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Получены синтетические антигены путем конъюгирования с бычьим сывороточным альбумином
синтезированных ди- и гексасахаридных детерминант из сложных микобактериальных молекул ли-
поарабиноманнана и фенольного гликолипида. Полученные антигены, различающиеся по структуре
и количеству углеводных эпитопов, а также последовательности их конъюгирования, были исполь-
зованы для серодиагностики микобактериальных инфекций. Проанализированы диагностические
параметры чувствительности и специфичности иммунохимического взаимодействия с доступными
сыворотками больных лепрой и туберкулезом, а также здоровых доноров. Определены три перспектив-
ных синтетических антигена для серодиагностики микобактериозов, которые включали конъюгаты
БСА с дисахаридной детерминантой фенольного гликолипида (ФГЛ-1) (DMG–Rha-AEP)-[BSA], диса-
харидной детерминантой ФГЛ-1 и гексасахаридной детерминантой липоарабиноманнана (ЛАМ)
(DMG–Rha-AEP)-[BSA]–(Ara6-EG6) и диарабинофуранозной детерминантой ЛАМ (Ara2-AEP)–[BSA].
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Патогенные микобактерии, прежде всего воз-
будители туберкулеза (Mycobacterium tuberculosis)
и лепры (Mycobacterium leprae), вносят значитель-
ный вклад в инфекционную патологию человека.
Ежегодно возбудитель туберкулеза вызывает около
9 млн новых случаев заболевания и до 2 млн смер-
тей, а в эндемических очагах возбудитель лепры
поражает до 200 тыс. людей. Решающее значение
в борьбе с микобактериозами имеет ранняя досто-
верная диагностика заболевания, способствующая
успешному лечению и снижению риска передачи
инфекции восприимчивым лицам. В последние годы
возросший уровень миграции населения из энде-
мических по туберкулезу и лепре регионов делает
актуальной проблему скрининга микобактерио-
зов [http://www.who.int/news-room/factsheets/de-
tail/tuberculosis/]. Бактериоскопия мазков, посев
мокроты и рентгеноскопия остаются главными

методами для массовой диагностики активного
туберкулеза, а для выявления его латентной формы
уже более 100 лет используется низкоспецифич-
ная и трудно интерпретируемая туберкулиновая
проба (реакция Манту) [1]. Для замены или до-
полнения кожного теста разработан метод IGRA
(interferon-γ release assays), выявляющий in vitro по
высвобождению гамма-интерферона сенсибили-
зацию моноцитов крови к очищенным антигенам
M. tuberculosis. В случае латентного туберкулеза
IGRA обладает высокой диагностической специфич-
ностью и чувствительностью, ВОЗ рекомендованы
2 коммерческие тест-системы (QuantiFERON-TB© и
T-SPOT.TB©) на его основе [2]. Несмотря на по-
пытки расширить диагностические возможности
этого метода за счет добавления новых антигенов,
пока он может использоваться только для выяв-
ления латентного, но не активного туберкулеза.
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В тоже время использование IGRA-тестов затруд-
нено для скрининговых исследований, поскольку
они имеют высокую стоимость, требуют специ-
ального оборудования и подготовленного персо-
нала. В последние годы были предложены более
простые в применении иммунохроматографи-
ческие тесты, определяющие в крови индуци-
рованные антигенами хемокины (CCL4 и IP10),
которые могут служить маркерами, дифференциру-
ющими латентную и активную формы туберкулеза.
К классическим лабораторным методам диагно-
стики лепры относятся бактериоскопическое ис-
следование скарификатов кожи (которое является
основным для дифференциации на МВ (Multibac-
illary) и РВ (Paucibacillary) формы заболевания),
функциональные пробы в очагах кожных пора-
жений, определяющие нарушение иннервации
кожи и/или мышц, и лепроминовая проба (проба
Митсуды), выявляющая, подобно туберкулино-
вой, гиперчувствительность замедленного типа.
Так же, как и при диагностике туберкулеза, пред-
принимаются попытки по созданию in vitro те-
стов, определяющих индуцируемые лепрозными
антигенами хемокины и цитокины (CCL4, IP10 и
IL10) [3]. Для диагностики микобактериозов все
шире применяют методы амплификации ДНК,
включая высокочувствительную и специфичную
ПЦР. Однако отсутствие коммерческих тест-си-
стем и необходимость использования дорогостоя-
щих оборудования и материалов, а также высоко-
квалифицированного персонала и специальных
помещений, затрудняет их применение при мас-
совых обследованиях [4, 5].

