариации, носят 
случайный характер. В последнее время накопилось доста-
точно информации, свидетельствующей о том, что ведущая 
роль в контроле данных процессов принадлежит факторам 
внешней среды. Предположительно это более значимо для 
бактериальных видов с широкой экологической пластично-
стью и неклональной структурой популяций, например, воз-
будителя мелиоидоза [11, 29], однако и у высококлональных, 

генетически мономорфных видов, таких как Yersinia pestis 
[5], Burkholderia mallei [6, 11], Salmonella enterica serovar 
Typhi [15], Bacillus anthracis [32], патогенных микобактерий 
– Mycobacterium leprae [19], Mycobacterium ulcerans [9], My-
cobacterium tuberculosis complex [30], фазовые и антигенные 
вариации в значительной мере формируют адаптационный 
потенциал вида, а сопровождающие их изменения поверх-
ностных клеточных структур имеют принципиальное диа-
гностическое значение.

Весьма интересны в этом отношении фазовые изменения 
возбудителей особо опасных микозов, вызывающих систем-
ные инфекционные заболевания (гистоплазмоз, бластомикоз, 
кокцидиоидомикоз, паракокцидиоидомикоз). Эти возбудите-
ли принадлежат к группе диморфных грибов, находящихся 
во внешней среде в мицелиальной форме, а в организме че-
ловека и животных – в тканевой или дрожжеподобной [4]. 
Естественно, что антигенная структура (и соответствующие 
эпитопы, к которым вырабатываются специфические антите-
ла) у данных микромицетов будет отличаться в зависимости 
от фазового состояния. Известно, что поверхностные биопо-
лимеры микромицетов, в том числе и возбудителей глубоких 
микозов, являются слабыми иммуногенами. Как следствие, 
антитела при соответствующих инфекциях вырабатываются 
в низких титрах, а детекция их уровня имеет диагностическое 
значение лишь вне эндемических регионов. Методы серо- 
диагностики глубоких микозов, основанные на обнаружении 
антигенов, в ряде случаев могут быть более информативны-
ми, чем методы, использующие обнаружение антител. Нали-
чие общих антигенов у различных таксономических групп 
микромицетов также определяет сложность серологической 
диагностики микозов. Ложноположительные результаты се-
рологических реакций возможны при миконосительстве и у 
здоровых людей, сенсибилизированных антигенами грибов, 
тогда как отрицательные результаты тестов могут наблюдать-
ся у иммунодефицитных больных даже на фоне протекающе-
го инвазивного микоза [3, 4, 16, 23].

Относительно низкая чувствительность и специфичность 
стандартно используемых в диагностике опасных микозов 
иммунодиагностических тестов обусловлена и комплексом 
причин технологического характера – в большинстве слу-
чаев разработанные диагностические средства основаны на 
использовании антигенных комплексов ультразвуковых дез-
интегратов клеток, либо частично очищенных антигенов ми-
целиальной фазы [16]. По этой причине в настоящее время 
многие исследователи сконцентрировали свое внимание на 
получении иммунодоминантных антигенов паразитарной 
фазы (тканевых или дрожжеподобных форм) данных микро-
мицетов с целью создания иммунодиагностических препара-
тов [3, 4].

Аналогичные проблемы наблюдаются и в области разра-
ботки средств серологической диагностики инфекций, вызы-
ваемых бактериями. У многих грамотрицательных микроор-
ганизмов, для которых основным специфическим антигеном 
является липополисахарид (ЛПС), антигенные фазовые ва-
риации затрагивают в первую очередь именно этот бактери-
альный биополимер.

Сравнительное изучение специфичности антител в сыво-
ротках крови людей после туляремийной инфекции и имму-
низации живой туляремийной вакциной продемонстрировало, 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 1, 2016

50

что сыворотки больных ей содержат иммуноглобулины, специ-
фичные как антигенным эпитопам ЛПС F. tularensis, так и эпи-
топам ЛПС F. tularensis subsp. novicida, что обусловлено фазо-
выми вариациями антигенной структуры ЛПС туляремийного 
микроба в организме относительно резистентных хозяев и по-
явлением в структуре ЛПС F. tularensis антигенных эпитопов, 
характерных для ЛПС слабопатогенного подвида [1, 2]. Имен-
но живые микробы F. tularensis и F. novicida-like вызывают в 
организме более выраженный ЛПС-специфический антитель-
ный ответ, тогда как инактивированные клетки франциселл ин-
дуцируют in vivo образование анти-ЛПС-иммуноглобулинов в 
8–16 раз меньших титрах [1]. На сегодняшний день идентифи-
цированы гены туляремийного микроба (flmF2 и flmK), ответ-
ственные за модификации липидной части ЛПС при фазовых 
вариациях. Снижение уровня экспрессии данных детерминант 
при длительном культивировании in vitro может приводить к 
образованию вариантов F. tularensis со сниженной иммуноген-
ностью ЛПС [28].

Происходящие в процессе внутриклеточного паразити-
рования фазовые вариации L. pneumophila сопровождаются 
антигенными изменениями, вызываемыми структурными 
модификациями ЛПС [18]. N-метилирование антигенных 
эпитопов липополисахарида легионелл в процессе фазовой 
изменчивости существенным образом сказывается на эф-
фективности детекции клеток возбудителя с использованием 
ЛПС-специфичных моноклональных антител [2].

