
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(2)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-2-90-92, 102

ИММУНОЛОГИЯ

90

10. goobie s.m., soriano s.g., Zurakowski d., mcgowan f.x., rock-
off m.a. hemostatic changes in pediatric neurosurgical patients 
as evaluated by thrombelastograph. Anesth. Analg. 2001; 93 (4): 
887–92.

11. Bulanov a.yu., gorodetskiy V.m., shcherbakova o.V., ryazanova 
i.B., sudeykina n.n., shulutko e.m. et al. Thromboelastographic 
evaluation of the hemostatic system and the effectiveness of its 
correction before surgery in patients with diseases of the blood 
system. Gematologiya i transfuziologiya. 2012; 57 (5): 36–42. (in 
russian)

12. miller B.e., Bailey J.m., mancuso T.J., Weinstein m.s., holbrook 
g.W., silvey e.m. et al. functional maturity of the coagulation sys-
tem in children: an evaluation using thrombelastography. Anesth. 
Analg. 1997; 84 (4): 745–8.

13. pivalizza e.g., pivalizza p.J., gottschalk l.i., kee s., szmuk p., 

abramson d.c. celite-activated thrombelastography in children. J. 
Clin. Anesth. 2001; 13 (1): 20–3.

14. chan k.l., summerhayes r.g., ignjatovic V., horton s.B., monagle 
p.T. reference values for kaolin-activated thromboelastography in 
healthy children. Anesth. Analg. 2007; 105 (6): 1610–3.

15. edwards r.m., naik-mathuria B.J., gay a.n., olutoye o.o., Teruya 
J. parameters of thromboelastography in healthy newborns. Am. J. 
Clin. Pathol. 2008; 130 (1): 99–102.

16. korneev a.a., krichevets a.n. The conditions of applicability cri-
teria for the student and mann-Whitney. Psikhologicheskiy zhurnal. 
2011; 32 (1): 97–110. (in russian)

17. dobrovol’skiy a.B., Titaeva e.V. coagulation risk factors for throm-
bosis and laboratory control of anticoagulant therapy. Aterotromboz. 
2009; 1 (2): 2–14. (in russian)

received 30.05.15

ИММУНОЛОГИЯ

© КОЛЛЕКТИв АвТОРОв, 2016

УДК 616.24-002.5-078.33

цибулькин А.П.1, Хаертынова И.М.1, Уразов Н.Г.2, Хаертынов К.С.1

СКРИНИНГ ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА НАТИВНЫХ БЕЛКОВЫХ ФРАКЦИЙ 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS МЕТОДОМ ИММУНОБЛОТТИНГА

1ГБОУ ДПО «Казанская государственная медицинская академия» Минздрава России, 420012, Казань, Российская 
Федерация; 2Республиканский центр по профилактике и борьбе со СПИДом и инфекционными заболеваниями 
Минздрава Республики Татарстан, 420097, г. Казань, Российская Федерация

Методом иммуноблоттинга исследованы поверхностные белки, полученные из клеток M. Tuberculosis, подвергнутых 
щадящей делипидизации. При этом использовались сыворотки больных туберкулезом легких; носителей ВИЧ и пациен-
тов с сочетанной инфекцией ТБ-ВИЧ, а также ВИЧ-отрицательных, без клинических признаков заболевания легких и с 
хроническими заболеваниями легких другой этиологии. Диагностически значимой оказались фракции низкомолекулярных 
антигенов молекулярной массой 6,5–30 кДа. С этой фракцией антигенов прореагировали сыворотки всех больных тубер-
кулезом легких и сыворотки 91% пациентов с сочетанной инфекцией ТБ-ВИЧ. Антигены белковых фракций с высокой 
(70–100 кДа) и промежуточной (30–69 кДа) молекулярной массой оказались диагностически незначимыми.
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The technique of immune blotting was used to analyze surface proteins obtained from cells M. Tuberculosis exposed to partial 
mode of delipidization. At that, there were applied serums of patients with tuberculosis of lungs; HIV agents and patients with 
concomitant infection tuberculosis-AIDS and also HIV-negative patients without clinical signs of disease of lungs and with chronic 
diseases of lungs of other etiology. The fractions of low-molecular antigens with molecular mass 6.5-30 kilodaltons became 
diagnostically significant. To this fraction of antigens reacted serums of all patients with tuberculosis of lungs and serums of 91% 
of patients with concomitant tuberculosis-AIDS infection. The antigens of protein fractions  with high (70-100 kilodaltons) and 
interim (30-69 kilodaltons) molecular mass became diagnostically significant.
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Туберкулез (ТБ) продолжает оставаться одним из наи-
более часто встречаемых инфекционных заболеваний осо-
бенно в развивающихся странах. В настоящее время в мире 
около трети населения являются носителями M. tuberculosis. 
В большинстве случаев у иммунокомпетентного населения 
инфицирование протекает бессимптомно и характеризуется 
латентным течением инфекции. Только у 5% инфицирован-
ных в течение двух лет после контакта с M. tuberculosis раз-
виваются активные формы ТБ. Ежегодно регистрируется 9,4 
млн новых случаев заболевания и 1,7 млн смертей от ТБ [1].