В последнее десятилетие в развивающихся
странах широко применяется серодиагностика.
Так, только в Индии методами ИФА и иммуно-
хроматографии проводится за год около 1.5 млн
анализов для обнаружения специфических ан-
тител к микобактериям туберкулеза [6]. К основ-
ным преимуществам серодиагностики относят
возможность выявления активного заболевания
вне зависимости от локализации инфекции, а
также доступность его лечения для населения
стран с низким уровнем медицины и контроля
эффективности этого лечения [7]. История серо-
диагностики туберкулеза берет начало с 1898 го-
да, когда был применен метод гемагглютинации,
сопровождавшийся множеством неспецифиче-
ских реакций из-за сложного состава антигена.
Первыми для серологии туберкулеза в качестве
очищенных антигенов были использованы белки,
преобладающие в антигенном спектре туберку-
лина (Ag85B, 38 кДа, 19 кДа, 14 кДа), а также гли-
колипид, липоарабиноманнан (ЛАМ). Из этих
белков-антигенов патогенных микобактерий
наиболее изучен комплекс Ag85, состоящий из
белков Ag85A, Ag85B, Ag85C и Ag85D с молекуляр-
ными массами от 30 до 32 кДа из M. tuberculosis и до
35 кДа из M. leprae. Они составляют до 30% всех

секретируемых ими белков и обладают миколил-
трансферазной активностью, необходимой для
биогенеза димиколат трегалозы (корд-фактора), яв-
ляющейся доминантной структурой, ответствен-
ной за поддержание целостности клеточной стен-
ки микобактерий и выживаемости патогена [8].
Антигены Ag85A, Ag85B и Ag85C обладали недо-
статочной серодиагностической эффективно-
стью [9], однако тест на туберкулез с использовани-
ем иммунодоминантного пептида A25, присутству-
ющего вз Ag85B, позволил достичь 97%
специфичности [10]. Помимо Ag85 перспективны-
ми серодиагностическими антигенами считаются
белки 38 (Rv0934) [11, 12] и 16 кДа (Rv2031с), а так-
же МТВ48 (Rv3881c) из M. tuberculosis [13–21].

В начале 80-х годов прошлого века серодиа-
гностика лепры впервые была применена в скри-
нинговых исследованиях для выявления доклини-
ческих ее форм среди контактных лиц и жителей
эндемичных по лепре регионов. Был использован
фенольный гликолипид 1 (ФГЛ-1), который до на-
стоящего времени является основным диагности-
ческим видоспецифичным антигеном возбудителя.
Помимо ФГЛ для выявления специфических анти-
лепрозных иммуноглобулинов можно использовать
белковые антигены возбудителя. Иммунопротеом-
ный анализ с помощью двумерного электрофореза,
иммуноблотинга и масс-спектрометрии 39 цито-
зольных и мембранных белков позволил заклю-
чить, что ММР-1 является оптимальной белковой
мишенью при LL и РB формах лепры [22, 23].