Локус vlsE Borrelia burgdorferi, кодирующий липопро-
теин – основной иммуноген клеточной поверхности воз-
будителя Лайм-боррелиоза, является другим примером си-
стемы детерминации фазовой антигенной вариабельности 
[22]. Многочисленные рекомбинационные события между 
активным локусом vlsE и его нефункциональными копия-
ми, наблюдающиеся в ходе инфекционного процесса, при-
водят к генерации новых аллелей гена и, как следствие, 
продукции поверхностного липопротеина с измененной 
эпитопной структурой, тогда как при культивировании in 
vitro рекомбинационная активность vlsE практически не 
регистрируется. Безуспешными оказались попытки инду-
цировать рекомбинацию vlsE гена у боррелий ex vivo, также 
не удалось обнаружить фазовые антигенные вариации бор-
релий при культивировании in vitro в течение 28–84 дней, 
при разведении в организме переносчиков инфекции и при 
трансплантации возбудителя в камерах для диализа в орга-
низм хозяина [33].

При создании иммунодиагностических препаратов ори-
ентируются на два критерия – специфичность и чувствитель-
ность. При этом чувствительность современных иммуноди-
агностических тест-систем начинается от концентрации 104 

микробных клеток на 1 мл (м.к./мл). В различных инструкци-
ях по их применению приводятся несколько более высокие 
цифры, вплоть до 102 м.к./мл, однако в лабораторной практи-
ке такие цифры попадают или в пограничные значения, или 
не встречаются вовсе, т. е. полученные результаты не соот-
ветствуют заявленным в технической документации произ-
водителя. Если специфичность – качественный показатель 
диагностической тест-системы, отражающей особенность в 
отношении рода, вида, штамма, клона микроорганизма, то 
чувствительность – ее количественная характеристика, ко-
торая прежде всего зависит от количества специфических 
антигенных эпитопов, выявляемых антителами в анализи-
руемой пробе.

Некоторый положительный эффект в отношении повы-
шения чувствительности иммунодиагностического теста 
может дать предварительная дезинтеграция анализируемого 
материала. При использовании моноклональных антител, на-
правленных на выявление ЛПС B. mallei, более эффективно 
выявлялись лизированные клетки возбудителя сапа в срав-
нении с интактными, не исключено, что данный эффект обу-
словлен «деэкранизацией» специфических эпитопов ЛПС 
при лизисе клеток [34].

Более многообещающей в плане повышения чувстви-

тельности и специфичности, на наш взгляд, является страте-
гия разработки средств иммунодиагностики, основанная на 
выборе в качестве диагностических мишеней биополимеров 
микроорганизма, экспрессирующихся в ходе инфекционного 
процесса.

Анализ эффективности различных иммунодиагностиче-
ских тест-систем для обнаружения B. pseudomallei и B. mal-
lei, проводимый специалистами Референс-центра по мони-
торингу за возбудителями сапа и мелиоидоза на базе ФКУЗ 
«Волгоградский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора, демонстрирует, например, что 
чувствительность препаратов для выявления патогенных 
буркхольдерий методом флуоресцирующих антител увели-
чивается после пассажа исследуемых бактериальных куль-
тур in vivo.

Технологии направленного выбора потенциальных кан-
дидатных биополимеров бактериальных клеток для создания 
иммунодиагностических систем и конструирования ком-
понентных средств иммунопрофилактики в настоящее вре-
мя с успехом развиваются применительно к ряду бактерий. 
Следует упомянуть работы по идентификации протектив-
ных, иммунодоминантных поверхностных белков Neisseria 
meningitidis и ряда других патогенных грамотрицательных 
бактерий [7, 20]. Эти современные методологии скрининга 
потенциальных диагностических мишеней включают в себя 
этапы биоинформационного in silico поиска биополимеров 
требуемой специфичности, их экспериментальной верифи-
кации методами транскриптомики и протеомики, клониро-
вания их кодирующих последовательностей и получения 
рекомбинантных продуктов, удобных для быстрого и безо-
пасного накопления целевых биомолекул-мишеней высокой 
степени очистки. Исследования такого рода стали возможны 
лишь при условии наличия достаточных сведений о генети-
ческой структуре того или иного вида бактерий и данных 
секвенирования его генома.

Анализ дифференциально экспрессирующихся последо-
вательностей геномов патогенных микроорганизмов в усло-
виях культивирования на искусственных питательных средах 
и при паразитировании в организме хозяина также является 
эффективным инструментом скрининга потенциальных диа-
гностических мишеней. Например, при анализе экспрессии 
генов B. mallei выявлены группы генов с пониженной и по-
вышенной экспрессией in vivo. Гены с повышенной экспрес-
сией in vivo (более 300) детерминировали функции инфи-
цирования и выживания в хозяине (усвоения и транспорта 
железа, резистентности к токсинам, анаэробного дыхания, 
капсулообразования, гемолиза, секреторного аппарата III ти-
па и ряд других) [17].

Не менее эффективен методологический подход, осно-
ванный на технологии InMAD (In vivo Microbial Antigen Dis-
covery) – генерации библиотек антител к бактериальным 
антигенам, обнаруживаемым в сыворотке крови инфициро-
ванных животных. С использованием данного подхода иден-
тифицированы многочисленные видоспецифические анти-
гены B. pseudomallei и F. tularensis (протеины, капсульные 
полисахариды, липополисахариды) [21].

По нашему мнению, необходимость изменения ал-
горитмов создания иммунодиагностических препаратов 
для выявления микроорганизмов в пробах клинического 
материала (антительные диагностикумы) или маркеров 
инфекции (антигенные диагностикумы) вполне очевидна 
и определяется существенными количественными и ка-
чественными различиями в экспрессии антигенов многи-
ми патогенами in vivo и in vitro. Логично предположить, 
что использование в качестве диагностических мишеней 
биополимеров микроорганизмов, преимущественно экс-
прессирующихся in vivo, в ходе инфекционного процесса 
позволит существенным образом увеличить чувствитель-
ность иммунодиагностических средств, направленных на 
выявление возбудителей (либо специфических антител) в 
клиническом материале.
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