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IIормативньrе сс1ылки 

В настоящей :магистерской диссертации используют ссылки на 

следующие стандарты:. 
ГОСТ 4. l 80--85 СТIКП. J\Леры веса. Номенклатура показателей. 

ГОСТ I 770-.?4Е Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, 
колбы, пробирки. 
ГОСТ 4 517-87 Реактивы. Меrоды приготоваения вспомогательных реактивов и 
растворов, прим:еняемых при анашазе. 
ГОСТ 491 19.2--Т"/ Реактивы и особо чистые вещества. Методы приготовления 
буферньJ1х растворов. 
ГОСТ 6709--72 Вода дистиллироваЕ-Iная. Технические условия. 
ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия. 
ГОСТ 27134-86 Аппараты и устаношш сушильные" Классификация. 
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()бозначения и сокращения 

В настояп1ей магиетерской диссертации применяют следующие 
обозначения: 
х -- :значение отдельного признака; 
Х - средняя ариф1\.1lетическая величина.; 
п -- обш.ее число случаев:; 
I -- среднее квадрати:ческое отклон1�ние от средней величины; 
ш - он1ибка средней величин::.�; 
t -- критерий Стьюдента. 

В настоящей: магистерской диссер1ации применяют следующие сокращения: 
АГ ··-- антиген; 
АЕ -- агг.rпотиниру1{ндая единица; 
Б -- белок; 
ИБI( -· 1-1нфекционный бурсит кур:. 
ИФ"с\ ·- иммунофер\1ентный анализ; 
ЛА -- латексная агглютинация; 
Н -- носитель:. 
ОФ Д - ортофениш::ндиамин; 
ПС --- полистирольная суспензия; 
ГП _ _ц> ·- rолимеразная цепная реакция; 
Р А -- реакция агг.шотинации; 
Р АЛ -- реакция агглютинациА ;:штекса; 
PAl\11-··· реакция агглютинации микродисперсии; 
РИ[А -- радиш-r1,1J\1уно;�юпrчес::п'IЙ аюшиз; 
РПГ А -·· реакция пассивной геJ\шгглютинации; 
РНГА - рею:ция непря:мой гемагглютинации; 
РПОЛ\'[/\ ---- реакция пластинчатой оЕрашенной латекс-микроагглютинации; 
РТГЛ -· решщия торможения гемагглюпшации; 
РТАЛ -· реакция тормож:ения агглютинации латекса; 
Р 1ФД( --·· резоцинq:юр11.1алъдегидная миrкодисперсия; 
С --- спш ваю1ций аJГент; 
ФЭ:К --·· 1�,отоэлектроколориметр. 
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Введение 

Актуальность проблемы[. В диагностике инфекционных заболеваний, 
наря:ду с и3вес:тны:ми методами исследований, в последние годы всё более 
широкое применение находит реакция аггшотинации латекса. Несмотря на то, 
что реакция а.гглютинации латекса :;;rзвестна уже более 50 лет, в иммунологии 
до rюстеднего врем:ени: она ещё не напыа широкого применения. Тем не менее, 
усилrваю1.цаяся в последние годы тенденция испо:1ьзовать в качестве носителей 
антигенов и антител инертные синтетические материалы, привела к оживлению 
интереса к реакции агглютинации латекса и широкому изучению возможностей 
еЕ: применения в инфекционной и к.1ипиче:ской иммунологии. Особый интерес 
вызьшает простота постановки реакции, быстрота её выполнения, отсутствие 
необходимости в сложной аппаратуr:е. 

Было установлено, что латексные частицы являются биологически 
инертны,1и. Это:, в сушности, искусственные полимеры исходных химических 
соединений, по которым они получили названия: полистирол, 
поливинилхлорид, поливинилтолуол и т.д. Такие частицы поддаются довольно 
точныl\:1 химическим и физическим д,:�финициям, поэтому изготовление их 
можно стандартизировать на высоком уровне. При правильном хранении и 
соблюдении антисептики частицы латексов не изменяют своих свойств в 
теченi!С д:тительного периода [5� 12, 16, 44, 45, 46] 

,Данная реакция по своему механизму аналогична реакции непрямой 
гемагтлютинации, в которой используют сенсибилизированные антителами или 
антигсна'vШ эритроцит1ы человека или животных. Вследствие больших и 
одинаковых для всех латексных частиц шшейных размеров (порядка мкм) и 
вотr,южЕ-юсп1 иммобилизации на них антител (антигенов), частицы латексов 
исполь]уют в качестве визуш1ьно обнаруживаемых маркеров поверхностшых 
клеточнь1х и растворимых антигенов или антител [16]. 

13 свяэи с этим, поиск новы� высокоэффективных полимерных сорбентов 
белковых и полисахаридньп� препаратов, позволяющих быстро и эффективно 
проводить обнаружение антигенов и (или) антител, является актуальной проблемой 
совре�-Jенной биотехнологии. 

Цели и задач.и исследований. Целью наших исследований явилось изучение 
возмо:жности иеполь3ованш1 различных полимерных сорбентов для 
и:vlмобилизапии бешсовьr:'>С и полисахаридпых препаратов. 

,Для достижения намеченной цели необходимо решить следующие задачи: 
1. Изучить свойства различных полимерньтх сорбентов, используемых для

иммобилизации белковых препаратов;
2" Изучить условия, обеспечиваюrцие наилучшую сорбцию белка альбумина 

11ю.тшJ1лерным сорбентом в различных средах; 
3" Изучить возможности еорбирования на полимерных носителях антигенов 

110.писахаридной природы
4, Дап, заюпочение о возмшкност1..J: ис:поль3ования различных полимерных 

носитеш::й для приготовления антигенных и антительных 
им.муно(:орбентов. 
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1 Jlитературный обзор 

1. J J\1етоды экспрессной диагностики инфекционнь1х болезней

I{оличеетво методов, испошьзу�мых для диагностики вирусных инфекций, 
непрерыюю растет. Одни уходят в прошлое и имеют в основном историческое 
значеrrие, другие совершенствуются. Несомненно, что технический прогресс в 
опред,�лении антител, белкового анализа и генодиагностики наряду с 
расrппрениеJ\1[ наших знаний вирусов и патогенеза вирусных инфекций 
приведут к появленш{J новых в:ысокоспецифичных и высокочувствительных 
методов,, удобных для клиничt�ского пр11:меаения. 

В после;�ние годы экспресс-диагностика вирусных инфекций 
существенно пополнилось большим количеством новых, 
высокоинформ:ативнь1х тестов, позволяJющих проводить расшифровку 
этиоп<:>гии заболевания с целью проведения своевременной этиотропной 
терапии. ЗаJv1[енив в ряде случаев трудоемкие и требующие значительного 
вре:мени методы вирусолопrчt�ских исследований, основанные на выделении и 
типировании вирусов на тканевых культурах, экспресс методы дали 
ВОЗJ\ЮЖI-ЮСТЕ, существенно расширить диапазон этиологической диагностики. 

К таки1v1[ �v1етода.м относится латексные, иммуноферментные (ИФА) и 
ра;:пrснr1·v1·муншюг·ические (РИА) тесты д.1я обнаружения у больного живоп-ю1го, 
как вирусных антигенов, так и противовирусных антител классов lgM и I2;G, а 
также м<пекулярная гибридизация Е ш)лимеразная цепная реакция (ПI .. :(:Р) для 
выявления фраг:,v1:ентов нуклеиновых ки::лот вирусов [6, 13, 25, 30]. 

11.ммуноферментный У[етод --- это метод выявления антигенов и антител,
ос1-юва1ный на определении комплекса антиген-антитело за счет введения в 
один из: компонентов реакции ферм1:�нт2тивной метки с последующей ее 
детекш1ей с помощы-о соответствующего субстрата, изменяющего свою 
окрасI:у. Основой проведения любого вари:анта ИФА служит определение 
проду;:тов ферментативных реакций при исследовании тестируемых образцов в 
сравнении с негативными и позитивными контролями. 

Для определения ан��игенов и антител применяются твердофазный 
(гетерогенньгй) вариант иммунофермеЕТНОГ() анализа. Использование твердой 
фюы шУнюляет упростить процесс разделения компонентов реакции за счет 
им\1оби.швации одноJГо из компонентов на твердой фазе и удаления 
субста :rций, не участвующих в реакции. 

И!vrмуноферм:ентный анализ по сравнению с другими методами детекции 
антигенов и антител обладает следующими преимуществами: 

1.. высокой чувствительностью, позволяющей выявлять концентрации до 
0,05 нг/1vш. Такая чувствительность М[етода определяется способностью 
одной 1vншекулы фермента катализировать превращение большого 
чисжt молекул субстрата; 

2. во3можностью использовать минимальные объемы исследуt:мого
r1,штерЕшла; стаби.1ьностью при хранении всех ингредиентов,
необходимых д.1я проведения ИФА (до года и более);
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З. простотой проведения реакции� 
,.:� на�тичием как инструментального (в качественном и количественном 

варианте\, так и ви3уального учета; 
,,; во3можносты() автоматизации всех этапов реакции; 
6. относитеJrьно низкой стоимостью диагностических наборов.

Вьппеперечисленные преимущества определили широкое применение
И ФА. зо всех областях медицины, в тoIV числе и при диагностике, профилактике 
и изучении вирусных гепатитов. Диагностические препараты для ИФА, 
предназначенные для выявления больппшства серологических маркеров 
инфиiлровэJшя вирусами гепатитов ) 1�, В, С и D выпускаются различными 
предПJЛJятиями и фирмами как у нас в стране, так и за рубежом. 

В качестве твердой фю:ы в бо.гrы11инстве коммерческих диагностических 
препаратов используют полистироловые 96-ти луночные планшеты или 
полислроловые шарики [фирмы "ДИЛ-плюс", "Рош" С'RОСНЕ"), "ЭББОТГ' 
("АВВОТТ')]. Основные требования, предъявляемые к твердой фазе при 
проведении ]('[<l•i\:, включают: устойчивость к растворам, используемым в 
реакции.; 

!-Iаличие высокой специфической емкости, т.е. способности сорбировать 
на сво,�{1 поверхвости антитела или анп1гены в количествах, необходимых для 
проведения реакции в сочетании с :как можно меньшей неспецифической 
сорбнней белков из исследуемых образцов и коньюгатов. 

Наиболее распространенньпv1 сnособом иммобилизации антител или 
антигенов является адсорбция, когда часть молекул за счет ионных и 
гидрофобньп� взаимодействий, а rакже образования водородных связей 
присоединяется к поверхности твердой фазы. 

В аастоящ,ее время разработаны различные варианты твердофазного 
иммуноферментного анализе., и практи 1 1ески все они были апробированы или 
приlvтенены для выявления маркеров инфицирования вирусами гепатитов А, В, 
С, J) и Е. Наиболее простой схемой проведения 11:ФА является "сэндвич"--метод. 
Общая схема проведения метода з:аключается в следующем. На твердой фюе 
адсорблрованы антите.гrа к исследуемш.1у антигену. После инкубации 
исследуе�,,юго �,11атер:иа;гrа и образш:ания комплекса антитело--антиген 
проводится удаление несвязавшихся компонентов" добавляется коньюгат, т.е. 
антитела :к искомому антигену, меченые ферментом. По завершении инкубации 
с послсдуJющиN1r удалением непрорезгировавшего коньюгата промывкой 
обрюу1.;�тся 1<0мп�·rекс, в котором антиген как бы заключен между двумя слоями 
антите.т. Напичие меченных ферментом антител определяется при помощи 

� ''С i, соотве�: ствуюшего суострата. эндвич ·-М;�тод используется для выявления 
HBsAg, НВеА8, а:н.тигена вируса гепатита А. Для ускорения "сэндвич"-метода, 
применяется его м:одификация -- "одностадийный сэндвич-метод\ при 
которой добавление исследуемого материала и коньюгата проводится 
одновр,;:менно. Так, для выявления HBs.Ag фирма "ДИАплюс" предлагает эту 
ехему проведения реакции. При использовании диагностических наборов ИФА, 
основашлых на этой с:кеме проведен:�я реакции,. необходимо помнить, что в 
исследуемом образце не до:1жно быть веществ, ингибирующих активность 
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фер;\,f1.;�I-1та, т. н. ферментных ядов, (напрюv1ер, азида натрия, применяемого в 
качестве консерванта) .. Одной из особенностей этого метода является снижение 
оптической плотности ферментативной: реакции с образцами, имеющими 
край:не высокую концентрацию ис,�ледуемого антигена за счет образования 
комшJенса. HBsA,f� и коньюгата в растворе. Однако тщательный подбор 
концентрации меченых антител в коны:Jгате представляемого диагностического 
набора устраняет воз:м:ожность попучения ложнонегативных результатов с 
образца�.ш�, иNrеюш.ими высокую концентрацию HBsAg. 

,Для выявления антител к различным антигенам вирусов гепатитов А, В, С 
и I) грименяются ра:нюобразные варианты постановки ИФА, основными из 
которых являются: 

l. r,1Iетод применяется для выявления анти-НВс lgM и анти-ВГА Igrvf.