В конце прошлого века серодиагностика лепры
и туберкулеза получила новый импульс благодаря
достижениям молекулярной биологии. Исследо-
вания на основе секвенирования геномов и при-
менение протеомного анализа позволили иденти-
фицировать и получить микобактериальные белки
и пептиды, обладающие диагностическим и вак-
цинным потенциалом. Изучено значительное ко-
личество рекомбинантных белковых антигенов
M. tuberculosis и M. leprae [16, 19–25]. Особенно-
стью гуморального ответа на белковые антигены
при туберкулезе и лепре является его относительно
невысокий уровень и направленность против
многих антигенов [26, 27], а также выраженные ин-
дивидуальная и географическая вариабельность.
Был сделан вывод, что в случае диагностики тубер-
кулеза серодиагностический тест, основанный на
одном антигене, не может быть одинаково чув-
ствительным для всех регионов, эндемичных по
туберкулезу [28, 29]. Подобная ситуация наблю-
дается и в случае лепры, поскольку было показано,
что эпитопы, наиболее часто распознаваемые Т-клет-
ками или иммуноглобулинами больных лепроматоз-
ной формой лепры, локализованы на нескольких ре-
комбинантных белках M. leprae [30–32]. В связи с
этим были предприняты попытки по созданию
мультиантигенных/мультиэпитопных тестов, как
в случае лепры, так и туберкулеза, путем смешивания
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антигенов или объединения эпитопов различных
антигенов генетическими (слияние) или химиче-
скими (сшивание) методами.

Наиболее высокую чувствительность среди многих
испытанных мультиантигенных/мультиэпитопных
систем для туберкулеза показали тесты с антигенными
композициями, включающими МТВ12, PPE57,
белки 16 и 38 кДа и ЛАМ [16, 33–36]. Объединение
эпитопов в таких генетически слитых полипротеинах-
полиантигенах, как 38 кДа/ESAT-6, Ag85B/HBHA,
ESAT-6/МРТ70/МРТ83, “TbF6” (МТВ8/38 кДа/CFP-
10/МТВ48 + МРТ32), (38 кДа-ESAT6-CFP10) и
(Mtb8.4-MPT64-TB16.3-Mtb8), оказалось достаточ-
но эффективным при серодиагностике туберку-
леза (так, в ИФА была достигнута чувствительность
75–85% и специфичность около 90%) [37–39].

Для серодиагностики лепры также были со-
зданы рекомбинантные антигены-полипротеины,
в частности, так называемый ''LID-1 fusion protein'',
состоящий из ML2331 и ML0405 лепрозных ан-
тигенов [40].

Однако, несмотря на то, что в экспериментах
были получены эффективные комбинации реком-
бинантных антигенов и мультиэпитопные антигены,
внедрение их в практику не было успешным. Так,
ни один из более 70 тестов, представленных на ры-
нок для серодиагностики туберкулеза, не был при-
знан экспертами ВОЗ приемлемым для замены или
дополнения микроскопических и культуральных
методов диагностики. Разработанные в настоящее
время тесты для серодиагностики лепры также не
соответствовали требованиям ВОЗ (из-за низкой
чувствительности в случае латентной и PB форм
они были пригодны лишь для диагностики муль-
тибациллярной формы заболевания) и не были
рекомендованы даже для дополнения текущих
методов диагностики [http://www.who.int/neglect-
ed_diseases/news/WHO-to-publish-first-guidelines-
on-leprosy-diagnosis/en/]. При использовании для
серотестов белков-антигенов оказалось, что в
случае туберкулеза существенная часть ответа ан-
тител была направлена против высоко иммуноген-
ных углеводных и липидных эпитопов. В связи с
этим их различные комбинации, даже компенсируя
гетерогенность ответа, не могут обеспечить при-
емлемую серодиагностическую чувствительность
[41]. Установлено также, что титры антител к уг-
леводным эпитопам ЛАМ и ФГЛ-1 снижаются
при лечении намного медленнее, нежели титры
антител к белкам-антигенам. В связи с этим развитие
получил подход, основанный на использовании
комплексов белковых и углеводных (из ЛАМ и
ФГЛ-1) эпитопов. В ряде работ действительно бы-
ла продемонстрирована эффективность сочетания
ЛАМ и белков-антигенов, как путем смешивания,
так и введения углеводных эпитопов в белки путем
ковалентного связывания. Так, мультиплексный
ИФА серодиагностикум на основе конъюгата

Araf6-БСА продемонстрировал чувствительность
75% и специфичность 89% [42]. Также было показано,
что гликозилирование рекомбинантных белков-
антигенов М. tuberculosis путем введения в них
арабинанового домена ЛАМ (31-членный D-ара-
бинофуранозный олигосахарид) позволяло по-
высить чувствительность выявления сывороток
от туберкулезных больных на 5–15% [43].

