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НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИГЕНОВ В СЕРОДИАГНОСТИКЕ СИФИЛИСА 
    В реакциях пассивной гемагглютинации (РПГА) и иммуноферментного анализа (ИФА) исследована диагностическая эффективность четырех рекомбинантных антигенов – аналогов иммунодоминантных белков TmpA, 47, 17 и 15 кДa T. pallidum. 

    Проведено сравнение спектров антител к данным антигенам, определяемых методами РПГА и ИФА. Показана диагностическая значимость белка TmpA в серодиагностике сифилиса методом РПГА. В ИФА противотрепонемные антитела в образцах сывороток больных первичным сифилисом определялись в первую очередь к белкам Тр 47 и TmpA , а в образцах сывороток больных  вторичным и латентным  сифилисом преобладали  антитела к белку Тр17. В образцах сывороток людей, получивших полноценное лечение по поводу сифилиса, в основном присутствовали антитела к антигену Тр17, эффективно выявляемые обоими методами серодиагностики.

    Сохраняющаяся напряженная эпидемиологическая обстановка по заболеваемости сифилисом в России диктует необходимость совершенствования диагностики. Одним из потенциалов повышения чувствительности и специфичности серологических диагностических тестов является использование рекомбинантных аналогов иммунодоминантных белков T. pallidum вместо смеси антигенов, полученных с помощью ультразвуковой дезинтеграции культуральных клеток.

     Использование рекомбинантных белков позволяет избежать неспецифической гипердиагностики, возможными причинами которой являются: 

- липидные составляющие нативных антигенов T. pallidum [1], 
- примеси компонентов тестикул кроликов, присутствующие в слабо очищенных смесях антигенов из патогенных трепонем [2],

- высокомолекулярные белки, входящие в состав лизатов и провоцирующие большое число неспецифических реакций при тестировании образцов сывороток крови здоровых доноров [3]. 

    Доля некоторых иммунодоминантных антигенов в лизатах клеточных суспензий трепонем невелика, что также накладывает отпечаток на чувствительность диагностикумов. Тщательно подобранные комбинации рекомбинантных антигенов дают возможность создавать высокочувствительные диагностические тесты, выявляющие противотрепонемные антитела в образцах сывороток крови от больных сифилисом на разных стадиях. 

    Известно, что гемагглютинационные тесты близки по чувствительности к РИФабс и ИФА при вторичном, латентном и позднем сифилисе, но по данным некоторых авторов менее чувствительны в первичной стадии заболевания [1,4-7]. Современные трепонемные тесты на основе реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) используют эритроциты животных, сенсибилизированные ультросоникатами патогенных или культуральных бледных трепонем. Использование рекомбинантных антигенов позволяет достичь высокой чувствительности  гемагглютинационных тестов на всех стадиях инфекционного процесса.

    Основными антигенами, применяемыми в серодиагностике сифилиса, являются рекомбинантные аналоги поверхностных и мембранных белков T. pallidum -TmpA, 47, 17 и 15 кДa [1,7]. Данные о динамике антителообразования и спектре антител на разных стадиях заболевания противоречивы [2,8-13]. Большинство исследователей считают, что образование антител к белку TmpA завершается на стадии позднего сифилиса, эти антитела первыми исчезают после успешной терапии и уровень TmpA-антител корелирует с титром антител в VDRL [11,14]. Бактериальный протеин с молекулярной массой 47 кДа (Тр 47) вызывает продукцию антител, как при первичной, так и при вторичной стадиях заболевания [8-10]. Сохранение позитивности результатов в отдаленные после окончания лечения сроки чаще всего связано с антителами, специфичными к антигену 17 кДа [8,11]. Регистрация антител к белку Тр15 позволяет подтвердить диагноз раннего первичного и врожденного сифилиса [10].