Общая схема про:зедения рЕ:акцю1 -заключается в следующем: на
твердой ,фазе адсорбированы антитела к мю-цепям иммуноглобулинов
класса 1v1, которь::е взаимодействуют с антителами класса Igrv1,
на:;� одящиJ1.1ися в исследуеNюй сыворотке. После удаления
непрореагировавших ко�v1понентов добавляется стандартное
количество антигена, антитела против которого Метод с
ислользованием меченых вторичных антител (антител против
иммуноглобулинов человека) и иммобилизированных антигенов на
твердой �фазе. Метод применяется для определения антител к вирусу
гепатита С. Общая схема проведения реакции заключается в
(�:�едующем: на твердой фазе И'v[Jvюбилизуют антиген, после инкубации
исследуемого материала и удаления несвязавшихся компонентов
добавляют м:еченые ферментом антитела к иммуноглобулинам
г.1ел:овека кпасеа IgG, которые взаим:одействуют с Ре-фрагментом ал-пи­
ВГС. После проведения субстрат--ферментативной реакции проводят
учет полученных результатов. При наличии антител уровень
оптической плотности прошедшей реакции превосходит показатели
отрицательных образцов. Для уменьшения возможньтх
неспецифичес:ких реакций вводится специапьный коэффициент,
указанный в наставлениях, прилагаемых к диагностическим наборам.

2. 1'1v1етод с использованием меченого антигена и иммобилизованного на
твердой фазе антигена. Метод используется для выявления анти-.НВs в
/диагностическом наборе "A1JSAB" EIA фирмы "ЭББОТТ". Общая
схема проведения реакции заключается в следующем: на
полистиро:ювом шарике адсорбирован HBsAg субтипа ad и ау, после
инкубации с исследуемым материалом и удаления
непрореагировавших компонеr-пов добавляется HBsAg, меченный
сjJерм,,�нтом, который вза.модействует со свободными центра:rvш
связывания антител к HBsAf;, провзаимодействовавшими с антигеном,
сорбированным на твердой <;Jазе. При юшичии антител в исследуемой
пробе уровень оптической плот1-юсти прошедшей реакции превосходит
г1юк,Lзап::ли отрицательных контролъных образцов.
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З. lV[етод с использованием :меченых и иммобилизованных антител, а 
таюке стандартного антигена. Этот вариант метода применяют для 
выювления анти-Н:Вs и анти-НВе с диагностикумами фирмы 
(")Ц1iАллюс"). Общая схема проведения реакции заключается в 
следующем: на первшvr этапе реакции исследуемый образец 
смешивают с раствором, содержащим фиксированное количество 
антигена. После завершения инкубации добавляют шарик с 
сорби:рованными на нем антителами и коньюгат. После удаления 
непрореагировавших компонентов реакции проводится 
ферментативная реакция, интенсивность которой обратно 
пропорциональна содержанию исследуемых антител в образце. 
Вариантом: этой сх�мы: м:о)кет служить определение анти-НВе и анти­
дельта с диагностикумами фир:1vrы "ЭББОТТ", когда компоненты 
реакции добавляются последовательно. 

4. :метод с ислользование:м меченых антител и иммобилизованного
антигена (конкурентный метод). Данная схема широко применяется
для выявления анти-НВs�. анги--НВс и анти-ВГ А. Общая схема
проведения реакuии заключается в следующем: к антигену,
иммобилизованному на твердой фазе одновременно добавляют
исследуе:мrый материал и коньюгат. При проведении реакции :меченые
�J исследуемые антитела конкурируют за активные центры антигена,
ю,1мобили:юванноrо на твердой фазе. После завершения инкубации и
уд.пения не прореагировавших компонентов проводится
фер!\1ентативная реакция, результаты которой обратно
пропорциональны ::<оличеству антител в исследуемом образце. При
использовании набора фирмы ("ДИАплюс") при выявлении анти-JНВs,
в случае наличия HBsAg уровень ферментативной реакции будет
преВ()сходить ре3уШ:,таты реакции в негативных образцах:, что
позволяет косвенно судить о наrшчии антигена.

5. Ме:тод выявления антител класса Ig;M -- многослойный "сэндвич"
метод. Этот :метод определяются.. Удалив непрореагировавшие
компоненты реакпии� добавляют меченые антитела, реагирующие с
антигеном.. Также, как и в обычном "сэндвич" -методе, чем больше
количество антител, тем интенсивней ферментативная реакция. Для
уменьшения ложноrю3итивных результатов исследование сывороток
крови проводится после их разведения в 1 ООО раз.

J13ышеперечисленные схемы проведения реакций по определению 
антиге1-юв и ш:-:�тител не исчерпьшают всего многообразия вариантов проведения 
им.'vlуноферментной реакции. Разработаны варианты ИФА с использованием 
авидин-биотиновой системы, систем усиления ферментативной реакции, 
проведения реакции на фильтрах и т .. д. 

,(лн фер1,,1ентативной :\1етки антигенов или антител могут быть применены 
разнообразные ферменты: пероксидаза хрена, щелочная фосфотаза,, бета­
галактол,rдаза и т. д. Во всех комт,,[ерческих тест-системах используется 
пероксидаза хрена, выбор которой определяется ее высокой удельной 
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каталитнческой активностью, доступностью, стабильностью, простотой 
детек�_цJ и .. В качестве субстратного реагента наиболее часто применяется орто­
фенкrендиаrvrин (ОФД) с перекисью водорода, продукт окисления которого 
регистр11руется фотометрически. Для о��тановки ферментативной реакции 
пр�:,1м1;;:няют "стоп реагент", который добавляют во все исследуемые и 
контролънь:�е пробы в равных количествах. Наиболее часто в качестве "стоп 
р�:аге1па" применяют серную кислоту. Учет результатов проводят 
спектрофотоJ'v.11етрически при длине волны 490 нм. 

Одншv1 из наиболее важных вопросов при проведении 
И\П/Iу1ю1])ер:"11,енп-юго теста яв�1яется вопро(; о специфичности результатов. Для 
подтвер)кдения пози1пшных результатов при выявлении НВsАg применяется 
подтвер:я�:дающий или конфирмацио::н�ый тест. Четкое соблюдение всех 
параметрок, указанных в наставленн:ях к диагностическим наборам для 
иммулофер:\1ентного ана.�rиза, позволяет избежать ложнопозитивных и 
ложнонеr'ативных результатов, евя3анных с работой оператора. 

Рад:иоичм1унологический метод - это метод выявления антигенов и 
антител., основанный на определении комплекса антиген-антитело за счет 
введе 11ия в один из компонентов реакции радиоактивной метки с последующей 
ее детекпией:. Основой проведения любого варианта РИА служит 
сравн11п.::лъное определение единиц счета лмпульсов, зарегистрированных при 
ис:следснш.нии в идентичных условиях стандартных и измеряемых обра:щов. 
При вьп11влении антигенов и антител для диагностики и изучения вирусных 
гепатитов применяется твердофазный вариант иммунохимического анали:ш, 
который может проводиться в различных_ вариантах постановки. 

Радиоиммунологический анализ обладает вь1сокой чувствительностью и 
специфичностью. Так, например, с помощью коммерческого набора фирмы 
":ЭББОТ'Т"' ---- Австрия П-I 125 удается выявлять HBsAg в концентрациях до 0,1 
нг/1\ur. :К преимуществам метода мо:;.кно отнести возможность стандартизации и 
автоматизации l\·1етода с получением ответов в цифровом выражении. 
1 -I�:достатком метода являются ограничения, определяемые режимом работы с 
радиоактивным материалом, и относительно короткий срок годности 

� V диагностического наоора, что связано с распадом радиоактивнои метки. 
Диагностические наборы для выявш�ния различных антигенов вирусов 

гепатитов А, В и 1) и антител к ним выпускаются фирмой "Изотоп" (Ташкент) и 
некоторьiми зарубежными фирмами (например, фирмой "ЭББОТТ"). В качестве 
твердой 4ш.зы применяются полистироловые шарики ("ЭББОТТ") или пробирки 
('}�зо�·оп "'}. Для метки антител или антигенов чаще всего используется изотоп 
1\"-•' V 6'0 V - , :которыи шvrеет период полураспада днеи и высокую удельную
радиоактивность .. ])!змерение радиоактивной метки, т.е. излучения, проводится 
на сш:ш1:1льн�ых счетчиках --- радиоспектрометрах. Подсчет радиоактивных 
и:мпулъсов как в контрольных,, так и исследуемых образцах проводится в 
единое cj)ИKCJ11JJOBaннoe вре�1я, обычно в течение 1 минуты. При аншш:зе 
результатов реакции необходимо учитывать наличие фона радиоактивности, 
который может влиять на конечный ре3ультат реакции. Причинами 
повыш:е1:шолJ фона могут быть: загрязнение контейнера или гнезда для пробы; 



�.... ,-непр2в:ильная настрои:ка приоора; наличие источника сильного излучения 
вблизи прибора. 
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Для подтверждения положительного результата, полученного при 
пер1?.ичном е,1.кри:нинге обра:щов, рекомендуется повторное исследование РИА 
или в альтернативно:м тесте. При обнаружении HBsAg необходимо проводить 
конфирмационный тест. 

Латексаrглютинация это метод выявления антигена и антител, 
основанный на агглютинации частиц латекса, сенсибилизированных 
антиг::нами 1:1�ти антителами. Латексные аплютинационные тесты - это группа 
наибслее быстрых и доступных методов в аналитической иммунохимии. Для 
изготовления диагностических препаратов� в большинстве случаев, применяют 
полистироловые латексы с диаметром частиц от 1 до 0,3 мкм. Методы, 
основан11ь1е на реакции агглютинации, довольно чувствительны и применяются 
для вь.1явJения антигенов на поверхности клеток или частиц и 
полуколичестве:нного опре;::;еления антител к этим антигенам. Суть метода 
заключается в следующем: при связывании клеток или частиц, покрытых 
антигеном, с антителами образуются крупные агрегаты. Для определения титра 
антител к поверхностным антигенам клеток или к антигенам, сорбированным 
на rю::�ерю-юсти частиц, смешивают известное количество клеток или частиц, 
покрытых аытигеном, с разными: ра:1ведениями исследуемой пробы, например 
сыворотки .. 

Гiо сво,ей чувствительности реакция латексагглютинации значительно 
превышает иммунодиффу:зные тесты, реакцию преципитации в геле и 
встречныrй Иl\1l\:rуноэлектрофорез, не уступает реакции пассивной 
гемаггшотинации и может конкурировать с иммуноферментным и 
paЩl!OJTYt:\1)'Ш-IЫ�I[ анализами,, прежде :всего при использовании специаль.ных 
анаюп:аторов для учета степени агглютинации. 

:Гiреимуществом ме1ода латексагrлютинации является быстрота 
проведения реакции (5-10 минут), а также возможность длительного хранения 
диагностикума. Недостатком метода считают высокий процент 
ЛОЖНОГJОЗИТИВНЫХ результатов. 

В конце 70--х и в нача.1е 80-х годов несколькими фирмами (напри\1ер, 
PЛ:zer, BcЪтiПf\'�verke --·- коммерческое название препарата "Latex-HAA-reagen1:") 
были ]разработаны и и3готовлены дишгностикумы для выявления 
поверхностного антигена вируса гепатита В. Однако, наличие значительного 
количества лткноположите:rьных результатов, совпавшее по времени, и 
массовое внедрение иммунофер:ментного анаJiи:за в службу переливания крови, 
привело к полному вытеснению этого метода из практики работы лабораторий, 
занимающих1:::я определениеl\f HBsAfs· В настоящее время вновь возник интерес 
к дюп-= ому методу, что, прежде всего, связано с появлением латексов нового 
состава,, при использовании которых регистрируется значительно меньше 
неспециqн1чееких реакций, а также с теоретической возможностью получения 
диалюст1псу1vюв с высокой чувствительностью в сочетании с экспрессностью и 

простотой агглютационных методов. 
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Таким образом, в инфекционной имм:унологии применяются различные 
методы лабораторной диагностики инфекционных заболеваний, но следует 

отметитъ, 1по все больший интерес вызывает реакция агглютинации латекса. 
Это объю:няется возможностью применения различных синтетических 
м::ш�риа.:rо:в, в качестве носителей антигенов и антител, высокая 
grувстви-тельность м:етода, а также б:ыстрота и простата проведения реакции. 

1.2 Реакция агглютинации латекса в диагностике инфекционных болезней 

Лат1;;::ксагглютинация -- метод выявления антигена и антител, основанный 
на агглютинации частиц латекса, сенсибилизированных антигенами или 
антит::�лами .. Агглютинация представляет собой склеивание носителей антигена 
с помо1цы-о иммунной сыворотки к этоl\,rу антигену. 

Реа:кция аггшотинации бактерий с использованием соответствующей 
антиб актериалыюй сыворотки относится :к наиболее простым серологическим 
реакция\,I. Взвееь бактерий добавляют к различным разведениям испытуемой 
сьшоротки крови и через определенное время контакта при температуре 3 7°С 
регистрируют: при каком наивысшем: ра:шедении сыворотки крови происходит 
агглютинация. Реакцию агг;тюти:напии бактерий используют для диагностики 
многих инфеЕщ11онных болезней: бруцеллеза, туляремии, брюшного тифа и 
паратлфов., бацил;тярной диз,ентерии�, сыпного тифа. 

J>еа.кции агглютинации для определения группы крови и резус-фактора 
основаны на в.заимодействии ,шлоантител и антигенов эритроцитов. Антитела 
против ре3ус-фактора являются непспным:и, они не способны к прямой реакции 
с резус .. ·-положительными эритроцитами, поэтому для их обнаружения 
иепол,.зуют реакцию Кумбса, основанную на выявлении неполных антител с 
помошьн) анпплобу;-rиновых сывопоток. К эритроцитам известной 
специфичности добавляют и:сследуемую сыворотку крови, а вслед за этим 
антиглобу:тиновую сыворотку против If�G (непрямая реакция Кумбса). ]FаЬ­
фрагм(:нты неполньrх антител исследуемой с:ыворотки крови присоединяются к 
эритрс1цита1,1: а к свободным 1�с-фрагv1ентам этих антител присоединяются 
антите"ш против I��O, и происходит агглютинация эритроцитов. 

