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(57) Тест-система імуноферментна для визначен-
ня антитіл проти грам-негативних бактерій на ос-
нові комплексів поверхневих антигенів грам-
негативних бактерій та моноклональних мишачих 
антитіл проти імуноглобулінів людини, кон'югова-
них з пероксидазою, яка відрізняється тим, що 
містить адсорбовані мукополісахариди поверхне-
вих антигенів бактерій в лунках планшета для іму-
ноферментного аналізу в кількості 0,25-0,5 мкг. 

 
 

 
 

Корисна модель відноситься до області меди-
цини і імунології і може використовуватись для 
диагностики, визначення рівня імунологічного за-
хисту, відбору донорів для одержання імунної пла-
зми. 

Відомий спосіб визначення антитіл (1) за до-
помогою еритроцитарного діагностикуму - носія 
загального синегнійного антигену. Спосіб дозволяє 
визначити антитіла тільки проти загальних антиге-
нів псевдомонад, тобто бактерій лише одного ро-
ду. Але ці антитіла не визначають рівня імунологі-
чного захисту організму в зв'язку зі своєю дією 
проти внутрішніх антигенів і не є ефективними 
проти живих бактерій, особливо при тяжких інфек-
ціях та сепсисі. 

В основу корисної моделі поставлене завдан-
ня створити тест-систему імуноферментну для 
виявлення антитіл проти широкого спектру грам-
негативних бактерій - збудників сепсису і на основі 
цього підвищити точність етіологічної діагностики 
інфекційного процесу і отримати можливість від-
бору продуцентів для одержання специфічної ви-
сокотитражної імунної плазми для подальшого 
виготовлення лікувального препарату. 

Поставлене завдання вирішують застосуван-
ням комплексів поверхневих антигенів грам-
негативних бактерій, контрольних антигенів, сор-
бованих у лунках планшетімуноферментного ана-
лізу для ІФА, моноклональних мишачих антитіл 

проти імуноглобулінів людини, які кон'юговані з 
пероксидазою хрону, та реактивів для виявлення 
активності пероксидази. 

Приклад 1. Визначення антитіл проти грам-
негативних бактерій. 

Для виготовлення тест-системи спочатку оде-
ржують препарати мукополісахарідів К-антигенів із 
бактерій E.coli, Proteus, та М і Vi антигенів із бак-
терій роду Salmonella із суспензій тридобової ага-
рової культури бактерій у 0,15М розчині NaCl з 2% 
фенолом (2,3) Після відокремлення поверхневих 
антигенів від бактеріальної клітини суспензію 
центрифугують, бактеріальну масу осаду зважу-
ють, а із супернатанта виділяють мукополісахарид 
за допомогою 6% цетилтриметиламонію бромиду 
у 0,12М розчині хлориду натрію. Препарати муко-
полісахарідів слизу Pseudomonas одержують з 
бульйонної культури P. aeruginosa, яку вирощують 
на Trypton bacto (Ferak, Berlin) з 4% глюкозою. 
Слиз відокремлюють від бактеріальних клітин за 
допомогою 10% етиленгліколю та центрифугують. 
Отримані первинні препарати звільняють від нук-
леїнових кислот та очищають тричі переосаджен-
ням за допомогою етилового спирту. Препарат 
діалізують і висушують. 

Для приготування комплексу антигенів беруть 
навески із бактерій кожного роду в рівних пропор-
ціях і розчиняють у суміші 0,15М хлориду натрію та 
фосфатного буферу рН 7,2. Розчини доводять до 
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вмісту антигену 0,25-0,5мкг в 100мкл. По 100мкл 
вносять в кожну лунку планшети, окрім контролю 
№2, та залишають на ніч у холодильнику для ад-
сорбції. 

Тест-систему розробляють у двох варіантах. У 
першому варіанті планшетку розраховують на до-
слідження одночасно 8 сироваток в двох чи трьох 
розведеннях з 4 комплексними антигенами при 

контролях: К1 включає антигени-
+імуноглобулін+моноклональні антитіла та К2 
включає комплексні антигени бактерій досліджу-
ваних родів (табл. 1). У другому варіанті отриму-
ють дані при дослідженні одночасно 46 сироваток 
на 1 планшетці в одному розведенні із комплекс-
ними антигенами Escherichia або Pseudomonas та 
при двох контролях. 