    Использование рекомбинантных антигенов в ИФА и иммуноблоте позволило существенно поднять диагностическую ценность препаратов для выявления антител к возбудителю сифилиса. Актуальным является внедрение рекомбинантных антигенов в другие методы серодиагностики сифилиса, в частности, в РПГА. Учитывая, что каждый диагностический формат имеет свои ограничения, представляет интерес сравнение динамики образования антител к отдельным трепонемным антигенам с использованием ИФА (для детекции специфических IgG и IgM) и РПГА.

    Целью данного исследования явилось изучение диагностической эффективности четырех рекомбинантных антигенов TmpA, 47, 17 и 15 кДa в ИФА и РПГА.

Материалы и методы. В работе были использованы рекомбинантные белки производства ООО НПО «Диагностические системы»: ТmpA – ASIF 102, Тр47 - ASIF 103, Тр17 - ASIF 101, Тр15 - ASIF 105.

    Были исследованы 480 образцов сывороток здоровых доноров, 525 образцов сывороток крови больных сифилисом на разных стадиях и 124 образца сывороток крови пациентов, получивших полноценное лечение по поводу сифилиса (из коллекций Нижегородского НИКВИ МЗ РФ и Сормовского КВД).

    В РПГА использованы формализированные куриные эритроциты, сенсибилизированные рекомбинантными антигенами. Исследования проводились на круглодонных полистироловых планшетах производства «ВНИИМЕДПОЛИМЕР». Рабочее разведение образцов сывороток крови - 1:80. Каждый образец сыворотки тестировался в 2-х повторах с контрольными (КЭ) и сенсибилизированными (СЭ) эритроцитами. Время проведения реакции - 30-40 минут. Учет результатов (в лунках с СЭ): 1) положительная реакция (полная агглютинация) – равномерно распределенный на поверхности раствора слой эритроцитов в виде «зонтика» с ровными краями; 
2) слабоположительный результат (частичная агглютинация) – эритроциты образуют осадок в виде небольшого кольца с точечным просветом в центре; 3) отрицательная реакция (отсутствие агглютинации) – на дне лунки образуется компактный осадок эритроцитов в виде точки. В лунках с КЭ агглютинация должна отсутствовать. В случае, когда в лунках с КЭ наблюдалась агглютинация эритроцитов, проводилось ретестирование образца после абсорбции сыворотки с помощью КЭ. 

    Использовался классический, непрямой вариант ИФА; на твердую фазу (полистироловые планшеты «Nunc», марки «Polysorp») сорбированы рекомбинантные антигены. Коньюгат - моноспецифические  антитела мыши к IgG и IgM человека, меченные пероксидазой хрена, производства АО «Сорбент», Москва. Индикатором, используемым в субстратной смеси, являлся тетраметилбензидин (ТМБ). Результаты реакции оценивались спектрофотометрически. Время проведения реакции 90 минут.

Результаты и обсуждение. Рекомбинантные белки, воспроизводящие основные иммунодоминантные липопротеины T. pallidum - TmpA, 47, 17 и 15 кДa, были сенсибилизированы индивидуально на формализированых куриных эритроцитах. Для определения оптимальной концентрации каждый рекомбинантный антиген тестировали в диапазоне концентраций от 0,1 до 1 мг/мл. В качестве оптимальной выбирали концентрацию белка, выше которой возрастало число неспецифических взаимодействий с СЭ и КЭ, а ниже которой уменьшался уровень положительного сигнала. Для рекомбинантных белков T. pallidum, сенсибилизируемых на куриные эритроциты, были подобраны концентрациии: TmpA – 0,25 мг/мл, Тр 47 – 0,24 мг/мл, Тр 17 – 0,29 мг/мл, 

Тр 15 – 0,25 мг/мл.