Из лепрозного ФГЛ-1 были выделены природ-
ные дисахаридные (“ND natural disaccharide”) и
синтезированы моно-, ди- и трисахаридные де-
терминанты [16–18], которые использовали в ка-
честве серодиагностических антигенов после свя-
зывания с бычьим или человеческим альбумином
или рекомбинантными белками M. leprae [19–21].
Конъюгирование слитного белкового лепрозного
антигена “LID-1” (ML2331и ML0405) с дисахарид-
ной детерминантой из ФГЛ-1 позволило повысить
чувствительность обнаружения при выявлении ла-
тентной формы заболевания [44–46]. Результаты, по-
лученные при использовании основных антигенов
для серодиагностики лепры в формате ИФА, пред-
ставлены в табл. 1 [18].

Цель работы – создание новых синтетических
антигенов, которые смогут повысить эффектив-
ность диагностики туберкулеза и лепры при ис-
пользовании серотестов, выявляющих родо- и
видоспецифические антитела к углеводным эпи-
топам возбудителей.

МЕТОДИКА
Синтез конъюгатов. В работе был синтезирован

ряд антигенов микобактерий на основе конъюгатов
синтетических углеводных эпитопов ФГЛ-1 и
ЛАМ с БСА. Конъюгацию олигосахаридов с бел-
ком проводили в две стадии скваратным методом
при помощи диэфира квадратной кислоты по
стандартной методике. На первой стадии получа-
ли моноскварат дисахарида, а на второй – проводи-
ли конъюгацию с БСА. Конъюгаты очищали хрома-
тографией на колонке ToyoPearl TSК HW-40S
(“TOSOH”, Япония). Для определения степени
пришивки гаптенов использовали метод масс-
спектрометрии. Масс-спектры MALDI TOF ре-
гистрировали на масс-спектрометре “Bruker
micrOTOF II” (“Bruker”, Германия). В получен-
ном спектре идентифицировали необходимый мо-
лекулярный пик и рассчитывали количество гапте-
на, приходящегося на одну молекулу белка [47–51].

Формирование панели тестируемых проб. В дан-
ной работе были использованы 15 сывороток крови
больных лепрой (НИИЛ, Астрахань), 25 сывороток
больных туберкулезом и 30 сывороток здоровых
доноров, вакцинированных БЦЖ.

Иммуноферментный анализ. Для сравнительного
анализа серологической активности антигенов по
выявлению специфических антимикобактери-
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альных антител использовали непрямой иммуно-
ферментный анализ [52].

Планшеты для проведения анализа (''Nunc,
MaxiSorp'', Дания) сенсибилизировали в течение
ночи при 4°С раствором каждого из антигенов,
содержавшем 1.0, 2.5 или 5.0 мкг/мл БСА в 0.01 М
карбонат-бикарбонатном буфере, рН 9.6, или в
0.01 М фосфатно-солевом буфере, рН 7.4. Планшет
промывали фосфатно-солевым буфером, содер-
жавшем твин (ФСБ-Т), затем добавляли раствор
инертного белка (5%-ное обезжиренное молоко в
ФСБ) и инкубировали в течение 1 ч при 37°С. По-
сле промывки вносили разведенные (1 : 200) сы-
воротки крови в объеме 0.1 мл/лунка и планшет
инкубировали в течение 1 ч при 37°С, после чего
проводили его промывку. В отмытый планшет
вносили рабочий раствор с различными разведе-
ниями антител к иммуноглобулинам человека
(“Sigma”, А8794, США), конъюгированным с пе-
роксидазой хрена (0.1 мл/лунка), и инкубировали
в течение 1 ч при 37°С. После отмывки в лунки
планшета добавляли 0.1 мл свежеприготовленной
смеси буфера и субстрата, тетраметилбензидина,
(в соотношении 1 : 1). Ферментативную реакцию
останавливали после развития окраски (5 мин) до-
бавлением в лунки планшета 0.05 мл 1 М серной
кислоты и регистрировали оптическую плотность
раствора при 450 нм на планшетном фотометре
Униплан (“ЗАО Пикон”, Россия). Для оптимизации
условий анализа для каждого антигена варьиро-
вали рН буфера (9.6 и 7.4) и концентрацию анти-
гена (1.0, 2.5 и 5.0 мкг/мл). Анализ проводили с
помощью “шахматного титрования” в серии по-
второв для каждой сыворотки.