 
Таблиця 1

 
1-й варіант ІФА тест-системи 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Е Е Е Р Р Р В в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р В в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р В в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р в в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р в в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р в в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р в в S S К-1 К-2 
Е Е Е Р Р Р в в S S К-1 К-2 
 
Літерами позначені комплексні антигени, вне-

сені в лунки планшетки: Е - комплексний антиген 
бактерій Escherichia, 

Р - комплексний антиген бактерій 
Pseudomonas 

В - комплексний антиген бактерій Proteus 
S - комплексний антиген бактерій Salmonella 
Потім планшетку відмивають і вносять в лунки 

1-10 по 100мкл сироватки в розведеннях 1:240-
1:960 або 1:240-1:480, в 11 - розчин специфічного 
імуноглобуліну. Інкубують в термостаті при 37°С 2 
часа. Потім планшетку відмивають і вносять по 
100мкл розчину моноклональних антитіл в лунки 
1-11. Внаслідок додавання моноклональних анти-
тіл утворюється комплекс антиген-антитіло. Після 
відмивання планшету в лунки вносять розчин про-
явителю, який містить субстрат пероксидази пере-

кис водню та хромоген тетраметилбензидин. Пе-
роксидазну реакцію зупиняють за допомогою стоп-
реагенту. При позитивної реакції в лунках з дослі-
джуваним препаратом колір стає жовтим. Негайно 
вимірюють оптичну густину суміші в лунках при 
492нм. Якісно позитивну реакцію обліковують 
шляхом порівняння кольору в лунках із досліджу-
ваними препаратами та контрольною позитивною 
сироваткою. 

Приклад 2. Визначення чутливості тест-
системи. 

Для визначення чутливості тест-системи за-
стосують специфічний імуноглобулін, отриманий 
за Коном. Проведено 8 досліджень при 3-х повто-
реннях зі застосуванням різних антигенів. Резуль-
тати досліджень наведені у табл. 2. 

 
Таблиця 2

 
Чутливість тест-системи 

 
Розведення специфічного імуноглобуліну Антигени 1:20 1:60 1:120 1:240 1:480 1:960 1:1920 

Escherichia + + + + + + + 
Pseudomonas 4- + + + + + + 
Proteus + + + + + + - 
Salmonella + + + + + + - 
суміш + + + + + + + 
E. coli-ЛПС + - - - - - - 
Re-гліколіпід - - - - - - - 
О-антиген 
(ТХУ)Е. coli + - - - - - - 

 
З таблиці видно, що в специфічному імуногло-

буліні тест-системою антитіла проти комплексних 
поверхневих антигенів грам-негативних бактерій 
Escherichia, Pseudomonas, Proteus, Salmonella ви-
являються у високих титрах, в той час як з іншими 
антигенами (Е.соlі-ЛПС, Re-гліколіпід, О-антиген 

(ТХУ) Е.соlі) реакції або немає, або виявляються 
дуже низькі титри. 

Чутливість отриманих тест-систем приблизно 
відповідає титрам антитіл специфічного імуногло-
буліну в РПГА з еритроцитарними діагностикума-
ми, щодо необхідної кількості антигенів в одній 
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лунці планшету, то відмінність була у 1,5-3 рази, 
тобто 0,25-0,5мкг. 

Приклад 3. Специфічність розробленої тест-
системи. 

Для виявлення специфічності тест-системи 
(табл. 3) досліджують донорські специфічні сиро-
ватки, які вміщують в великих титрах антитіла про-

ти окремих родів грам-негативних бактерій-
збудників сепсису. В якості контролю специфічнос-
ті тест-системи застосовують: антистафілококовий 
імуноглобулін, сироватки крові людини, які не вмі-
щують антитіла проти поверхневих антигенів грам-
негативних бактерій, та сироватку крові людини 
після одужання від стрептококової інфекції. 

 
Таблиця 3

 
Специфічність розробленої тест-системи 

 
Розведення сироваток Назва сироваток 1:10 1:30 1:120 1:240 1:480 1:960 1:1920 

Анти-Escherichia + + + + + + + 
Анти-Pseudomonas + + + + + + + 
Анти-Proteus + + + + + + - 
Анти-Staphylococcus + + - - - - - 
Анти-Streptococcus + + - - - - - 
Без вмісту анти-тіл проти грам-
бактерій + - - - - - - 

 
Проведено визначення специфічності запро-

понованої тест-системи в дослідженні 6 сироваток 
при 4-х повтореннях. Результаті дослідження на-
ведені у табл. 3. Із таблиці видно, що специфічні 
сироватки (Анти-Escherichia, -Pseudomonas, -
Proteus,) дають позитивні реакції в тест-системі у 
великих розведеннях, в той час як неспецифічні 
(анти-Staphylococcus, анти-Streptococcus, без вмі-
сту антитіл проти грам-негативних бактерій) - у 
низьких. Специфічність розробленої тест-системи 
для скринінгу донорської крові, плазму якої відби-
рають для заготівлі здебільшого при позитивному 
результаті дослідження сироватки з вмістом анти-
тіл не менше ніж 1:240, складає 100%. 
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