Реакцвя пассивной, или непрямоii. гемагглютинации (РПГ А, РНГ А). В 
ней исполиуют эритроцип,1 или нейтральные синтетические материалы 
(нащш1vrер�, частицы латекса), на поверхности которых сорбированы антигены 
( бактериальные, вирусные, тканевые) или антитела. Их агглютинация 
проио:о;:пrт при добавлении соответствующих сывороток или антигенов. 
Эритроциты, сенсибилизированные антигенами, называют антигенным 
эритршш тарным диагностикумом: и и-спользуют для выявления и титрования 
антител. Эритроциты, сенси-билизированные антителами, называют 
иммуног:тобулиновыми эритроцитарными диагностикумами и применяют для 
выявления антигенов. 

Р,�акцию пассивной гемагглютинrации используют для диагностики 
заболеваний, вы:шанньтх бакrерия:ми (брюшной тиф и паратифы, дизентерия, 
бруцел.:те::., чутv:rа� холера и ЦJ.), простейшими (малярия) и вирусами (грипп, 
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аденовирусшые инфекции, вирусн:ый гепатит В, корь, клещевой энцефалит, 
крымская геморрагическая лихорадка и др.), а также для определения 
ш;:котор1:)rх гормонов, выяы1ения пов::,rшенной чувствительности больного к 
лекарстненнь1м препаратам и гормонам, например пенициллину и инсулину. 

Реакпин торможения ге!'vшгглютинации (РТГ А) основана на феномене 
предотвращения (тор:\1ожt:нии) иммунной сывороткой гемагглютинации 
эритроц1тгов вирусами, используется для выявления и титрования 
пропшовирусных антител. Она служит основным методом серодиагностики 
гриппа, кори, краснухи, эпидемического паротита, клещевого энцефалита и 
других вирусных инфекций, возбудители которых обладают 
ге\1аплJюти�rирующими свойствами� например, для серодиагностики клещевого 
энцефалита Б лунки пане:1и разливают двукратные разведения сыворотки 
больного на щелочном боратном буферном растворе. Затем добавляют 
определенное количе(:тво, обычно 8 АЕ ( агглютинирующих единиц), антигена 
клещевого энцефапита и после 18 ч э f{Спозиции при температуре 4 °С вносят 
взвесь гусиных эритроцитов, приготоьленную на кислом фосфатно-буферном 
растворе" Если в сыворотке крови болы-юго есть антитела к вирусу клещевого 
энцефалита, то антиген Еейтрализуется и агглютинация эритроцитов не 
происхо,дит. 

Бага�шева С. С" и др. проводили исследования по приготовле:нию 
штаммоспецифических эритроцитарных диагностикумов на основе препаратов 
I8(} выделенвных из гипериммунных монорецепторных кроличьих сывороток. 

Эритрсшитарные диагностикуJvrы�, полученные на основе 
моно1:,�цепторньтх: антител к антигенным детерминантам: НЗ.7, НЗ.10 и НЗ.11 
прояв.,mют более высокую специфичность, чем иммуноглобулиновые 
ггрепаратъ1, приготовленые с использованием антител поликлональнь1х 
сывороток. �IГакие им:мунодиагностикумы могут быть использованы при 
изучев и:1<1 состава гемагглютининов вновь изолированных штаммов вируса 
гриппа ['9]. 

Среди методов лабораторной: диагностики вирусных инфекций в 
rюследние годы большое распространение получили так называемые непрямые 
реакции, основанные на феномене агглютинации. В качестве диагностикума в 
таких реакция:)( используют специфические антитела или антигены, 
фи ксиронаннь1е на поверхности несгецифических носителей органической и�1и 
неорганической природы. Такими носителями чаще всего являются 
эритрсщит:ы, уголь, бентонитовые глины, содержащие белок А, стафилококки и 
синтетический латекс [ 1, 12, ] 3, 41 ] .. 

В диагностике заболеваний, выз.ванных разными микроорганизмами, 
наряду с пшроко известными метода\.Ш все большее применение находит 
реакцr-:я агглютинации латекса (РАЛ). Преимуществом РАЛ является её 
простота, быстрота выполнения и отсутствие необходимости в сложной 
аппаратуре [ 1 б). 

Из .:ппературы и:шестно, что при создании агглютинирующих тестов в 
качесг:1е Jrюсите�тей для сенсибили3аЦИl"L антигеном (IgCi) обычно применяют 
эритроциты барана либо латексные микросферы. В каждом из перечисленных 
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выше способов требуется предварительное получение конъюгата [gO с 
макром(шекулярньтм носителем, ч:то существенно усложняет выполнение 
анализа. 

Было установлено, что латексные частицы являются биологически 
инер1ными. 'Это в сущности искусственные полимеры исходных химических 
соединении, по которым они получили названия: полистерен, 
полиып-1итс1орид, поливинилтолуо.л и т.д. Такие частицы поддаются довольно 
точным химическим и физическим дефинициям:, поэтому изготовление их 
мож:н:> стандартизировать на высокш.1 уровне. 

При прави:лы-юм хран�нии и соблюдении антисептики частицы латексов 
не изменяют своих свойств в течение длительного периода [5, 12, 18, 44, 45, 46, 
47, 48" 49, 64]. 

Данная реакция по своему s1еханизму аналогична РI--П' А, в которой 
ис поль3уют сенсибилизированные антителами или антигенами эритроциты 
че.1овсю1 или животныrх, вследствие больших и одинаковых для всех латексньrх 
частиц линейных размеров (порядка мкм) и возможности иммобилизации на 
них а питеJ (антигенов), частицы .:штеJксов используют в качестве визуально 
обнару:жи.ваемых маркеров поверхностных клеточных и растворимых 
антигенов И.llИ антител" 

1-Iаиболее часто исполиуют полистироловый латекс, несущий на
повер:<Н(JIСТИ карбоксильные группы. В составе носителя всегда имеется 
опредсл,�нное чис:·ю ионных детергентов, гидрофильные группы которых 
вместе с карбоксигруппами латекс а создают общий поверхностный заряд, 
благодаря: чему частицы латекса не еаl'vюагглютинируются. Полиакролеиновые 
латексы содер)f::ат на своей поверхности альдегидные группы, способные 
вступсrъ в р�а.кцию с первичны.ми аминогруппами белков, образуя основание 
Пlиффа [ 16]. 

Лан�ю:Jы мшкно сенсибилизировать как антигенами, так и антителами. 
Однако антигены полисахаридной и .пипопротеидной природы плохо 
связывюотся с функциональны.ми группами латексов, поэтому в качестве 
лигандов чаще исгюльз.уют антитела [16]. 

Обнаружение антите.:-r в пробах сывороток методом Р АЛ проводят в 
прямой реакции и в реакции тормо:жения агглютинации латекса (РТАЛ) .. При 
всей своей методической 
недостаточно широко из-за 
вирусЕыми антигенами. К 

простоте прямой вариант пока применяется 
трудности сенеибилизации частиц латексов 
настоящему времени получены антигенные 

латекс 11ые диагнос:тикум"1 для выявления противокраснушных, 
противококлюшных, противогриппозных антител, однако технические детали 
приготовления этих препаратов не раскрыты [ 42]. 

Лbl1Jo1: А. et al. [ 43] разработгли метод быстрого обнаружения в 
челове 1юских сыворотках антител к вирусу простого герпеса, основанный на 
агглютив ации латексных частиц, покрытых очищенными антигена.ми. При 
пара.rшеm,,ной проверке в РАЛ, Ji[ФA и 1v1ФЛ" 152 проб с:ывороток во всех треiх 
реакцюгх наблюдались, совпадающие результаты, свидетельствовавшие об 
одинаковой эффективности и специфичности сравниваемь1х методов. 
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Исс:ледовате.'1ЯJ\ПI бьшо показано, что сыворотки кроликов, ИJvrм:у­
низированньтх коревым антигеном, агглютинировали латексный диагностикум, 
полученный пуг�!м химического присоедю1ения вирусного антигена к

предьар11,гге:н.но обработаш-IЫ'М частицам латекса. Коревой латексный 
диагностикум агглютинировался гомологичными кроличьими сыворотками в 
разведениях 1 :20--1 :40. Однако данный иммуносорбент не был испытан в

к.шнических условиях [4, 60, 61, бТ]. 
П1r:�я1,:юй вариант РАЛ для диагностики болезни Марека был разработан И. 

Л. Тьпценко и З.Д.Джавштовьr.\11 [38]. Для сенсибилизации антигеном 
испол ьзовап:и карбоксилсодержащий полистироловый латекс с 
размерш11 частиц 0,8 мкм:. По данным авторов, чувствительность 
ИФi\ и Р.А.:т при этой инфекции одинаксра, но РАЛ более экспрессна 
в rю.1�.чении результата. 

\
1lаренниковой С.С. с соавторами [29] удалось сенсибилизировать 

полистироловый латекс рекомбинантным антигеном вируса иммунодефицита 
челов,::ка, состоя:1щим из rюве_рхностнь1х вирусных белков. При испытании 
диагн,:Jстикума было получено полное совпадение результатов РАЛ:, ИФА и 
и!lлмунодотблотинга . 

. дяги.генныlе латексные диагностшсумы были получены и испо;1ьзо1шны 
таюке для диагностики бруцеллёза [31], легион,:.тш��за [24], коклюша [5]. 

Более при1�:vr:1емой для обнаружения антител в сыворотках крови, по 
мненюо ряда авторов:· является РТ.д.Л. В методическом отношении РТАЛ не 
отлич;i_ется от других серо;югическю< реакций, основанных на феномене 
блоки:ювания содержащими:я в исследуемом 1\Iатериале искомыми антителами 
и:звес1ного референс-антигена:- добавленного н соответствующем количестве в 
тест-.. с::1сте11лу. Отсутствие агглютинаuии сенсибилизированных антителами 
:и:tстин латекса свидетельствует о то1ч., что антиген был связан на J этапе 
реакции гомологичными антителю1и, т.е. о положительном результате исследо­
вания. 1-- -Ia моделях ра,ншчных тогавирусов было показано, что РТ АЛ, как и 
РЗНГ)\.:. при выявлении антител в сь:гворотках людей и животных значительно 
бо:1ее чувстЕ11пе:-1ьна, чем РСК .. Более того, РТАЛ позволяет обнаруживать 
антитела к тогавируса:\1 в Еачапьные Jериодь:r инфекций и в течение более 
длитегьного вреNrени [27]. 

РТ.АЛ была успешно приме:неРа дJ1я ретроспективной диагностики 

эитеро:шруоной, внутриутробной., цито\tегаловирусной, ротавирусной 
инфекний, гепатита В, гриппа и полиомиелита [13, .35, 65]. 

с::тедует отметить, что во многих случаях ислольз:уемые отечественные 
типы патексов обладают способностыо самоагглютинироваться в цельной 
сыворотке, что снижает диагностическую ценность данной реакции. Для 
устран:�ния этого недостатка К>.П.Ре:шиков и Ф.Р.Серна [33] рекомендуют 
предвари:телыю диашвовать латексы против дистиллированной воды в течение 
1 О суток,, благодаря чему происходит освобождение латексных частиц от 
д,етергентов.. После такого дишшза, по данным авторов, не происходит 
с:шvюагтлютинации патекса, даже есш к нему добавить uельную сыворотку 

крови. 
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]\11етодика сенсибилизации латексов антителами: для обнаружения 
вирусепецифических антигенов была детал,но разработана на модели вирусов 
растений и в дальнейшем не претерпела существенных изменений. Ещё ранее 
бы.ю показано, что адсорбция гамма--глобули:нов на поверхности латексных 
частиц г1ротекает в 2 этапа. На первом: этапе происходит покрытие латекса 
одним слоем молекул гамма-глобулина, причём количество адсорбированного 
белка пропорционально площади поверхности частиц. На втором этапе фор­
мируетсн второй слой молекул гамма"глобулина., прич,ём количество белка в 
этом слое примерно в 2 раза Niеньше, чем в первом. Высокая специфичность 
РАЛ обеспечивает получение отчётливыrх результатов, а также быстрое 
опреде.-,ение выделенного вируса или его антигена [36, 51, 52, 53, 54, 57, 59, 68, 
69]. 

Рядо::11 исследователей были оценены чувствительность и специфичность 
коммерческого теста Р АЛ для обнаружения антигена вируса простого герпеса в 
э.:тюатах с повреждений гениталий. Авторы� установили:, что чувствительность 
РАЛ с,с)став:1яет 73 %, а специфичность 93 %. Результаты проверки 
чувствителън�:Jсти РЛЛ для обнаружения вируса простого герпеса в 
надосадочной к:ультуральной жидкости инфицированных культур кJ1еток 
показали достаточно высокую чувстви�:'•ёльность метода при ярко выраженном 
I]JIД и более Есшзкую эффективность при уровне ЦI1Д менее 25 % [62]. 

ЭJС.Атаев и Е.П.Баборенко [8] для обнаружения ящурных антигенов 
испол::�зовали отечественный полистиро.1ювый латекс с ашьдегидной группой с 
диаметром 1:л1стиц I МК\1. Конъюгирование антител с латексом, по данным 
авторов, происходит при разведении и:х 1: 1 ООО в борно-щелочном буфере. При 
постановке реакции испытуемьтй материал и диагностикум смешивают на 
предм,��тно_\,:1 стекле в соотношении 3:: , а учёт реакции проводят визуально 
пос:Jе J-5 минутного покачиьания реакционной смеси. 

РАП также применяется 11ри диагностике инфекционного бурсита кур 
[23]. IIpи этой инфекции реакция обладает специфичностью в 89%, причём 
чувствительность её в 15 ра:з выше чувствительности ВИЭФ и в 65 раз 
чувствительности РДП. 

