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(57) Тест-система для виявлення антитіл класу М
проти Treponema pallidum, що має за основу вико-
ристання імуносорбенту з нанесеними моноклона-
льними анти-ІgМ-антитілами і рекомбінантними
поліпептидами-аналогами антигенів Treponema
pallidum, яка відрізняється тим, що використову-
ється суміш рекомбінантних поліпептидів р15, р17,
р41 та р47 в складі кон'югату.

Винахід належить до імунології, медицини та
може бути використаний для проведення імуноло-
гічних досліджень, діагностичних аналізів інфіко-
ваності окремих осіб на ранніх стадіях захворю-
вання та скринінгових досліджень немовлят від
хворих на сифіліс матерів.

Відома тест-система [1] для імуноферментно-
го виявлення антитіл (AT) проти Treponema
pallidum в сироватках та плазмі крові людини. В
основі тест-системи лежать рекомбінантні поліпе-
птиди-аналоги антигенів Т. pallidum з імунодоміна-
нтними епітопами, які реагують з антитілами проти
цього збудника. Як кон'югати використовуються
антивидові антитіла чи білок А золотистого стафі-
локока, що мічені ферментом та дають змогу ви-
являти імуноглобуліни класів G та М.

В основу винаходу поставлено завдання ство-
рити імуноферментну тест-систему на основі мо-
ноклональних антитіл проти IgM людини та реком-
бінантних поліпептидів-аналогів антигенів T.
pallidum, які використовуються в складі кон'югатів
та дають змогу виявляти імуноглобуліни класу М
проти T. pallidum на ранніх стадіях захворювання.

Поставлене завдання вирішують шляхом ви-
користання моноклональних анти-IgM-антитіл на
твердій фазі та рекомбінантних поліпептидів р15;
р17, р41, р47 у складі кон'югату, за рахунок чого
забезпечується виявлення IgM-антитіл проти Т.
pallidum, підвищується надійність та специфічність
системи.

Приклад 1. Визначення антитіл проти антиге-
нів Т. pallidum в сироватці хворого Р. 1985 року
народження.

Визначення проводиться за методикою так
званого IgM-захвату [3] твердофазного імунофер-
ментного аналізу (ТІФА). В заглиблення планшету
сорбують моноклональні анти-ІgМ-антитіла, інку-
бують 2 години при 37°С. Відмивають планшети та
вносять у заглиблення по 30 мкл сироватки крові
хворого в розчині кон'югату - суміші рекомбінант-
них поліпептидів р15, р17, р41 та р47, мічених фе-
рментом. Планшет інкубують протягом 60-90 хв. в
термостаті при температурі 37°С, відмивають 6
разів, вносять в усі заглиблення планшета по 100
мкл проявника; витримують в темряві 20-30 хв., а
потім зупиняють ферментативну реакцію кисло-
тою. Облік результатів проводять на спектрофо-
тометрі. Значення оптичної густини зразка прямо
пропорційне кількості антитіл у сироватці. Кількість
антитіл у сироватці хворого, визначену із застосу-
ванням нашої тест-системи, порівнювали з дани-
ми, отриманими при застосуванні відомих тест-
систем "Pathozyme syphilis M capture" виробництва
фірми Omega Diagnostics Limited (Великобританія)
та "Trepanostika TP" виробництва фірми Organon
Teknika (Нідерланди).

Досліджена сироватка ідентифікована як пози-
тивна на наявність антитіл класу М проти антиге-
нів Т. pallidum.

Приклад 2. Визначення чутливості та специфі-
чності пропонованої тест-системи.
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З використанням названих тест-систем дослі-
джували сироватки з Залізничного шкіро-венеро-
логічного диспансеру (м. Київ) (10 достеменно по-
зитивних та 12 достеменно негативних сироваток).
Усі сироватки досліджували у 4 повторностях кож-
ною тест-системою за описаною методикою. Усі 10
позитивних сироваток показали наявність антитіл
класу IgM проти Treponema pallidum, що становить
100% чутливості; 12 негативних зразків виявилися
справді негативними (100% специфічність) в про-
понованій та у порівнюваній тест-системах. Таким
чином, пропонована тест-система забезпечує ви-
явлення антитіл класу М проти антигенів Т.
pallidum, надійна, проста в роботі и проявляє висо-
ку специфічність та чутливість.
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