Технологическое совершенство и простота выполнения 
исследований наряду с невысокой себестоимостью делают 
серологические методы, в частности ИФА, привлекатель-
ными для проведения массовой ранней диагностики ТБ [2, 
3]. До настоящего времени, несмотря на многочисленные 
исследования по подбору как нативных, так и рекомбинант-
ных антигенов и антигенных комплексов, не удалось создать 
ИФА–тест-системы, отвечающей современным требованиям 
по чувствительности и специфичности [4, 5]. Основной не-
достаток тест-систем – их невысокая чувствительность. Про-
тивотуберкулезные антитела (ПТАТ) выявляются у больных 
туберкулезом в среднем в 71,5% случаев [6].

Широкому внедрению серодиагностики ТБ препятству-
ют такие факторы, как гетерогенность иммунного ответа на 
антигены M. tuberculosis у отдельных пациентов; своеобра-
зие синтеза противотуберкулезных антител у больных, отли-
чающихся по hla-типу, виду возбудителя, форме и стадии 
заболевания, бактериальной нагрузке, исходным состоянием 
здоровья и предшествующей вакцинацией Bcg [7–10].

В настоящее время антигены, предназначенные для вы-
явления ПТАТ, различаются как по молекулярной массе, так 
и по химической природе и являются белками, липо- и глико-
протеидами [11,12]. 

Цель исследования – выявление поверхностных антиге-
нов микобактерии туберкулеза, к которым образуются анти-
тела, если не у всех больных легочной формой, то хотя бы у 
подавляющего большинства из них.

Материал и методы.Для получения антигенного препа-
рата использовали штамм M. tuberculosis h37rV, полученный 
из ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Для этого культуру, выращен-
ную на плотной питательной среде Левенштейна–Йенсена, 
трижды промывали забуференным физиологическим рас-
твором и подвергали процедуре щадящей делипидизации с 
последующей солюбилизацией поверхностных компонентов 
клеточной стенки возбудителя [13].

Полученный антигенный препарат фракционировали ме-
тодом дискэлектрофореза в пластинчатом 12,5% полиакри-
ламидном геле (ПААГ). Для детекции белковых фракций 
вырезали небольшой фрагмент геля, в котором проводили 
окрашивание локализованного материала красителем ку-
масси g-250. Электроперенос фракционированных в ПААГ 
антигенов на нитроцеллюлозную мембрану проводили, ис-
пользуя метод полусухого переноса [14]. Затем высушенную 
нитроцеллюлозную мембрану нарезали на полоски шириной 

в 2–3 мм. Полученные стрипы использовали в реакции имму-
ноблоттинга со специально отобранными для этих исследо-
ваний сыворотками.

Диагностические возможности серологических тестов 
при выявлении ТБ значительно различаются в группах ВИЧ-
неинфицированных и инфицированных пациентов за счет 
общеизвестного факта увеличения частоты реактивации ла-
тентного ТБ у последних [12]. Тесты, хорошо себя зарекомен-
довавшие у ВИЧ-отрицательных лиц, начинают давать сбои 
как по чувствительности, так и по специфичности у ВИЧ-
положительных групп населения. При планировании иссле-
дования все пациенты были разделены на две группы: первая 
включала как больных с монооинфекцией ТБ (n = 34), так и с 
сочетанной ТБ-ВИЧ-инфекцией (n = 45). Вторая группа – кон-
трольная, сформирована из пациентов с моноинфекцией ВИЧ 
(n = 92) и ВИЧ-отрицательных (n = 63), без клинических при-
знаков заболевания легких (n = 33) или хронических заболева-
ний легких (n = 30) В последнюю группу включены больные 
бронхиальной астмой, хронической обструктивной болезнью 
легких, хронической бактериальной пневмонией (по 10 чело-
век в каждой подгруппе). Формирование контрольной под-
группы, включающей больных с хронической легочной пато-
логией нетуберкулезной этиологии, связано с тем, что именно 
у таких больных, а не у абсолютно здоровых возникают труд-
ности с клинической диагностикой туберкулеза легких.

Диагнозы: ТБ, ВИЧ-инфекция, бронхиальная астма и дру-
гие, устанавливали на основании общепринятых клинико-
рентгенологических, эпидемиологических и лабораторных 
анализов.