В последние годы РАЛ разработана и 2ця диагностики чумы КРС и чумы 
плотоядных [l 1, 28). Однако данная реакция при диагностике чумы КРС иногда 
проявляет неепецифичность в связи с добавлением в реагирующую смесь 
антисыворотки, а РАЛ при чуме плотоядных относительно длительна во 
времеЕи ... уч1�':-Г результатов реакции проводят через 3-5 часов с момента её 
постановки. 

В последние годы для приготовления препаратов, сенсибилизированных 
противовирус:ными антителами, стали применять частицы латексов, покрытые 
бел ком ,1\ стасрилококков. Это по:шоляет использовать для сенсибилизации 
латекса .гпобые иммунные еыворотки без какой-либо их предварительной 
обработки. Суть заключается в дву:хэтапном конъюгировании латексных 
препаратов ... вначапе с белю:Jм1 .д.:, а загем, после удаления избытка белка, с 
ИМJ\![уш1 ь1:1,п1 сыворотками. Такие диагностические препараты в 4-16 рю 
активнее обычных антительных латен:еных диагностикумов [55, 56, 58, 66]. 
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Рi\Л широко применяется и 1�: бактериологии - для диагностики 
колибактериоза [201 брюшного тш.j:�а [1]. бруцеллёза [31], неиссериниоза [30] и 
других инфеr:<:ций:, а также для .диагностики паразитарных болезней человека и 
ЖИВОТНЬ,[Х [Т]' 

Дня сенсибилизации латексных частиц антителами или антигенами 
используются различные режимы, выбираемые в зависимости от природы 
лиганда и носите:�rя. По даннъе11 :н .. А.Дёминой и др. [34], для сенсибилизации 
латексов опти1V[а;]ью1я концентрация иммуноглобулинов составляет 50-60 
мг/:,1:л. Учитьшая различную сорбционную способность латексов, было 
предложено обрабатьшать полистироловый полимер, смешанный с белковым 
лигандом, этанолацетатной смесью в течени:1� 18 часов при температуре 5 град. 

с u,з:1. 
Несмотря на относительно вы1сокую ч1увс:твительность, Р АЛ при наличии 

в пробе маль1х количеств анализируемого препарата не всегда даёт 
положителы�1"1е результать1. Для повышения чувствительности реакции 
антигсн--антитело исследователями предложено добавлять к антигену или 
антителам (в реакционной смеси) поли2.нионы типа декстрансульфата, гепарина 
и т.r:. в оптимальных концентрациях от 0,001 до 0,5%. При этом 
чувствительность реакции возрастает на 4-8 двойных разведении испытуемого 
матерлала [26]. 

П[ри rюстановке Р А.;1 обычно смешивают диагностикум и лиганд в 
полистиJроловых планшетах (по принципу РНГА) или на стеклянных пластинах 
(по принципу РА), при этом время агппотинации частиц ;штекса рассчитано как 
на 61ыструI<) реакцию (в течение 2-·15 м:11нут), так и на длительное осаждение (3-
18 час:ов после постановки)� учi�т реакции проводят как визуально, так и под 
свет0Еь1м1 .чикросю:шом. Так, Н.Ф.А.мqлпеатрова и А.О.Кисилёв пред;10жи:1и 
после смешивания компонентов реакции на предметных стёклах реакционную 
смесь пс1дсушивать, окрашивать фукс1л-юм и лишь, затем исследовать под 
микро,::ксш:ом [5]. По данным авторов, такой способ учёта реакции позволяет 
выяв.1лтъ гтротивОЕюклюшньrе антитела в более высоких титрах и более 
продол>ю·пельное время. 

Карда:ш I'.И. с соавт. [26] определили подходы к вь1бору условий учёта и 
контроля РАЛ с пом01цью метода светорассеяния. Этот метод имеет высокую 
чувствительность, которая зависит от длины волны падающего на реакционную 
смесь света .. 

И"1].Тыщенко предлагает для оптимизации параметров 
латекс:rы::.;: диагностикумов и условий постановки РАЛ 

получения 
применять 

ультра:::труктуршый анализ компонентов реакции путём электронной 
микроскопии [39]. При исследованпи под электронным микроскопом 
реакционной Cl\i[ecи с по.л1жительной реакцией последняя представлена 
конгломератаl\-rи, состоящими из латексных частиц, содержащих антигены или 
антите;ш и специфичных к ним антител (антигенов), обволакивающих каждую 
·иикросферу" образуя многочисленные агрегаты, видимые невооруж,ённым
ВЗГЛЯДО:\,f. 
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Сравнительно недавчо была разработана реакция агглютинации 
латекса (]Р АЛ) для прижизненной диагностики чумы плотоядных путём 
обнаружения вирусного антигена в выделениях из глаз и носы и фекалиях. В
качестве носителя антител используют полиакролеиновые латексные частицы 
раз:неро1vr 1 �,б мкм, окрашенные пиронином в розовый цвет. После 
сенсибилизации часпщ лат,�кса в течеrrие суток при комнатной температуре в 
буферном растворе с рН 7, 6-8,2 проводят их лиофильное высушивание в 
ампулах. Для исс;Jедования собирают у собак фекалии или выделения из носа и 
глаз., разводят ,цеиони:шрованной водой в соотношении соответственно 1 :5 или 
1 :2 и центрифугируют при 3--4 тыеячс:.х об/:\1ин. В конические пластмассовые 
пробирки с крыппюй отбирают 0,2-.С),3 мл надосадочной жидкости, добавляют 
200-·-250 мг активированного угля, взбалтывают в течение 2-3 минут и
остак1я:1от при комнатной температуре на 15-20 минут, повторяя
взбылтьшание 2-3 раза. Образцы в конических пробирках центрифугируют при
3-4 тысячах об/1vшн в течение 5 минут, надосадочную жидкость используют в
качссве антигена в РА.Л в разведению:: от 1 :2 до 1 :2048. В качестве контроля
используют несенсибилизированный иммуноглобулином латекс с
растворителеNr -· деионизированной водой. Реакцию ставят в микропланшетах
для РГА при коJ1,пштной температуре и �:читывают через 5-6 часов.

По даш�:ьп1r1 авторов, при помощи РАЛ :\1ожно обнаружить антиген вируса 
чrумьr п:ютоядных у животнь1х с различной степенью проявления клинических 
r1риэнаков заболевания. У здоровых животных и вакцинированных собак 
вирусный а�пиген этим :'vrетодом не обнаруживается. 

Авторы рекомендуют этот метод для обнаружения вируса чумы 
плотоядньтх на ранней стадии болезни и в качестве контрольного теста перед 
вакцинацией животных против чумы. 

Ра:зработана РАЛ для ретроспективной диагностики чумы плотоядных 
путё'\1 (J>бнэJ,ужения вирусспецифичес:ких антител в сыворотках крови 
перебопевших животных (Никитин Е.Б., 1998). Полистироловый латекс с 
размером ча�:тиц 0,:5 нм сенсибилизировали культуральным антигеном вируса 
чумы плотояд,ных, в течение 2 часов при комнатной температуре. Для 
постановки реакции на предметном стекле смешивали 20 мкл испытуемой 
сыворотки, 40 мкл коммерческого раствора гепарина и 5 мкл антигенного 
латекс юго диагностикума. Стекла слегка покачивали в течение 8-1 О минут при 
комнатной т1�\шературе.. При положительной реакции становится заметна 
визуально :r,ши при просмотре под лупой агглютинация латексных частиц. 

Антитела в с:ыворотках крови переболевших животных выявляются этим 
\rето.дом н титрах от 1 :8 до 1.:64 при эффективности 93%. 

Так:;,ке разработан и экспресс-метод прямой посмертной диагностики 

чумы плотоядных пут(�М обнаружения антигена вируса в органах и тканях 

убитых с диагностической цепью и павших ж:ивотных в реакции агглютинации 

м:икродис:персии (РАМ) (Никитин Е.Б., 1998). 
В качестве твёрдой фазы (сорбечта антител) использовали резорцин­

формальдегидную, мюсродислерсию (РФД) с размером частиц 3 мкм, 
приготовленную в ]JИИ особо чистых биомап:риалов (г. С.-Петербург), для 
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еенсибилизации частиц полимера использовали иммуноглобулиновую 
фрак:�ию, вьтд:еленную из сьшороток к:)ови гипери:ммунизированных животных 
вируст,1 чумы плотоядных с активностью в РДП не ниже 1 :4. Для 
се:нсибили:шции препараты антител разводили 0,15 М раствором КББ рН 9,2-
9,4 до концентрации 40 мг/мл и с�,лешивали с равным объёмом 1 % суспензии 
РФД на дистиллированной воде. Реакционную смесь инкубировшш при 
( 4± 1 У:,С в 'Течение 16-18 часов при: постояшном перемешивании. Полученный 
таки:м образом антительный диагностикум хранят при этой же температуре в 
течение до б t,1есяцев. 

Перед употребление\1 диагнос:тикум однократно отмывают 
дистиллированной водой и ресуспе,-:щируют в этом же разбавителе до 
:концентрации частиц полимера в 1 °10. 

,Для rrостановки PAJ\1 на предметных стеклах с серией двойных 
разведений органов и тканей животных, начиная с 1:100, приготовленных на 
О, 15 1\1 растворе КББ в объ�:м:е 40 l\lKЛ,. добавляют равный объём антительного 
диат·н()стикуrv:rа, смесь покачивают ари комнатной температуре в течение 5-6 
минут. При положительной реакциЕ ви3уально наблюдают агглютинацию 
частиц полимера. 

Было установлено, что РА:М можно применять для диагностики чумы 
плотолдвых вне зависимости от стадии заболевания, начиная от 
инкубационного периода и конч:ая агон[альным состоянием. При этом титры 
антигена в PA,J\1 достигали 1 :320 - 1 :10400. 

1Тселедованиями органотканевого материала, полученного от 
шютшщ111ых животных, бо:тьных алеугской болезнью норок, инфекционным 
гепат�том и парвовирусным энтеритом:: а также от здоровых вакцинированных 
и ненакцинированн ых против чумь1 пж>тоядных животных, показана высокая 
специфичность PAJ\1, так как результаты при исследовании нормальных и 
гетеро:-rогичных антигенов были всегда отрицан�льными. 

Целы1-о исс:0rедования Абрамешю Т. В. явились разработка метода 
получения реагентов для создания экспресс-· метода анализа на основе реакции 
лате1,сной агглютинации (ЛА.) и проведение одновременного сравнительного 
оп_редЕ::11ения в сыворотке крови больных экспресс- методом и способами, 
наиболее часто применяемыми на пракппсе. 

Получюнный латексный коныогат (ПC--IgG), использованный в 
разраб:)танном экспресс-· методе, обладал высокой устойчивостью и хранился в 
течение 1-·] ,5 лет, что говорит о ТО!\1',. что ковштентное связывание IgG с 
гю.1имерньrми микросферами увеличивает срок годности диагностической тест­
систе.\1:ЬI /3]. 

Р А.П отличается от постановки РНГА скоростью проведения анализа. Для 
постан::нн::и ГJ!lЛ требуется в�его 3-3,5 ч, в то время как по способу Iv1анчини 
резуль�·аты реакции читаются через 48 ч. К тому же чувствительность Р АЛ в 
100 ООО раз прев:ышает 1-:1увствительность реакции: Niанчини. 

От ИФ1\ РАЛ выгодно отличается одноэтапностью постановки и 
простотой ВJЕ,шолнения. Для Р АЛ не требуется дополнительного оборудования 
при [пении результатов реакции, к тому же возможно многоразовое 
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использование имм:унологических планшет. По чувствительности Р АЛ почти 
прибли:кается к чувствительности ИФА [14]. 

Объе:кто1vJ! исследования Р АЛ может быть сыворотка крови, молозиво, 
м:оча, фекалии и др., т. е. все доступные объекты, содержащие антитела или 
антигены" РАЛ также можно использовать для тестирования микроорганизмов, 
взятых. с культур,шьной среды [5]. 

В практике применения РАЛ известны латексы и готовые латексные 
диагнос:тикумы [1 О., 21, 29, 37] таких фирм, как «Difco» (ClllA), «Bioшetrieux» 
(Франция), «'l�VeHcoш ])iagпostic:a» ((JDинляндия), а также латексы 
отечествеююr·о прои:шодства (ВI-ПfИ синтетических каучуков, С.-Петербург, 
J!fнститут биоорганической химии им. И. М. ll1емякина, Москва). Следует 
отмеппъ продукцию производства <(0ЛЬВЕКС ДИАГНОСТИКУl\1» (С­
Петсрбург). Сегодня в каталоге продукции фирмы 56 наименований 
высоконадежных, удобных в использоьании диагностических наборов. Наборы 
имеет программы адаптации к 22 анализаторам зарубежного производства, 
которые состав.:1яют около 80% парка биохимических анализаторов России. 
Более полного спектра биохимических наборов собственного производства не 
имеет ни одна отечественная ко1\1:ш1ния. 

[)днако" используемые в практив:е здравоохранения такие тест-системы, 
как Пастер YI)HL латекс (Франция) и трепонемный полистироловый 
монодисперсный латекс (Россия, СПбНИИВС), имеют определенные 
недос�ат1{и.. Так, в первом препарате� имеются нетрепонемный 
кардиолип:иновый антиген, что снижает специфичность этой реакции. При 
[Iриго�:овлени�r второго требуется предварительная активация метакриловой 
1кислотой, что увеличивает время приготовления препарата и снижает 
экологичность технопогии. Кроме того, эти тест-системы недостаточно 
дем:он,::тративны из--за отсутствия окрашивания латекса. 