    Аналогичным образом проводился подбор оптимальных концентраций рекомбинантных антигенов в методе ИФА. Оптимальная концентрация рекомбинантных белков, сорбированных на иммунологические планшеты, составила: TmpA – 5 мкг/мл, 

Тр 47 – 4 мкг/мл, Тр 17 –5,25 мкг/мл, Тр 15 – 5,75 мкг/мл. Данные о чувствительности РПГА-тестов, построенных на отдельных рекомбинантных белках, для каждой стадии сифилиса представлены в таблице 1.

Таблица 1.

Чувствительность РПГА тестов с использованием отдельных 
рекомбинантных антигенов T.pallidum
	Стадии сифилиса
	Рекомбинантные антигены

	
	ТmpA
	Тр47
	Тр17
	Тр15

	первичный,

 n = 74
	94,6%
	59,5%
	40,5%
	56,8%

	вторичный, 

n = 109
	99,1%
	92,7%
	92,7%
	94,5%

	латентный 

n = 120
	99,2%
	97,5%
	97,5%
	97,5%

	после лечения 

n = 112
	68,7%
	83%
	88,4%
	74,1%


    При тестировании образцов сывороток больных сифилисом первичным, вторичным и латентным максимальная чувствительность отмечалась в РПГА, где в качестве сенситина использовался TmpA, при чем в 6 пробах обнаружены антитела только к TmpA антигену. Не было ни одного образца, в котором бы присутствовали детектируемые РПГА антитела, образуемые только к одному из 3-х рекомбинантных белков: Тр 47, Тр 17, Тр 15. При анализе спектра антител в образцах сывороток пациентов, находящихся на сероконтроле, показано, что процент положительных результатов был минимальным для РПГА-теста с TmpA антигеном и максимальным для теста с антигеном Тр17. Все РПГА-тесты с использованием отдельных антигенов показали высокую специфичность: TmpA – 99,0%, Тр 47 – 96,7%, Тр 17 – 99,3%, 
Тр 15 – 98,2%.

    При исследовании в ИФА антительных спетров,соответствующих различным стадиям сифилитической инфекции, мы наблюдали иную картину. В таблице 2 приведены данные о чувствительности ИФА-тестов, основанные на отдельных рекомбинантных антигенах, при тестировании положительных образцов сывороток крови.

Таблица 2.

Чувствительность ИФА-тестов с использованием отдельных 

рекомбинантных антигенов T.pallidum
	Стадии

сифилиса
	Рекомбинантные антигены

	
	TmpA
	Тр47
	Тр17
	Тр15

	первичный,

 n = 84
	88,1%
	91,7%
	71,4%
	62,5%

	вторичный,

 n = 128
	99,2%
	99,2%
	100%
	99,2%

	латентный,

 n = 107
	96,3%
	94,4%
	99,1%
	97,8%

	после лечения 

n = 41
	48,8%
	56,1%
	100%
	86,2%


    При тестировании в ИФА образцов от больных первичной стадией заболевания максимальное количество антител определялось к белку Тр 47, меньшее к белку TmpA. Антителообразование к антигенам Тр17 и Тр15, детектируемое обоими методами, на ранних стадиях заболевания запаздывало. Среди образцов сывороток больных первичным сифилисом в трех сыворотках методом ИФА выявлены антитела только к Тр 47, и в одной - антитела только к TmpA. Это подтверждает необходимость присутствия Тр 47 и TmpA в антигенной смеси, используемой в ИФА диагностикумах. Для детекции антител в ИФА на всех стадиях заболевания, начиная со вторичной, необходим белок Тр 17, так как только он в этом случае обеспечивает максимальную чувствительность теста. Аналогично РПГА в иммуноферментных диагностикумах в образцах сывороток пациентов, получивших полноценное лечение, в основном определялись антитела к Тр17, минимальный процент положительных результатов получен с антигеном TmpA.

    Если расположить рекомбинантные антигены в порядке убывания процента определяемых к ним антител во всех положительных образцах от больных активным сифилисом, то для РПГА эта последовательность будет следующей: TmpA – 98%, Тр 47 и Тр 15 – 86,5%, Тр 17 – 81,9%; для ИФА: Тр 47 – 95,6%, TmpA – 95,3%, Тр 17 –92,2%, 
Тр 15 –89,3%.