Обработка и интерпретация полученных данных.
Для обработки и анализа полученных оптических
плотностей использовали программу Statistica 10
при Р = 0.95. Статистически достоверные значе-
ния ОП использовали для расчета коэффициента
позитивности (КС), на основании которого рас-

считывали показатели диагностической чувстви-
тельности и специфичности.

Результаты ИФА оценивались по коэффици-
енту КС, рассчитываемому по формуле: КС = ОП
образца/ОП критическое, где ОП критическое = ОП
К среднее “–” + 0.2. Оценку результатов осу-
ществляли согласно следующим показателям: в
случае КС < 0.8 результат считали отрицательным
(он указывал на то, что тестируемый образец не со-
держал антител к возбудителю микобактериозов), а
в случае 0.8 < КС < 1.0 – сомнительным результатом,
указывающим на то, что следовало повторить
анализ. При повторном получении промежуточ-
ного значения необходимо было отобрать новый
образец сыворотки крови через 2–4 нед. и повто-
рить анализ. При этом, если оказывалось КС > 1.0,
то результат считался положительным. В качестве
отрицательного контроля (К“–”) использовали сы-
воротку здорового донора, не вакцинированного
БЦЖ, (получена из противотуберкулезного дис-
пансера г. Серпухов, Московская область). Диа-
гностическую чувствительность рассчитывали,
как отношение числа истинно положительных
результатов, деленных на сумму истинно поло-
жительных и ложно отрицательных результатов,
и выражали в процентах. Диагностическую спе-
цифичность рассчитывали, как отношение числа
истинно отрицательных результатов, деленных
на сумму истинно отрицательных и ложно поло-
жительных результатов, и выражали в процентах.
Ошибку выборочной доли диагностической чув-
ствительности и специфичности рассчитывали с
вероятностью Р = 0.95 и критерием достоверно-
сти t ≥ tst.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе поставили задачу получить следующие
антигены в виде конъюгатов БСА:

Таблица 1. Основные антигены, использованные для серодиагностики лепры в формате ELISA

№ Антиген/форма лепры Чувствительность
Доверительный

интервал,
Р = 0.95

Специфичность
Доверительный 

интервал,
Р = 0.95

1 ФГЛ-1 (PGL-1) (phenolic glycolipid I)

Мультибациллярная (MB) 78% 60–90% 99% 91–99%
Пауцибациллярная (PB) 34% 11–67% 97% 89–99%

2 НД-О-БСА (ND-O-BSA) (natural disaccharide octa bovine serum albumin)

Мультибациллярная (MB) 94% 78–98% 99% 97–99%
Пауцибациллярная (PB) 56% 27–81% 99% 98–99%

3 ЛИД-1 (LID-1) (lipid droplet protein- 1)

Мультибациллярная (MB) 79% 66–88% 97 91–99%
Пауцибациллярная (PB) 20% 7–46% 97 92–99%
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– с дисахаридной детерминантой ФГЛ-1 –
(DMG–Rha-AEP)–[BSA];

– с дисахаридной детерминантой ФГЛ-1 и гек-
сасахаридной детерминантой ЛАМ – (DMG–Rha-
AEP)-[BSA]–(Ara6-EG6);

– с диарабинофуранозной детерминантой
ЛАМ – (Ara2-AEP)–[BSA].