Сотрудники кафедры кожных и н1�нерических болезней Ставропольской 
государственной медицинской акад�м:ии провели исследования по 
совер1н�:нствованию реакции агглютиш1ции латекса (Р АЛ), направленные на 
повышение эффективности диагностики сифилиса. В работе использовались 
по;шю:рол:еиновъrй латекс.. окрашен�rый пиронином-G, и обработанный 
ультразвуком трепонемный антиген. Приготовле:ние диагностикума 
осуществлялось следующим образом: в 2-5% водный раствор 
полиакролеинового латекса с диам1�тром чаетиц 0,6-1,8 мкм добавляли 0,01 
мае.<>;> красителя пиронин-Ст. Получевную смесь перемешивали 2-3 ч при 
ко1\irнатной температуре с помощью магнитной мешалки, а затем дважды 
про:мыmt:�:и дистиллированной: водой центрифугированием, диспергировали до 
исходу ой концентрации, хранили при тс1vшературе 4-6°С. К 2 мл 2% суспензии 
с диаыетро:\1 частиц 0,6-J ,8 мкм добавляли 0,15-0,25 мг обработанного 
ультразвуком антигена в 2 мл 0,1 ]\1 фосфатно-солевого буфера рН 7,2 и 2 мл 
физиологи:ческого расшора поваренной соли. Сенсибилизацию проводили 3 ч 
при комнатной температуре на магнитной мешалке, осаждали и дважды 
промывали в фос:фатно-солевом буфере. Полученный препарат диспергировали 
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до исходного объема и разливали в пенициллиновые флаконы по 3 мл. 
Диагностику:v1 лиофилизировали ИШJс иепользовали в нативном виде. 

В результатt� проыщенной работы были подобраны оптимальные условия 
конструирозания :-штексного трепонеl\,lного диагностикума. Установлено, что 
наибсль.п1ие преи.1мущества им:еет использование полиакролеиновых носителей 
е диаметром частиц 1,2 мкм в количестве 100 мг и сенсибилизирующей дозы 
ангиг,::на 0,20 мг. 

:Гiредварителън:ыrе исследования экспериментальных серий с сыворотками 
бош,ньтх различными формами сифилиса и здоровых лиц позволяли установить 
95%, �увствительность препарата и 99,8% специфичность. При сравнении теста 
экспресс - диагностики сифилиса с кардиолипином и предлагаемой РАЛ с 
обраб:панным ультразвуком антигеном вь1явлено совпадение результатов в 
9J !Yt:,. Рi\.Л превьнпаг�а метод экспресс-диагностики сифилиса по степени 
позитн.11зности теста (на 3%)� специфичности (на О,8о/о) и чувствительности (на 
0.,7<;;·;.)): особенно при ранних формах: сифилиса (на 1, 1 и 0,9% соответственно) 
[ 1 О]. 

Jiаиболее ч:асто для получения латексных диагностикумов в производстве 
и:споль33гют полистироловый латекс, несущий: на своей поверхности 
карбонсилъньте группь1 . 

.Гiатексные частицы с успехом м:о:;кно сенсибилизировать как антителами, 
так и антигенами, способнь1ми связываться с функциональными группами 
носителя [16�. 29] .. 

()сновны[МИ требованиями, предъявшrемь1ми к латексным дисперсиям, 
при разработке дишгностикума являются: монодисперсность взвеси, 
агрегати:вная устойчивость в электролитах, минимальный разброс латексных 
частиц по р.ю1\1ерам, а также высокая сорбционная активность их поверхности 
[39]. 

В ряде исследований были сделаны попытки существенно повысить 
чувствительность метода агглютинации частиц-носителей путём разработки 
новых способов контроля, имеюших вь:сокую чувствительность, и обеспечить 
количн�твенный контроль за ходом про :J;ecca агглютинации. Но все они имеют 
ряд недостатков (либо сло:жность аппаратурного исполнения, либо 
продогж.1f1те:тыюсть анализа). Был предложен способ контроля за реакцией 
латекс1101'i агглютинации, основанный на наблюдениях за изменением 
отношения интенсивностей рассеянного света для выбранной пары углов 
рассеяни:я, который даi�т хорошие результаты, но не обладает экспрессностью 
[2.6, 65:/. 

J(e1:niп1�;ton с соавторами полуqили латексный диагностикум с 
сорбированными антигенами Toxoplasrna goшlii для выявления специфических 
антител в сь1воротке крови. ,Цругие сенсиби�тизировали полистироловый латекс 
антигенами из H"eckettsta richettsii, очищенных центрифугированием в градиенте 
плотно:::тн сш:арозы. Однако антигены гюлисахаридной и липополисахаридной 
природы плохо связываются с функционалы-1ь1ми группа:\1и латексов, поэтому 
чюпе в качестве лигатов используют антитела. Так, как иммуноглобулиновые 
ди:агности кумы успешно применяют при выявлении антигенов вируса 
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[1:раснухи,. ротавирусов, полисахаридов Neisserila meпingitidis группы В, 
антигенов C1os1ricliuш difJieiJe в фекалиях, циркулирующих иммунных 
комплексов и ревматоидного фактора, иммуноглобулинов в молозиве кобыл 
:испогьзовали РАЛ для опредеш�ния: альбумина в моче при диабетической 
нефропати11 ,, другие ра.з:работали быетрый способ опред�:::ления скрытой крови в 
фека.r:vrях" 

J.�:-:i:я сенсибилизации латексных частиц антителами или антигенами
и с пол ъзуются различные режимы в зависимости от природы выбранного 
лиганда и носителя. Так, Р. Seveгin предлагает для получения антительного 
диагнос:тикума инкубировать полистироловый латекс с оптимальным 

б ·,·,2_ 3 7
°С 6 ф разведением IIJv1J1лyнoпю улина _ ч при в глицин-за у ерном 

физис,:юги[i[·�:ском: растворе (рН 8,2) с последующей блокадой несвязавшихся 
актив:тых групп бычьим съшороточныJvr альбумином. Н). В. Лукин и соавт. 
получали им:Nrунолатексные коньюгаты путем инкубации суспензии 
полиакролеиновоJго латекса·� И\11:муноглобулинами в течение 2 ч при комнатной 
те\1пературе в фосфатно-со.гтевом буфере (рН 7,4). 

,;rJ(JпI сорбции антигенов на латексных частицах режим сенсибилизации 
3ависит в. боль.шей степени от структуры антигена и его концентрации. 
Суrцествует способ, 3аключающийся Е: обработке полистиролового латекса, 
смеш2.1-н-юго с белковым лигандом, этс:1нол·-ацетатной смесью, в течение 18 ч 
при 5с С. После центрифугир)Вания при 16000 is этанол-ацетатный супернатант 
отбрасьrнали, а осадок латекса ресусnендировали в глицин-солевом буфере. 
Таким образом, количество антигена, адсорбированного силовым методом, 
ограничено только пределом: насыщения поверхности частиц. В таких условиях 
активные группы лате�сса максимально связаны с белковыми лигандами. 

Г[ри постановке Р АЛ обыч1-ю исследуемый объект в оптимальном 
разведе1-1ии непосредственно с1,v1ешивают с суспензией латексного 
диагностикум:аl в ячейках 1олист:ироловых планшетов или на стеклянных 
плас·1гЕна:!( [8]. Сl\н�сь встряхивают и 01:тавляют для осаждения. Предлагается 
модификацин метода: исследуемую сыворотку инкубируют в ячейках 
по�тистиролов1ых планшетов 1 ч при :Р0С с последующим её удалением. Без 
высушивания в ячейки добавляют суспензию латексного диагностикума,, платы 
встряхивают и инкубируют 1 ч при :З7

°С. После центрифугирования при 1500 g 
в течение 1 О мин платы о,�тавляют .r::1я осаждения частиц на 1-1,5 ч при 
коl\п-�атной температуре. 

Как ука3ано выше, больши:11,,r прЕ:имуществом Р ЛА является быстрота 
ответа при простате постановки. Это обстоятельство привлекло к нe:vry 
внимавие как к одному из возмткных путей разработки быстрых методов 
диагностики СJШ/fД и В:ИЧ-инфекции. 

:к моменту начала исслед.ований: ]\1[аренникова С. С. и др. в доступной им 
литературе и�viе�шс:ъ Jшшь одна публикация по использованию Р ЛА для 
выявления антител в ВИЧ. Авторам удалось сенсибилизировать 
полистироловый латекс рекомбинантнь,IМ антигеном ВИЧ, состоявшим из 
ловерх1юстных белков. При испытании диагностикума на 95 сыворотках, 
содержащих антитела к BJ1P:1 и 116 отрицательных сыворотках получено 
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пош-юе совпадение рез:улыатов при ИФА и иммуноблоте, что позволило 

высоI<о оценить диагностическш� возможности этого теста. Последующее 

широкое использование теста в Африке дало неоднозначные результаты: Р ЛА 

оказался надежным топько в опытнь1х руках [29]. 
Плотниковой Э. J\1. и др. были гrроведены исследования по разработке 

т1�х1-ю:нJгии изготовления бруuеллезного латекс - диагностикума для индикации 
бруцеллезного антигена. 

ГI0луче1-1ный диагностику:1,1 испытывали в реакции латексагглютинации 
(Р . .11\) согласно об1цепринятой методию::\ оценку активности препарата 
проводили по 4 бальной системе. В качестве положительного антигена 
испош,зовали стандартный бруцеллезный и полученный гамма облучением 
бруце.,лезный антиген, а в качестве отрицательных контролей 
сальмоJ1-1слле:зный и туляремийный антигены. 

Чувствителы-1юсть:, активность и специфичность полученного 
диагностикума испытывали в РЛЛ с использованием различных штаммов 
бруце::ш и гетерологичных ку:н,тур ( с2L:1ьмонеллы, туляремийные антигены). 
Ре]ультать1 испьпаний показали, что полученный по новой технологии тест 
являе1ся актшв:ным�, специфичным и по скорости получения ответа значительно 
превосход:ит существующИЕ' тесты [3 2]. 

/\мфитеатрова Н. Ф. и др. провели и,�следования по разработке более 
чувствительного, быстрого во времени исполнения и менее сложного в оценке 
результатов метода обнаруясения r1ротивококлюшных антител в слюне на 
ОСНОВЕ: РАЛ. 

,;�ля этого полистироговый монодисперсный латекс с диаметром частиц 
0,55 м11с"111., приготовленный во В1-IИИ синтетических каучуков (С.- Петербург), 
еенси6и;тизировш1и дез:инте11)атом В. pe:-tussis . 

. Щ.:тя оценки специфичности диагностикума одновременно проводили 
РПОJГv11\ (реакция ппасти:..rчатой окрашенной латекс-микроагглютинации) в 
гоможн·ичной и 16 вариантах гетерологичных тест-систем. РПОЛМА была 
ПОJЮЖТтельной только в ГОl\ЮЛОГИЧНОЙ Тl�Ст--системе [5]. 

):[ж:авадова И" М. и др. ра3работали латексный антительный диагностикум 
для вьявленшr антигена вируса инфекr::ионного бурсита кур (ИБК), который 
прост в по:тучении, имеет высокую чувствительность и специфичность и может 
быть испо:rьзовш-I для экспресс диагностики инфекционного бурсита кур. 

3 опытах использоваги 35-40 суточных цыплят яичных пород. Птицу 
зарюкапи патогенным штаммоl\I 52/70 вируса ИБК и через разные сроки 
исследовали фабрициевы су1,1 ки .. Патологический материал гомогенизировали в 
0,01 J\1 фосфатносолевом буфере рН 7 ,2 в соотношении 1: 1 (вес/объём), трижды 
замора::кивали и отгаивиш. Вирус:содержащую суспензию 30 мин. 
центрифугировали при 3000!;, над.осадочную жидкость применяли в качестве 
антиге11а. 

Гипериммунную сыворотJ_(у к внрус:у ИБК получали иммунизацией 
пыплят инактивированной маr�ляно-эм)'льсионной вакциной. Из сыворотки 
вьщеляпи гам:\1а-г.:1обулиновую фракцию осаждением сульфатом аммония. 
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Латекены1f11 антительный диагностикум готовили, смешивая суспензию 

латею::а(2 1�'<>-·Ная концентрация частиц) с равным объёмом гамма-глобулиновой 
фракции в соответствующем буферном �:::шстворе. 

Чувствительность РАЛ с :;-�атексным антительным диагностикумо:м: к 
анп1г,::�ну нирус:а ]iIБK была сравнима с результатами Р ДП и ВИЭФ при 
исследовании положительных антигенов и при заражении цыплят патогенным 
ШТаJ\1ЫС}\,1 52/70 вируса ИБК [23]. 

Резу.:Iьтат:ы исследований ,с:отрудников Института физиологически 
активJ1ь1х веществ (г. Череповец) могут иметь большое значение в клинической 
практ:1ке при распознании того или иного вирусного заболевания. 
Разработанный ими метод опреде.:�ения вируса чумы плотоядных с 
использованием латексного диагностикума обладает высокой 
чувств ител ыюстью и сшщифичностыо и может быть предложен для 
ветер и нар ной практики в качестве диагностического теста при анализе ВЧП у 
собак. 

)].ля получения :штексно:го диагностикума использовали полистирольную 
суспенлно (ПС), представгяюшую собой сополимер стирола с метакриловой 
кислотой, содержащую на поверхности микросфер реакционноспособные 
карбоксильвь�е группы для ковш1енпюго связывания с белком. 

Э качестве иммуноспецифического реагента для приготовления 
латексных конъюппов применяли у-глобу.пиновую фракцию, выделенную из 
ИМ.\1)ЪНОЙ сыворотки кролика, в которой присутствовали антитела, 
облада.1:ощие специфичностью к ВЧП [2J. 