Иммуноблоттинг проводили с сыворотками в разведениях 
1:100 и 1:200 согласно методике [14]. Появление окрашенных 
зон любой интенсивности рассматривалось как положитель-
ный результат. Результаты реакции оценивали визуально.

Диагностическая значимость исследуемых антигенных 
фракций M. tuberculosis оценивалась на основании расчета 
стандартных показателей: точности (Т), чувствительности 
(Ч) и специфичности (С) метода, предсказания положитель-
ного (ППР) и отрицательного (ПОР) результатов, а также по 
отношениям правдоподобия положительных (ОППР) и отри-
цательных (ОПОР) результатов. Исследования выполнены в 
лабораториях Казанской государственной медицинской ака-
демии Минздрава РФ и Республиканский центр по профи-
лактике и борьбе со СПИДом и инфекционными заболева-
ниями Минздрава Республики Татарстан. 

Результаты и обсуждение. Белковый спектр антигенно-
го препарата, использованного при проведении иммуноблот-
тинга для исследования отобранных сывороток, представлен 
на рисунке, а. Он содержит около 20 фракций мол. массой от 
6,5 до 100 кДа. На рисунке, б приведены несколько образцов 
иммуноблотов, полученных с сыворотками больных легоч-
ной формой ТБ. Аналогичные иммуноблоты, полученные с 
использованием в общей сложности 234 сывороток, включая 
и приведенные на рисунке, б, − это материал для последую-
щего анализа.
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Одна из задач исследования заключалась в определении 
группы поверхностных белков M. tuberculosis, с которой бы 
реагировали если не все, то хотя бы большинство сывороток 
больных ТБ легких.

Для этого выделенные белковые фракции были разделе-
ны по мол. массе: 6,5–29, 30–49, 50–59, 60–69, 70–79, 80–100 
кДа. При этом учитывалось использование в дальнейшем 
приема дробной фильтрации для выделения нужной фрак-
ции антигенов.

Обнаружение на иммуноблоте хотя бы одной серопози-
тивной фракции расценивалось как свидетельство наличия в 
сыворотке специфических антител к определенному антиге-
ну в исследуемом препарате (положительный ответ). В слу-
чае присутствия на иммуноблоте нескольких различающихся 
по молекулярной массе серопозитивных фракций сыворотка 
отмечалась как положительная в нескольких соответствую-
щих молекулярной массе антигенов группах. Для наглядно-
сти количество сывороток, позитивно прореагировавших с 
антигенами, выражали в процентах (см. таблицу).

Сыворотки больных ТБ легких без сопутствующей ВИЧ-
инфекции содержат антитела ко всему спектру поверхностных 
антигенов M. tuberculosis. Чувствительность реакции, прояв-
ляемая в разных группах антигенов, существенно различается. 
Наибольшая чувствительность 100% в реакции иммуноблот-
тинга проявляется во фракции антигенов мол. массой 6,5–29 
кДа: с ними прореагировали все без исключения сыворотки 

Белковый спектр антигенного препарата и серо-
логическая активность фракций.
а – электрофоретический профиль препарата, фракциони-
рованного в 12,5% ПААГ в присутствии додецилсульфата 
натрия; б – серопозитивные фракции, полученные в реак-
ции иммуноблоттинга с семью индивидуальными сыво-
ротками больных туберкулезом легких.

Диагностические возможности антигенных фракций M. tuberculosis

ВИЧ-отрицательные пациенты

Показатель молекулярная масса, кДа
6,5–29 30–49 50–59 60–69 70–79 80–100

ТБ (n = 34; 100%) 100 41 27 53 15 9
К (n = 63; 100%) 3 60 62 44 0 0
Т, % 98 40 34 55 11 68
Ч, % 100 41 27 53 15 9
С, % 91 40 38 56 100 100
ППР, % 94 27 19 39 100 100
ПОР, % 100 56 49 69 68 67
ОППР 33 0,68 0,43 1,20 15 9
ОПОР 0,01 1,47 1,92 0,84 0,85 0,91

ВИЧ-положительные пациенты

Показатель молекулярная масса, кДа

6,5–29 30–49 50–59 60–69 70–79 80–100

ТБ/ВИЧ (n = 45; 100%) 91 42 42 42 18 18
ВИЧ (n = 92; 100%) 27 22 19 24 11 0
Т, % 79 66 66 65 66 73
Ч, % 91 42 42 42 18 18
С, % 73 78 81 76 80 100
ППР, % 63 49 53 46 56 100
ПОР, % 94 73 74 73 70 71
ОППР 3,37 1,91 2,21 1,75 0,9 18
ОПОР 0,12 0,74 0,72 0,76 1,02 0,82

П р и м е ч а н и е. ТБ – сыворотки пациентов с ТБ-моноинфекцией; К – сы-
воротки контрольной группы; ТБ/ВИЧ – сыворотки пациентов с сочетанной ТБ/
ВИЧ-инфекцией; ВИЧ – сыворотки пациентов с ВИЧ-моноинфекцией.