    Возможной причиной разницы спектров антител к рекомбинантным антигенам, выявляемых ИФА и РПГА являются различия в классах иммуноглобулинов, детектируемых двумя методами. Если с помощью РПГА определяются все суммарные антитела в образцах сывороток, то использованный нами вариант ИФА выявляет только IgG и IgM. Второй вероятной причиной являются особенности сенсибилизации рекомбинантных белков на твердые носители в ИФА и РПГА. Если в ИФА белки адсорбируются на поверхности полистиролового планшета за счет ионных и гидрофобных взаимодействий, а также за счет образования водородных связей, то при сенсибилизации рекомбинантных антигенов на эритроциты основную роль играет ковалентное связывание. В зависимости от связи белка с носителем развиваются конформационные изменения, сопровождающиеся экранировкой имеющихся детерминант или, напротив, усилением их реакционной способности. Различия в ионной силе и рН реакционной смеси, в которой производится сенсибилизация антигенов, разница в температуре проводимого процесса также влияют на коформацию белков. Неизбежность сшивки молекул белка между собой, а не только с поверхностью эритроцита или иммунологического планшета, приводит к тому, что не все связанные молекулы белкового сенситина доступны для взаимодействия с соответствующими антителами [15,16]. Известно, что антитела, вырабатываемые организмом против антигенных детерминант, представляют неоднородную популяцию, один и тот же антиген  могут узнавать антитела, имеющие комплементарные ему структуры, но отличающиеся по составу аминокислотных остатков в антигенсвязывающем центре [15]. Отсюда ясно, что в зависимости от конформации белка с ним будут связываться разные антитела. Полученные нами данные о различиях спектров противотрепонемных антител к четырем рекомбинантным антигенам, выявляемых методами РПГА и ИФА, подтвердили эту теорию. 

    В то же время наши исследования подтвердили данные других авторов, что антитела к белку TmpA первыми исчезают после успешно проведенной терапии сифилиса [14]. При тестировании в РПГА и ИФА образцов сывороток пациентов, находящихся на сероконтроле, реже всего определялись антитела к белку TmpA (68,7% и 48,8% соответственно). Число сывороток, содержащих антитела к Тр 17, от  лиц, получивших полноценное лечение, было наоборот максимальным (88,4% и 100% соответственно). Это согласуется с данными, приведенными в работах [8,11].

    Анализ динамики образования антител при сифилисе позволил выявить диагностическую роль отдельных рекомбинантных аналогов трепонемных антигенов на разных стадиях заболевания. Преимуществом использования рекомбинантных протеинов в диагностике сифилиса является возможность их комбинирования в зависимости от свойств возбудителя, специфики антителообразования, формата и назначения теста. Оптимально подобранные комбинации рекомбинантных антигенов позволят создавать высокочувствительные тест-системы для всех стадий заболевания, максимально соответствующие предназначению диагностикума (отборочный, подтверждающий, для контроля излеченности и т.д.).

Выводы.
    1. В РПГА и ИФА оценена диагностическая эффективность четырех рекомбинантных белков – аналогов иммунодоминантных антигенов TmpA, 47, 17 и 15 кДa T. pallidum. Показана диагностическая значимость белка TmpA в серодиагностике сифилиса методом РПГА. При создании иммуноферментных тест-систем важны антигены TmpA, 47 и 

17 кДa.

    2. Сравнительный анализ выявил особенности детекции антительного спектра к четырем рекомбинантным белкам двумя методами – РПГА и ИФА при тестировании образцов сывороток больных сифилисом на разных стадиях. Установлено, что если для создания диагностикума на основе РПГА достаточно использования одного антигена TmpA, то ИФА тест-система должна быть основана на смеси минимум двух рекомбинантных антигенов.
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