Химическим синтезом были получены антигены
на основе синтетических углеводных эпитопов

микобактерий, ФГЛ-1 и ЛАМ, конъюгированных
с БСА. Эти конъюгаты различались структурой
углеводных остатков, степенью пришивки к мо-
лекуле белка, а также последовательностью их
конъюгирования с БСА (рис. 1). В работе исполь-
зовали следующие синтезированные конъюгаты:

1-3. № 1712131, № 1712132 и № 1712133, полу-
ченные на основе дисахаридного производного
ФГЛ-1 (DMG–Rha-AEP)-[BSA]), содержащего

Рис. 1. Структура конъюгатов № 1712131, № 1712132 и № 1712133 (а), № 1712134 (б), № KF03043 (в), № KF03057 (г) и
№ PN04012А (д).
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различное число (от 19 до 33) дисахаридных
остатков на одну молекулу белка (рис. 1);

4. № 1712134, полученного на основе дисахарид-
ного производного ФГЛ-1 и разветвленного гекса-
сахаридного фрагмента ЛАМ (DMG–Rha-AEP)-
[BSA]–(Ara6-EG6), содержавшего на одну молекулу
белка 19 остатков дисахаридного фрагмента ФГЛ-1
(как в № 1712132) и один остаток разветвленного
гексасахаридного фрагмента ЛАМ (рис. 1);

5. № KF03043 – на основе конъюгированного
с БСА диарабинофуранозного фрагмента ЛАМ
(Ara2-AEP)–[BSA]), содержавшего 28 остатков
дисахаридного фрагмента ЛАМ на молекулу белка
(рис. 1);

6. № KF03057 – на основе конъюгированного
с БСА разветвленного пентаарабинофуранозного
фрагмента ЛАМ (Ara5-С-2)–[BSA]), содержавшего
один остаток разветвленного пентасахаридного
фрагмента ЛАМ на одну молекулу белка (рис. 1);

7. № PN04012A, полученного на основе конъ-
югированного с БСА линейного олигосахаридного
фрагмента ЛАМ (Ara19-AEP)–[BSA] со средней
степенью полимеризации DPn ~ 19), содержавшего
три фрагмента на молекулу белка (рис. 1) [47–51].
Следующей задачей была оценка потенциала дан-
ных антигенов для родо- и видоспецифической се-
родиагностики микобактериозов.

Оценку диагностической ценности конъюга-
тов осуществляли методом иммуноферментного
анализа сывороток крови больных лепрой и ту-
беркулезом и здоровых доноров. При сенсибили-
зации планшета для проведения ИФА, оптималь-
ным значением концентрации антигена по белку
в 0.05 М карбонат-бикарбонатном буфере, pH 9.6,
оказалось 0.5 мкг/мл.

При анализе серологической активности
конъюгатов на основе ФГЛ-1 и ЛАМ были опре-
делены показатели их чувствительности и специ-
фичности (табл. 2).

Неспецифического взаимодействия сывороток
крови пациентов всех групп только с белковой ча-
стью (БСА) всех конъюгатов отмечено не было.

Было установлено, что диагностическая чув-
ствительность реакции в ИФА с использованием
синтезированных антигенов зависела от природы
синтетических углеводных эпитопов, структуры
остатков сахаров и степени их пришивки на моле-
кулу белка, а также последовательности их конъ-
югирования с БСА.

Как видно из табл. 2, при использовании в каче-
стве антигенной подложки конъюгата № 1712132, в
составе которого присутствовало 19 остатков ди-
сахаридного фрагмента ФГЛ-1 на одну молекулу
белка, в ИФА конъюгатов на основе синтетиче-
ских углеводных эпитопов ФГЛ-1 и БСА чувстви-
тельность метода по отношению к сывороткам
больных лепрой составляла 66.6%, а специфич-
ность – 73.3%.