Воробы�:вой 3. Г. и др. Jазработан достаточно стабильный, 
чувствительный и специфичный латексный антигенный туберкулезный 
диагностику,1:, И(:пьпанный в х.озяйствах Рязанской, Орловской, Тульской, 
Тверской областях. Для получения латексного диагностикума они 
исгюльз:овали полиакролеиновый латекс с размером частиц 1.8 мкм, 
окраш,:::нпый пиронином в розовый цвет. Латекс: сенсибилизировали при рН 8.6 
водорастворимой фракцией бе:шов сониката бактериальной массы М" BoYis 
штамм \/а]е(: (полученного пезинтеграцr,rей на УЗДН-2Т при частоте 22 кГц с 
водяным охлюкдением), убитого фенолш,1. 

Диапюстику:м апробировали с гипериммунными к 5 разным видам 
микобактерий кроличьшvш сыворотками. В этих опытах установили высокую 
видовуIО специфичность и чувствительшхть, его [17]. 

В �/краинском Н11И экспериментальной ветеринарии отработана реакция 
аггшотинации в латексе для обнару:жения адгезивного антигена К99 у 
эшерихий в 1�J1екалиях и содержимо11.1 киг1ечника телят на основе отечественных 
полистиролозьтх монодисперсных латексов с различным диаметром ча1�тиц и 
определение воз11,южности еЁ; примененюI в производственных условиях. 

,;(ля приготовления латексных диагности:умов использовали кроличьи 
антиад'е:ЗИВJfIЫе К99 сыворотки с титrом агглютининов 1:800-1:1600 в РА. 
Гамма-глобулиновую фракuию по�1учали высаливанием 38%-ным сульфатом 
аммон:ия или осюкдением 601%-ным раствором полиэтиленгликоля и хранили до 
ис:поль:нтюшя при минус 20°С. Контролем служила гамма-глобулиновая 
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фракция норм,шыюй кроличьей сыворотки. Носителями специфических 
Иl\Il\11у:1оглобулинов были полистироловые латексы с диаметром частиц 0,82 и 
0,97 l\{KJIIII.

Для экстракции адгезивного антигена :К99 из фекалий новорожденных 
телят пробы смешивали с глицин-забуферным физиологическим раствором. 
содержшщим 0,5% глицер1-ша (1 :3), нагревали 20 минут на водяной бане при 
б0°С н центрифугировали 30 минут при 2000 об/мин. Надосадочную жидкость 
использовали для реакции латекс-агглютинации. 

Диагностику11.1 на основе латекеных частиц диаметром 0,31 мкм, 
иммоби:шзированных иммуноглобупина\1и в разведении 1 :40, обладал высокой 
чувс:тнителъностью и выявлял белок фимбрий в концентрации 12,5 мкг/мл. 

Степень ра:шедения латексов глициновым буфером влияет на 
чувствителы1ость реакции. Опти:ма1ъное соотношение латексов и буфера 1 :3, 
такой диагност:икум поз:вошш обнаружить белок фимбрий К99 в концентрации 
(i,25 :,.1кг/rvе1. 

J,Тм\1обилизация латекса гамма-·гл,:::>булиновой фракцией в разведении 1 :80 
не снижа�та ч:увствительн ос:�ги: препаратов, что, очевидно, связано с 
уменьлением концентрации частиц латексов и количества иммунолобулинов.. 

J>Iзучение стабильности отрицат1�льных контролей и специфичности 
реакции пою1зало:, что наиболее четкие результаты были получены при 
испо.л:,зовании д:иагности:кумов, приготовленных на основе глицинового 
буфера с 0,,5%) глицерина. Внесение в качестве стабилизатора 0,1 % бычьего 
сывороточного гшьбумина сопровождались спонтанной агглютинацией частиц, 
иногда оценивае1'юЙ на + + 1:J 9]. 

В нау ч:но-производственном объ �дине нии «Диагностические системы» 
(Нижний 1-Iовгород) для по:тучения спе:J:ифичес:ких латексных диагностикумов 
для ко.гшче:ственного определения и.м1.-Iуноглобулинов классов G, А и М 
использовали в качестве носителя лат1�кс АКРОЛАР-к (ТУ-6-09-10-1824-88), 
окраIП(�I-ПiЫЙ пиронино'vr в розовый цвет, с размером частиц 1,8 мкм 
(производство Ивститута биоорганической химии, Москва). 

Рез:ультаты реакции оц�нивали по 4-крестовой системе через 3 ч после её 
постановки. Вьшвпено соответствие получаемых результатов определения 
ко:шчества иммуноглобулинов способоы Манq:ини в РАЛ [15]. 

Изуче1-ше возNюжности опред�:ле:ния с помощью Р АЛ иммуноглобулина 
класса J\11 (I��J\![) также стало целью сотрудников Научно исследовательского 
ветери1шрного института Jrlечерноземной зошы РФ. Они предлагают 
испо;тьзовать для количественного определения Igl\,1 специфический латексный 
диагностикум. Целесообразность его исполиования основана на определенных 
преимуrдсствах Р АЛ по сравнению со способом JV[анчини, а также с 
1qувствнтелы�JЫМ иммунофер:v[ентны:v1 анализом (ИФА) . 

. При получении специфического латексного диагностикума для 
выявления I1�1'Л в качестве носи:тегя бьш использован латекс АКРОЛАР-·к, 
окран.1Е ншь1й пиронином в розовый ц1зет с размером частиц 1,8 мкм. На 
пов1:рх::rости специфических частиц латекса находятся активные альдегидные 
группы:, способньте вступать в хи,п;:ческую связь с амминогруппами белков, 
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обрэз:!/.Я основание lliиффа .. Частицы латекса между собой не 

агглютинируются, так как в составе носителей имеются ионные и 1-н:шонные 
детер 1··ентьI. 

(: пецифичность диагностикум:а определяли в реакции торможения. Для 
нейтрализации IgM в иееледуеNюй сыворотке использовали 
атш1Nмуног;�юбулиновые моноспецифические сыворотки против IgM и IgCт из 
набора для реакции Манчини (производство НИИ эпидемиологии и 
rv.rикробиологии Гvlинздрава РФ, Нижний Новгород). 

Сравнительной оценю:� Pi\JI и ИФА был посвящен ряд исследований. 
Резу.rг.таты в достаточной степени разноречивы, что определяется, с одной 
стороны., х:арактеристикой :конкретных диагностических наборов, с другой­
ус:,1ов>r:юп1 и срокам:и взятия и хранения исс;1едуемого материала. 

В работе Горбачева Е. Г. и др. лредставлены результаты сравнительной 
oцei-IюJr эффективности использования в диагностике ротавирусных 
гастроэнтеритов отечественной ИФА-тест-системы и коммерческих латексовых 
диагностикумов. Исrюль:ювали антигены ротавирусов различного 
происхо:,кдения- че;1овека, телят и свиней. 

,Для исследования ис:по.1ьзова.:ш коммерческие диагностикумы 
<<:]Rotalex:,> (Ф•1-шляндия) и <:<SHdex H.ot2. Ki1:» (Франция). Постановку реакции 
осуществляли в соответствии с Nrетодическими рекомендациями. 

В ряде случаев авторы указ.ыва:ют на наличие ложноположительных 
резу:-rьтатов РАЛ, обусловленн1ых несrтецифической агглютинацией латекса. 
Частота их варьирует от 5 до 20(1<). Возможным причинами неспецифической 
агглнгинации могут быть присутствунJщие в отдельных образцах фекалий 
антигпобулиновые l(ревматоv:дный фактор и др.) факторы [15, 40]. 

J·Iеобходимо отметить� что, нес:rvютря1 на простоту реакции, в каждом 
конкретно\1I случае необходимо тщательно отрабатывать условия 
приготовления И\1муносорбента и постановки реакции: буферную среду и её 
рН, конл.ентрацию сорбируемого :вещества, время инкубации, соотношение 
рЕ�ап1рун:нпих коr-.шонентов и т.д .. 

Как уже отмечалось выше, Р АЛ по чrувствительности и специфичности 
превосхо,дит многие к ·rассические серо:�югические реакции и иногда уступает 
лишь диагностическим методам "третьего поколения" (ИФА, РИА). В то же 
время P/\JJ значительно проще в постановке, не требует какой-либо 
специальной аппаратуры и vю)кет бып, рекомендована для использования в 
практис1ес:ких лабораториях в качес,ве экспрессного метода выявления 
вирусных антигенов и проти:зовирусных антител. К недостаткам данного теста 
можно отнести то:, что не всякая партия латекса годится для создания 
диагнос:тикума,, что совершенно не умаляет ценность реакции. 

Taк1·IJ\'I образом, латексы - этс· перспективные носители для получения 
специфических диагностикумов, используемых для анализа различных 
объектов при широком круге заболенан::rй бактериального и небактериального 
происхо:ждения. Уеовершен�твование сорбционной способности латексов 
расширяет возможность получения диагносгикумов с различной природой 



лигандов. Стандартность и стабильность таких препаратов способствует 
широкому при:rvю:нению их в серологии [ 16, 20, 22, 23, 31, 32, 40]. 

1 . 3 СорбевтьI, применяе:v1ые для иммобилизации белковых препаратов 
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Для получения и:ммобилизованн:ых белковых препаратов используется 
огршv1ное число носителей. Оснозные требования, предъявляемые к 
:чате�=иалам, которые могут быть применены для и:'v!мобилизации белков, 
следук1,1цие: 

1. вьк:окая химическая и биологическая стойкость;
�, 

L .. вьк:окая :механическая прочность;
3. достаточная проницаемость для белка и субстрата, большая у дельная

повс:рхность:, высокая вместимость, пористость;
4. во::::vюжЕюсть получения в виде удобных в технологическом отношении

фо::)м;
5. легкое переведение в реакционнос:rюсобную форму;
6. высокая гидрофильность, обеспечивающая возможность проведения

связьrвания белка е носителем в водной среде;
7. невысокая стоимость.
Огромное разнообразие доступных синтетических полимеров обеспечило

их 111ирокое: использование в качестве носителей для иммобилизации белков. 
Ввощ: н п<оимерные молеку:1ы разли1. 1вые функциональные группы, можно в 
широких пределах варьировать физич1�ские свойства носителя и создаваемое им 
м1икрсюкружение для иммобилизованных молекул белка. Синтетические 
по.ш,rмеры применяются как для ковалентной иммобилизации белков, так и для 
сорбционной. 

ТТолимерьI на основе стирола. Они являются основой многих 
промы11Jленных марок ионообмею,1ых материалов. Для сорбционной 
иммобилизации применяются как микропористые, так и макропористые 
матер11алы. Согюлим1;::ры с1ирола в виде сферических частиц с различными 
сши11з,1.1:ощими а1rен:тами можно получить гранульной полимеризацией. 
1 --Iаиболее часто в качестве сшивающего а1rента используется дивинилбензол. 
СтруктурньJЙ фраплент с дивинилбепзолом можно представить так: 

Геометрическая структура таких макропористых носителей варьируется в 
широких пределах при и3меш�нии количества сшивающего агента и 
ко1ще:1трации растворителя мономеров в реакционной среде. Пористость 
сополимеров стирола регулируют также тем, что проводят полимеризацию в 
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присутств.ии порообразователей, например, добавок, разлагающихся при 
нагре'ШНИl'I[ с выделением гаюобрюных веществ. 

1 -Iосители па основе сополиr\/rеров стирола и дивинилбензола выпускаются 
в проыы1шленноJ1.1 масштабе:. 

BI пос:леднее время стали применяться также носители, имеющие 
макрс,;::етчатую, изопористую и гетеропористую структуры. Макросетчатые 
полистироль1 подобны стеклам�, они имеют стабильную структуру пор, не 
набухают в воде�, отличаются повышенной механической прочностью. 
Получаt{>Т их Эl\!1ульс:ионноi сополимеризацией стирола с дивинилбензолом в 
присутствии осадителя. 

Изопорсть1й макросетчатый полистирол не обладает порстостью в сухом 
в.ид,t\ образуется он при сшивании сгирола в дихлорэтане, содержаще\1 n­
ксилипеЕцихлорид" 

Под действием монохлорметилов.ого эфира и парообразователя можно 
получить гетеропористый полистирол с диаметром пор около 1 'vIKM.

Применение- гетеропористы:х носигел1ей обеспечивает для различных по 
размера!�! белков сохранение высокой. остаточной активности, по-видимому, за 
счет структурного еоответстзия молеку.11,1 бепка и матрицы. 

Нем одифицированные полиспrрольные носители гидрофобны. 
Присо,единением ионогеннь.х групп в параположение бензольных радикалов 
можно придать ем:у некоторую гидрофильность, хотя, в целом, сохраняется 
склонность пошп.1ера к гидрофобнь1м взаимодействиям. 

:I1ирокие возможности для разработки новых видов носителей открывает 
введение реакционноспособньrх ангидридных групп в состав синтетических 
полимеров. В этой связи отметим новый тип носителя, полученного 
сопо.:пп\1еJJизацией эквимолярных количеств стирола и малеинового ангидрида: 

сбн:: 

·-··СН--СН
2
-СН-СН��

1 1 
с с 

/J \ / \\ 
о о о 

Как правило, используют сополимер, ,::шить1й гексаметилендиамином. Такие 
носители об.тад:ают довольно высокой в.\1естимостью по отношению к белкам, 
могут lтри 1.1еняться: как для не ковалентной, так и кова..11ентной иммобилизации 
белков. 