больных ТБ легких. С указанной группой антигенов проявля-
ется и наиболее высокая специфичность реакции, поскольку с 
этими антигенами положительно прореагировали только 3% 
сывороток пациентов из контрольной группы. Именно поэ-
тому получены достаточно высокие показатели ППР – 94%, 
ОППР – 33 и очень низкий ОПОР – 0,01.

В остальных 5 фракциях с мол. массами 30–49, 50–59, 60–
69, 70–79, 80–100 кДа чувствительность реакции была значи-
тельно ниже и колебалась от 53% (60–69 кДа) до 9% (80–100 
кДа). В диапазоне молекул. масс 30–100 кДа и специфич-
ность реакции достаточно низкая. Среди антигенов с мол. 
массой 30–49, 50–59, 60–69 кДа положительно реагировали 
60, 62 и 44% контрольных сывороток соответственно. Такие 
показатели, как ОППР, ОПОР, ПОР уступают аналогичным, 
проявляемым с антигенами с мол. массой 6,5–29 кДа. Исклю-
чением является ППР (100%) для антигенов с мол. массой 
70–100 кДа, но диагностической ценности они не представ-
ляют из-за очень низкой чувствительности реакции.

Что касается реакции антигенов 6,5–30 кДа с сыворотками 
пациентов с ТБ/ВИЧ-инфекцией и ВИЧ-моноинфкцией (см. 
таблицу), то наблюдается более низкий показатель чувстви-
тельности – 91% и специфичности – 73%. Этот результат со-
гласуется с ранее полученными данными о диагностической 
ценности серологических тестов при выявлении ТБ, которая 

См. продолжение на с. 102
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значительно различается в группах ВИЧ-неинфицированных 
и ВИЧ-инфицированных пациентов [12].

Во фракциях 30–49, 50–59, 60–69 кДа чувствительность 
реакции с сыворотками носителей сочетанной ТБ/ВИЧ-
инфекций была низкой и равнялась 42%, а в 70–79, 80–100 кДа 
она составляла 18%. Во фракциях 30–49, 50–59, 60–69, 70–79 
кДа с антигенами прореагировало от 11 до 24% сывороток па-
циентов с ВИЧ-инфекцией, тогда как с антигенами 80–100 кДа 
– ни одной. Значения ОППР, ОПОР, ППР, ПОР, чувствитель-
ности и специфичности уступают показателям, которые на-
блюдаются в реакциях исследуемых антигенов с сыворотками 
ВИЧ-неинфицированных пациентов.

Возможно, низкая диагностическая значимость поверх-
ностных антигенов с мол. массой 30–100 кДа M. tuberculosis 
связана с высокой частотой положительных ответов в реак-
циях с контрольными сыворотками, которые обусловлены 
сходными с M. tuberculosis антигенами других видов микро-
бов [2, 15]. Не исключено, что некоторые из этих антигенов 
являются стресс-белками, которые широко распространены 
среди бактерий [16].

Наибольшую диагностическую ценность как для прове-
дения скрининга на ТБ, так и для исследования сывороток 
ВИЧ-инфицированных пациентов представляет группа по-
верхностных антигенов M. tuberculosis с мол. массой 6,5–29 
кДа. В дальнейших исследованиях для повышения спец-
ифичности реакции необходимо выяснить, какие именно 
антигены реагируют с сыворотками ВИЧ-инфицированных 
пациентов, чтобы подобрать условия для удаления их из ан-
тигенного препарата.

Выводы.
1. Щадящий способ делипидизации Mycobacterium tuber-

culosis позволяет получить антигенный препарат, при фрак-
ционировании в 12,5% ПААГ в денатурирующих условиях 
разделяется на 20 белковых фракций.

2. Наибольшую активность в реакции иммуноблоттинга с 
сыворотками больных туберкулезом легких проявляет груп-
па антигенов с мол. массой 6,5–29 кДа при высокой диагно-
стической значимости метода (ППР 94%; ПОР 100%; ОППР 
33, ОПОР 0,01).

3. Диагностическая значимость использования данной 
группы антигенов в реакции иммуноблоттинга с сыворот-
ками ВИЧ-инфицированных пациентов значительно ниже 
(ППР 63% и ОППР 3,37).
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