В то же время, при использовании в качестве
антигенной подложки конъюгатов № 1712131 и
№ 1712133, имевших в составе углеводной детерми-
нанты ФГЛ-1 большее число (33 и 24 соответствен-
но) дисахаридных остатков на одну молекулу бел-
ка, обладали наименьшей чувствительностью и
специфичностью по отношению к сывороткам
больных лепрой. В случае конъюгата № 1712134,
содержавшего дисахаридную детерминанту ФГЛ-1
(19 остатков) и гексасахаридную детерминанту
ЛАМ (1 остаток сахара), чувствительность соста-
вила 75.0% по отношению к сывороткам крови
больных лепрой и специфичностью 75.0% к сыво-
роткам крови здоровых доноров. Чувствитель-
ность по отношению к сывороткам крови больных
туберкулезом составила 20.0%.

При использовании конъюгатов БСА с синте-
тической углеводной детерминантой ЛАМ было
установлено, что для конъюгата № KF03043, со-
державшего 28 дисахаридных фрагментов ЛАМ на
1 молекулу белка, чувствительность анализа для

Таблица 2. Чувствительность и специфичность ИФА с конъюгатами синтетических углеводных эпитопов мико-
бактерий и БСА

* Доверительные границы доли не приведены, так как t < tst.

Сыворотки крови

№/шифр конъюгата и его углеводный эпитоп

1712131
ФГЛ-1

1712132
ФГЛ -1

1712133
ФГЛ -1

1712134
ФГЛ -1 +

+ ЛАМ

KF03057
ЛАМ

PN04012A
ЛАМ

KF03043
ЛАМ

Здоровые доноры,
(специфичность)
n = 30

33.3%
(14.4%–52.2%)

73.3%
(56.5%–90.1%)

23.8%
(7.0%–40.6%)

75.0%
(58.2%–91.85%)

6.3%
(–)*

31.3%
(14.5%–48.1%)

83.3%
(68.6%–98.0%)

Больные лепрой
(чувствительность)
n = 15

42.8%
(38.6%–47.0%)

66.6%
(41.4%–91.8%)

26.6%
(3.5%–49.7%)

75.0%
(51.9%–98.1%)

73.0%
(49.9%–96.1%)

67.0%
(41.8%–92.2%)

73.3%
(50.2%–96.4%)

Больные туберкулезом,
(чувствительность)
n = 25

64.0%
(43.0%–85.0%)

24.0%
(5.1%–42.9%)

76.0%
(57.1%–94.9%)

20.0%
(17.5%–22.5%)

92.6%
(82.1%–100.0%)

74.0%
(55.1%–92.9%)

88.5%
(75.9%–100.0%)
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сывороток от больных туберкулезом составила
88.5%, а специфичность – 83.3%. При этом чув-
ствительность по отношению к сывороткам крови
больных лепрой составила 73.3%.

Конъюгаты на основе ЛАМ (№ KF03057 и
04012А, имеющие низкое содержание углеводных
остатков на молекулу белка, не обладали достаточ-

ной степенью специфичности с сыворотками
здоровых доноров.

Следует отметить, что проведение отбора канди-
датных антигенов с использованием ограниченного
количества сывороток и групп пациентов, не поз-
воляло провести тестирование, которое в полной
мере будет учитывать существующие индивиду-
альные и географические гетерогенности анти-
тельного ответа при туберкулезе и лепре [53–55].
В связи с этим полученные результаты следует
рассматривать как ориентировочные и требую-
щие дополнительной проверки.