В присутствии избыточного количества диметилендиамина получают 
носите.1ь 1 содержащий аминоr1Jуппы: 
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По.:1имерь1 на основе прои:шодных акриловой кислоты. Одним из 
\1Ногочисленных производньтх акриловой кислоты, широко применяющихся 
д:1я гшлучепия поли:мерных гидрофигьных носителей, является акриламид. 
lllиpo:,:oe раепространение получ1-::1 метод включения белков в 
полиакриламидный гель,, получаюшийс:я при сополимеризации акриламида со 
сшиваюrцим агентом N, N'-метилен-бис-·акриламидом. Нити линейного 
полимера акриламида, сшитые N., t\�'--метилен-бис-акриламидом, образуют 
пространственную сетку геля, относительно жесткую, стойкую к химическим 
воздействиям.. Процентное содержа.ни: полимера определяет пористость и 
жесткость геля. 

Иногда применяют носител:1-1 с:-.rешанного типа на основе 
полшн:рилаl\нщного ге:1я и аrарозы под названием: «ультрогели». Они 
предС'Iавляют собой же:ткую матрицу, создаваемой агарозой, с 
контрс,лируемой пористостыю, обеспечиваемой полиакриламидным гелем. 
Носители выпускаются в виде вод'юЙ суспензии сферических гранул, 
примrеня1отся для нековалентной им11,юбилизации белков. 

Для пе.:�ей ковалентъой им-.,юбилизации белков полиакриламидный 
носите.-�ь активируют однш\r из способов: :1ибо в готовый полимер вводят 
функциональные группы методом химической модификации, либо 
полшvн�ризуют еоответствующее функц:и онал:ьное производное мономера. 

В качестве примера приведем реакцию сосполимеризации акриламида и 
п-нитр<>фенилакрилата: 

СН2
= СН 

i + 
c 1·:.)Nl·I2 

СН2===СН

1 -··+

СОО-СбН4·-NО2 
(1)
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С'пособ полимеризацю-J соединент-J"й, содержащий реакционноспособные 
группь1, более уд,обен, так как поз11юлж�т избежать нежелательного изменения 
свойств ( набухаемости., проницаемости) геля, возможного при модификации 

готов�)го полимера. 

В настоящее время создано 
сополи\.1еров акриламида с 
реакц11онн(х:пособными группами" 

большое число носителей на основе 
различными функциональными 

Из других произво,z:Jrых акриловой кислоты, применяющихся д.1:я 
полученин полимерных носител1�й, с"1едует назвать хлорангидрид метакриловой 
кислоты., При еJГо в3аимодействии, например., с ванилином образуется мономер, 
даю1.ц11й при полим.еризации соединение с высокореакционными альдегидными 
групп юли: 

CI-J1 ОСНз 
1 

СНз ОСНз 
1 1 

СН2
==={\-С'0(] + HO--C6I-{,-CHO --• СН:!==С-СО-С6Нз-СНО -� 

----+ СН 3

i' 
-C-CJ-I2-

С)===С 
1 
о 

1 
С)С1Iз-С6Нз 

сно 

(2) 

Болышинетво полимеров на основе акриловой кислоты не отличаются 
устой�сивост::,Ю к во:здействию .!\шогих химических реагентов, а также сильно 
набухиот в воде и органических растворите.1ях. Поэтому в некоторых случаях 
возникает необходимость в полимерных матершuшх, имеющих более жесткую 
структуру .. К синтетическиvr полимерам с жесткой структурой относятся 
сополнNrеры производных акриловой кислоты, в частности 

о 

// 
СН2

==С-С 

1 \ 
СНз О-СН2"·СН2 

он 

2-оксиметиш,1 етакрилата



о о 

// \\ 
СН2==С-С С-С=СН2 

1 \ ,1 1 
CJ-I:1 () ... cl--J2-CH2-0 СНз 
Эти�1енди\1етакрилат 
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\1lакропористь1е полимерны:е ге.rти на основе мономеров такого типа 
получаются обь1чно в виде сферических гранул. Важнь1ми характеристиками 
этих материалов служат их гидрофильность, механическая прочность, 
химическая и био:югичеекая с:тоrtкость, возможность использования 
органических растворителей «сферою>. Сфероны можно получить 
гетерогенной суспензионной сополиNеризацией мономеров акрилата или 
меrак::ншата:, содер:>кащих гидроксипьные группы, с диакрилатами и 
димет1,I.r1J1v1етакрилатами в присутствии инертного растворителя. Схематически 
фрагмент структуры сополимера 2-·оксиметилметакрилата, сшитого 
эт:илеш1и111rЕ:такрилатом, можно представить следующим образом: 

(-·н - 3

1 

СН2 
1 
о 

1 

соос::Н2СН:;ОН 

1 

С==О СООСН2СН2ОН СНз 

1 1 1 

СНз 

СН2 
1 
о 

1 
С=О 

1 
�-С-·СН 2-С-СН=,---·-.. ·-·--·- -----С ·---СН2--------·---С � 

1 1 1 1 
СН3 СН3 СООСН2СН2ОН СНз 

Изменяя 1:оотношение конuентраций исходных мономеров, можно в широких 
пределах изменять пористость, удельыую поверхность и число активных 
гидроксилы-1ы:1'.: групп сферона. Структура твердого макросетчатоого геля 
сферов а похожа на структуру с1ши1<агеля (гидрофобные углеводородные 
группъ1 обрасщ�ны внутрь пс,ли\!Jера). В то же время наличие гидроксильных 
групп :':lд поверхности придает матриr::е сходство с сефарозой и позволяет 
испо1п,::овать разработанные для сефарозы методы активации носителя. 
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Лолиамидные носители. Эта группа различных гетероцепных 
полимеров с повторяющейся: амидвой группой --C(O)-NH-. Один из способов их 
получения основан на гомополиконденсации аминокарбоновых кислот,
например Е··аминокапрроновой кислоты или ее лактама: 

н о 

1 1 
-}.J-( CH:)s--C-

Г!(1,ми:,ю най.:юна-6 для иммобилизации используются 
поли:из,онитрилнай.сrон, пол�::а:миноарилнай;rон и др. Амидные группы придают 
полимера\1 гидрофильность .. 

r1 �
;!- ,ля использования в качестве носителеи полиамиды активируют, 

чаети-шо гидроли:зуя, с последующей обработкой, например, глутаровым 
альде:·ид,01,,:r: 

NH 

/ 1 
в: ,\ 

1 
С==С, 

NH2 
/ 

+ ]:1
+ ---+ н

\ 

соон 

N=CH-( СН2)3-СНО
/ 

+ ОНС-(СН2)3-СНО --с)· Н
\ 

соон 

(3) 

Главны\11 достоинство.м: носителей этого типа является то, что они могут 
быть со�цаны в различной физической форме: в виде гранул, порошков, 
волокон., меr.,,1бран, трубок и '�.д. 

:{ группе полиа\l(Идных. носителеиr следует отнести полимеры на основе 
N-вина.Jпшрролидона::

CHi==CH 

N 
/ \ 

\ С==О 
\ _____ \ 

IПирш:ое при:1\1енение этих J1-юсителей, прежде всего для медицинских целей, 
обус.тюв.пено �rx био;·югической инертностью и стойкостью к воздействию 
биологической среды. 

Нсн::ит,�:ли на основе поливинилового спирта. Эти носители обладают 
высокой реакционной способностыо. К достоинствам носителей на основе 
поливинилового спирта следует отн,�сти, помимо высокого содержания 
реакцион11�ь1х групп, большую вместимость по отношению к белкам. 
Соответствующая обработка по:зво;,rягет вводить в них различные 
функциональные группы: диазоизотиоциатные, альдегидные, 
хлоротриа::шшоВЬJ[е., дисульфl''дные и др. для получения гидрофильных гелей 
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носители !v1огут бьпь сшиты глутаровым ,шьдегидом в кислой среде, а в 
ще:ючной -· эпихлоргидрином или П··кс�ши;rендихлоридом: 

01-:[ 
/ 

он 

/ 
но 

\ 
Н-ОН + CJJ!-:l2C.-C6H4-CH2Cl --� Н-О-СН2-С6I-14 --С:Нг0-Н 
\ \ / 
01-:I он но 

он о OI-I но 

/ / \ \ 
Н-ОН + с1н:::С--СН-СН2 --* Н-О-СН2-,СН-СН2-О-Н 

" 
1 

он 

\ 1 / 
он он но 

он 

/ 
он но 

\ 
Н-01-1 + ()НС-(СН2)з -СНО --'· I--[-0--CH-(CH2)3-CH-O-H 
\ \ / \ / 
00 О О 

(4) 

(5) 

(6) 

'Га:ки,-1 образом, в практию� в качестве белковых сорбентов применяются 
множество различньпс полимеров, отличающихся по физико-химическим 
свойет.зам :и способностью к сорбции белковых \1олекул. 

Полиуретаны" Ги;�рофильные полиуретановые полимеры, содержащие 
группировку ---J'П-1-·С:О- , - достаточно удобн.ые материалы для включения 

1 1 
о 

беJlков в гель; процедура иNrмобилизащн� в этом случае заключается в простом 
смешивании коJVшонентов. 

Полиуретаны образуются при взаимодействии изоцианатов (например, 
2,4 и 2,6-толуи:лен-,, гексаметилен- или дифенилметандиизоцианатов) с 
полиогами (гликоляN1и, триолами, прость:rми и сложными олигоэфирами, 
содер:,1<:аLЦШ\1Н ОН-группы). Структуру одного из полимеров для получения 
полуретанового геля можно предетавить в следующем виде: 

о 

1 1 // \\ 
J -IN--C--O--(CH--CH2 --0)п-C-NH-· ···СН3
1 11 1 1 \1 

, _______ _// 

// \ 
1 1 1 
\ \, / \ 

('Нз О 

1 -�.1::=·,(''·=::(') '-� ... . 

\ 
1',J,=C==O 
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При по.!тимеризации может происходить частичный гидролиз изоцианатных 
rрупг с ВЬIД(�лением диоксида углерода. Образующиеся аминогруппы 
взаимодействуют с изоцианатньпvш группами, поперечно сшивая полимер. 
Суммарную реакцию J1,,1ожно представить следующим образом: 

2H.--NCO + Н20 --+ Ft-NJICONН--H .. + СО2 (7) 

ГТолиуретаны обладают болыпей стойкостью по отношению к воде и 
окислителям, чем полиамидь:r [70]. 

l .4 Методы сорбции белковых пр�паратов полимерными сорбентами 

Иммобилизацию белке. мо:жно определить как включение молекулы белка 
в изо.лчюванную фаз:у, которая отделена от фазы свободного раствора, но 
способна обмениваться с находящt1мися в ней молекулами субстрата, 
эффе1<тора или ингибитора. Концентрации этих веществ измеряют в свободном 
растворе. Фаза белка обычно нерастворима в воде и часто представляет собой 
высоiс)мопекулярный гидрофильный полимер. Включение в нее белка 
осуrцествляют различными способшvш: белок может быть ковалентно связан с 
этой фазой, адсорбирован на ней ил1 ф1.о::шчески включен в нее. 

Л.дсорбция. В соответствии с вышеизложенным определением, в котором 
под иммобилизацией беJ[]са понимается его включение в ка1<ую-либо 
изолированнуiо фазу., которая отделеаа от фазы свободного раствора, но 
способна обмениваться с находящимися в последней молекулами субстрата 
или эффсктора. Иными словю1,1и:, иммобилизация представляет собой 
включ;�ние белка в такую среду, в которой для него доступной является лишь 
огранv.ченная часть общего объема. 1:- -Ia основании этого определения все 
су1цес�:ву1:01ш1<е методь1 физической и:v1:мобилизации можно разделить на четыре 
группы: JI.) адсорбция на нерастворимых носителях; 2) включение в поры геля; 
3) пространственное отде.:тение белка от остального объема реакционной
системы с помощью полупроницаеJ.v1ой перегородки; 4) включение в 
двухфнзну10 реакционную среду, где белок растворим и может находится 
только в одной фазе. 

Следует отмеппъ, что адсорбция на нерастворимом носителе - это самый 
простой 1,летод иммобилизации белков. Процедура иммобилизации состоит в 
смеши:�ании при подходяrцих условиях белка и носителя, инкубации и 
отделе:лrи нерастворимого компонента смеси от растворимого 
центрифугированием или фильтрованием. Сшв:ный недостаток этого метода 
состоит в 'jr·o:-.1, что белок мшкет связываться с носителем недостаточно прочно. 
На такого рода связи влия�от даже незначительные изменения 
экспериментальных условий: рН, ионной силы, температуры и природы 
растворителя, что 1v1:о:ж:ет приводить к десорбции белка с носителя. Десорбцию 
белка может вьвнать также субстрат. В идеа.тrьном случае иммобилизация белка 
не доJТЕНа приводить, к активности белков. 
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1(01Jалентное присоединев:ие. Главными отличительными признаками 
методов имл,юбилизац:ии является то, что путем химического воздействия на 
структуру белка в его молекуле создаются новые ковалентные связи, в

частн:)сти между белком и нюсителем. 
Препщраты иммобилизованных белков, полученные с применением 

химических методов, обпадают:, по крайней мере, двумя важными 
достош--1ствами. l�о--первых, ковалентная связь белка с носителем обеспечивает 
высоку10 прочность образующегося конъюгата. Иными словами, при 
достаточно широком варьlilровании у:::ловий, таких, как рН и температура, 
фермент не десорбируется с носителя. Это особенно важно при реализации 
процессов :,1:едицинского назначения. Во-вторых, химическая модификация 
белков способна приводить к существенным изменениям их свойств, таких, как 
субстршшая специфичность и стабrшьность .. Именно химическими методами, 
путе1,1 многочисленного закрепления: белковой структуры удается достигнуть 
наибопьших эффекто:в стабилизации бе:IКовых препаратов. 