Таким образом, установлено, что конъюгаты
синтетических и природных сахаридов с БСА
обеспечивали лучшие показатели серодиагностики
у лепрозных больных по сравнению со слитным
белковым антигеном (LID-1) или очищенным
ФГЛ-1. Несмотря на то, что дисахаридный конъ-
югат с БСА известен давно [56–59], имелись все
основания для улучшения свойств этих антигенов
путем оптимизации способа пришивки дисаха-
ридной детерминанты, длины спейсера и степени
насыщения ею белка. В случае скрининга на наличие
какой-либо микобактериальной инфекции (тубер-
кулез и лепра) оказалось, что для повышения чув-
ствительности серотестов, помимо детерминанты
из ФГЛ-1, перспективно использование детерми-
нант из ЛАМ.

В результате работы было проведено сравнение
иммунохимической активности семи вариантов
синтетических антигенов микобактерий, получен-
ных путем конъюгации с БСА синтетических угле-
водных эпитопов ФГЛ-1 и ЛАМ. Синтетические
антигены-конъюгаты различались структурой уг-
леводных остатков, их количеством на молекулу
белка, последовательностью конъюгирования с
БСА и взаимодействием с сыворотками крови боль-
ных лепрой и туберкулезом, а также здоровых доно-
ров. Сравнительный анализ позволил отобрать три
антигена, которые оказались перспективными для
дальнейшей разработки средств серодиагностики
микобактериозов:

– конъюгат № 1712132 (рис. 2) на основе
дисахаридной детерминанты ФГЛ-1 (DMG–Rha-
AEP)-[BSA] (дифференциальная серодиагности-
ка лепры);

– конъюгат № 1712134 (рис. 2) на основе диса-
харидной детерминанты ФГЛ-1 и гексасахарид-
ной детерминанты ЛАМ (DMG–Rha-AEP)-
[BSA]–(Ara6-EG6);

– конъюгат № KF03043 (рис. 2) на основе диара-
бинофуранозной детерминанты ЛАМ (Ara2-AEP)–
[BSA] (серодиагностика микобактериозов – лепра
и/или туберкулез).

Для достоверной оценки эффективности раз-
личных антигенов в серодиагностике чрезвычай-
но важным является использование адекватного
набора сывороток. Так, при оценке в лаборатор-

Рис. 2. Распределение оптических плотностей в
ИФА при взаимодействии с различными конъюгата-
ми (ось абсцисс, конъюгаты 1–7 по тексту выше) сы-
вороток больных лепрой (а, 1 левые столбцы),  сыво-
роток больных туберкулезом (б, 1 левые столбцы) и
доноров (а и б, 2 правые столбцы).
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ных испытаниях ряда коммерческих серотестов на
основе очищенных белковых антигенов использова-
ние сывороток из банка ВОЗ (WHO/TDR TB Bank)
установлено, что показатели чувствительности (1–
60%) и специфичности (53–99%) оказались суще-
ственно ниже, чем указано в инструкциях (80–
100%). Такие различия эксперты связывают с не-
достаточным количеством референс-сывороток ис-
пользованных производителями для контроля тестов
и отсутствием независимой валидации [60, 61].

В связи с этим для продолжения работы по
конструированию серотестов будет необходимо
максимально расширить набор используемых сы-
вороток.
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Seven of artificial mycobacterial antigens by conjugation of synthetic carbohydrate epitopes of M. leprae phe-
nolic glycolipid (PGL-1) and M.tuberculosis lipoarabinomannan (LAM) with bovine serum albumin (BSA)
were synthesized. Each of antigens has different number of carbohydrate epitopes with different structure and
sugar residues input sequence. According of serum reactivity only three synthesized antigens can be useful for
serodiagnosis of mycobacteriosis: 1. Based on disaccharide derivative PGL-1: (DMG–Rha-AEP)-[BSA];
2. Based on disaccharide fragment of PGL-1 and hexasaccharide fragment of LAM: (DMG–Rha-AEP)-
[BSA]–(Ara6-EG6); 3. Based on the LAM diarabinofuranose fragment: (Ara2-AEP) – [BSA].

Keywords: leprosy, tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, synthetic mycobacterial
antigens, phenolic glycolipid, lipoarabinomannan, ELISA
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