Метод иNrмюбилизации белков с помощью ковалентного связывания 
основан на образовании х:имической связи между молекулами белка и 
носитсле,1. Пр:r-:1 этом важно, чтобы аминокислоты, необходимь�е для 
прояв.-1ения активности беJв:ов, не участвовали в ковалентном связывании с 
носит·��лем. Избе::кать этого,, как правило, трудно, поэтому способ ковалентной 
иммое,илизации обьiчно привод11т к снижению активности. Однако 
инактЕвацию белка можно пrредотвраппь, если проводить иммобилизацию в 
присутствии субстрата, который за1цищает активный центр. Для ковалентного 
присоед.инения носитель нужно предварительно активировать. 
АктивщJ<шанный носитель может реагировать с определенными группами 
молеК)':ты белка: ct-· и :Е:-{LМJ-шогруппам:и остатков лизина, а также 
функциональными группами остатков тирози:Е-rа:, гистидина, и цистеина. 

Основные принципы конструирования препаратов ковалентно 
иммоб:;.�ли::юванных белков. Для цел,�й: иммобилизации существует буквально 
неограниченный выбор синтетических полимеров и сополимеров. Одни из этих 
веrцес�:в могут быть и:спо_;1ьзованы непосредственно в качестве носителей, 
другиЕ пред:варителы-ю доюкны быть подвергнуты специальной химической 
обработке активаторами или м:одифищ:,трующими агентами. Иными словами, 
«хим1-гrеская методология» иммобилизации не испытывает недостатка ни в 
выборе исходных материалов:, ни в споо:::.бах их трансформации. Однако все это 
составля,ет 1т:!едм1�т и задачи тактики. 1-(то же касается стратегической линии, то 
она базируется на принципю: конструкции препарата, а таких принципов всего 
три. 

Дело в томr, что незавиоп,ю от чис.та и химической природы компонентов, 
вовлеченных в процесс имl'vюбилизации, числа и сложности отдельных стадий 
этого пронес1:::а, принципиа;�ьно различающихся элементов-блоковхимическо:й 
констр�rкции не более трех эле:ментов: I{--С-Б (как максимум) и двух Н-Б и С-Б. 
в свою очередь принципы конструирования соответствующих конъюгантов 
можно нагл.:>.1дно обозначить терминами «пришивка» (для Н-Б), «сшивка» (для 
Н-С-Б) и вшивка (для ]J-Б). 
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Рассмотрим эти принципы боле подробно. При наличии на поверхности 
носителя функцт1онаг[ы-1ых групп, способных вступать в химические реакции с 
функциональнЬ,IJ\.1И группам:и 61�ль:а с образованием ковалентных связей: 
полу"J ени:е имl\,юбили:юванного белка еводится к простой процедуре, 
аналогичной используемой для ф,изической адсорбции белка на носителе. 
]\1етсцическнх различий здесь действительно нет: в раствор белка вводится 
носитель и белок на нем адсорбиjруется, однако адсорбция при химической 
иммо6и.J1и1,ации необратимая -- бе:rоь: пришивается к носителю одной или 
нескоirы;;:ими ковш1ентными связями. Тесный контакт белка с носителем может 
оказ:а�ъся: не:желателы-1ым, например, из-за неблагоприятного изменения 
микросреды б1�лю:1: стерических и диффузионных ограничений. Выходом из 
такой ситуации становится отделение молекуль1 иммобилизованного белка от 
поверхности носителя на некоторое расстояние. Для этой цели применяются 
спшвэю1дие реагентьJr различной длины. Они могут быть как простыми 
бифуЕкш1о�-1альньгvrи (т.е. с двумя одинаковыми или различными по 
химиl:.J еской природе реаыционноспособными группами), так и весьма 
СJЮ)Кными полифункциона;1ьными реагентами, в том числе построенными из 
отличаюшихся по :химической: природе: звеньев с различными по прочности 
связями между :ними. Тем не менее�, з,гесь используется один общий принцип 
ковалентной иммоби:тизацvи -- сшивка белка с носителем посредством 
сшиr:ш1{нцего агента" 

По рюнообразию методичесЕих приемов, по крайней мере за счет 
сшивающего аге1гга:, этот способ нееравнимо богаче и гибче предыдущего. Во­
вторы:-:, подбором длины сшиваюJ!цего агента (или подбором оптимальной 
смеси с:rнивающих агентов различвой длины) Во-вторых, можно специально 
конструировать сшивку так, чтобы она содержала связь, лабильную в 
определенных условиях или специфичес:Jкими реагентами. 

Целый ряд ра:шообразаых рt�шений задачи ковалентной иммобилизации 
белкоЕ дает использование систем:, изначально не содержащих носителя, а 
только белок и с1D11ивюощие агенты:, где носитель формируется непосредственно 
в процессе имrv.1обилизациr' или ЖЕ: сам белок служит одновременно и 
носителеr,,1" Речь,. такими образю:\1, пойдет здесь о ковалентном вшивании 
мо:·rекулы белка в различные типы СЕ:ток. Идея конструирования белковых 
сеток вытекает из полифункцион,1�·rьной природы самой молекулы белка, 
имеюш.ей на поверхности поми1vю активного центра достаточно большое 
количество реакционнослособных групп. При введении достаточно большое 
количество реаюционноспособных групп. При введении в раствор белка 
бифункционапьного сшшвающего агента отдельньrе молекулы белка сшиваются 
друг с другом и образуют более или менее сложные агрегаты сетчатой 
структурьr:, в которой у:шами служат сами молекулы белка [70, 71, 72]. 

Таким образом, с:ущест.зует большое количество методов иммобилизации 
белков на лолиJv1ерных носителях, которые отличаются друг от друга способами 
связывш:�ня белка с носителе1,,1, ycлoвияNrJf:I проведения им:\1.обилизации, а также 
свойствами применяе:мюго сорбента. 
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2 Патентный ПОИСК

В реэулътат,е патентного поиска было выполнено исследование объекта 
гюис:Е:а по пап�нтной и науч :-ю-техниче�:.:кой литературе. 

Глубина патентного 1оисю1 -·- 1994-2008 гг. 
Поие:к проведен по сжщуюrдим материалам, изученным в ходе 

выпо:л-1ен:ия i\Лlги:с:терской ди[сс:ертации. 
Известен способ приготовления лептоспирозного диагностикума для 

постаJнювк:;;1 реакции латекс-агглRгинации. Изобретение относится к 
.медицине, в частности к ветеринарии, а именно к иммунологии, и может 
ислольюватъся для диагностики ш�птоспироза человека и животных. Способ 
обеспечивает раннее и бьrстрое обнаружение антигенов лептоспир и 
одновременное установление их серогрупповой принадлежности. Проводят 
адс:орбцито одного из компонентов иммунного теста на поверхности 
1\Шкрокапсул латекса, исполь3уе1vrых в качестве носителя, и предусматривают 
в процессе r1риготовлени.s: воздействие ультрозвуковыми колебаниями на 
продукты адсорбции с последующими отмывкой, центрифугированием, 
инкубацией в холодильнию�, добав:1ением консерванта и разливкой по 
фшшонам. В качестве микросфер .штекса используют карбоксилированные 
частнцьr, активированные карбодиимидом , при этом IgG-антитела к 
лептоспира!\I с:��рогрупп Caп:icola и Icteroemoпhagiae адсорбируют на 
упоJ\1янутых частицах латекса путем обработки на ультразвуковой бане в 
течение 3:±:0,5 мшн с послежующим встряхиванием при температуре 4±1 °С и 
дальнейшей инкубации Clv:ecи при этой :же температуре. Затем продукты 
адсорбции отмывают дистиллированной водой центрифугированием и к 
полу�1еннш,1у оеадку добавляют физиологический раствор до 
первоначального объема [Патент РФ NQ 2177617, МПК GOINЗЗ/567, 
r О] 1'. -�, '3 /·� ·1 �- ·,· с::' ·"1 '7 ·i '1 ') 1J101] \-.JГ . 1', _:, ·- ... , 'т'l':· опу'-1J1. "�, .. L .. - • 

И3вес:тен способ пол:учевия диагноетикума для обнаружения 
дифт1�рийного токсина. Изобретение относится к медицинской 
микробиологии и касается получения диагностикума для обнаружения 
дифт:�рнйного токсина.. Сущность изобретения заключается в том,. что в 
качестве носителя используют полимерный носитель, полученный методом 
аниоЕной поли11.1еризации м:ономера - акрилового альдегида в присутствии 
иниц>штора по;ти1v1[еризации едкого натрия и представляющий окрашенные 
монодисперсные частицы сферической фор:\1ы диаметром 2±0,5 мкм с 
реакционными альдегидными группами на поверхности частиц в количестве 
1,3-1,6 11,1кмо;п./г носителя, отмывают носитель О, 1 М карбонатным буферным 
раствором с pI--I 9,0--9,2, центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 минут 
и имиобилиз:ацию проводят суспев3ированием: отмытого носителя в 0,1 М 
карбонатном буфере, рН 9,0-9,2 и добавлением к нему дифтерийного 
антитоксического иммуноглобулина, оставляют для контакта в течение двух 
часов при 20 °С, охлаждают до 7 °С и выдерживают 16-18 часов, 
стабилизацию проводят вве:дением в суспензию 1 о/о раствора желатозы на 
0,9 °/о растворе хлорида на1рия�, оставляют при перемешивании при 20 °С в 
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течение двух час:ов, прово,�ят лиофилизацию диагностикума, а обнаружение 
дшртерийного токсина осуществляют в реакции агломерации объемной. 
Пре,1м:уш.е1;тво изобретения заключается в повышении специфичности 
[Патент РФ N�( 2282] 92, NПТК СЮlNЗЗ/569:, ПО1N33/543, опубл. 20.08.2004]. 

Известен и:\1мунодиагностикум на основе полистирольного латекса. 
Изобретение относится н области медицины, в частности к средствам 
экспресс-диагности:н:и широкого спектра з:аболеваний, и представляет собой 
имм:унодиапюс:тикум на основе модифицированного полистирольного 

..._� /""' U 1• латегсса, соде1тжащии оалластныи 1Оелок для насыщения вакантных центров 
связывания, при этом соцержит в качестве балластного белка с1-казеин 
коровьего молока в равных объеNшх с модифицированным полистирольным 
латексоl\1[ при концентрации а·-казеина 0,4 мг/мл на основе 
модифицироваш-юго полистирольного латекса, содержащего в качестве 
балт1стного белка а··казеин коровьего молока. Данный иммунодиагностикум 
хара:.:теризуется пролсш[I'ИJюванныl\'[ сроком годности и высокой 
чувствительностыо, позволяI{>Щей проводить определения в разбавленных 
проба)с, что препятствует возникновению неспецифической агглютинации и 
обеспечивает получение достоверных результатов. В зависимости от 
природы и:,11"юбилизованного на поверхности латекса специфического белка 
мшкЕ:т быть получен широкий спектр диагностикумов, предназначенных, 
напр:тмер, для ко;нrчественного определения продуктов деградации 
фибрина/фибриногена и рев!vrатоиднего фактора в сыворотке и в плазме 
крови чеJ1.овека [Патент РФ No 2231366, МПК А 61К51/08, G01N33/569, 

,...
')7 D" ''С'С' 1] oпyl:)."t. ,,. , .

1 t> ··� , .l"t . 
Известен с:пособ получения антигенного полимерного 

хе.11шобактерного диагност:ику:ма" Способ получении хеликобактерного 
антигенного дагностикума, вк1ючюощий иммобилизацию антигенов с 
последу.1-оши'l1 обнаружением в сыворотке или плазме крови человека 
специфических иммуноглобулинов юr2.ссов J\1, А, G к антигенам Helicobacter 
pyloiri, отличающийся те�v1, что растворимый хеликобактерный антиген, 
по.1учшот и:з кпеточного лизата путем двойного разрушения бактериальных 
клето:"<�, во-первых�, обрабоiкой 1 % раствором натрия дезоксихолата из 
расчета 0,5 мл раствора на 2:,0 l\'Ш суспензии с концентрацией (5-7)' 10 10

:v1к/мл, с последующим перемешиванием на магнитной мешалке в термостате 
при те.м11ерЕlтуре 40 °С в ТЕ.:чение двух часов, во-·вторых, проведением пяти 
циююв по 30 с ультразвуковой дезинтеграции, затем полученную взвесь 
осаживаl{)Т центрифугированием при 8000 об/мин в течение 40 мин, при этом 
получ,�нн:ь1.й клеточный ли:шт исполь3уют в качестве сенситина, который 
иммобилиз:иру:ют на полимерньrй носитель с последующей его 
лиофнлизацией, а обнаружение хелихобактерного возбудителя осуществляют 
реакц>1ей агломерации объе!1.1ной. В сенсите получают концентрацию белка в 
пределах 1 ,5 ··2 мг/м с широким: спектром иммуноглобулинов. В качестве 
1-юсIТr,;�ля сенситина используют сферические полимерные частицы 
диаметром J. .,5 мкм, содержащие 1,3 мМ/г альдегидных групп, при этом 
иммоби:1и:заци.Jю микрос:фер лизатом осуществляют при использовании 0,1 М 
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карбонатного буферного раствора с рН 9,2. Блокирование свободных 
,ш1)дегидных групп проводят путе\1 добавления к суспензии носителя с 
растворимым антигеном 2,0 мл 0,5 !};) раствора желатозы на 0,9 % растворе 
хлорида нг,трия и оставляют при постоянном перемешивании на мешалке в 
течение 120 мин при температуре 20 °С [Патент РФ № 2006116259, МПК 
СЮГ�33/544, Cr01J\r33/531, опубл. 10.12.2007]. 

Иlз:вестен способ получения латексного диагностикума для постановки 
реакции латекс-·агглютинации. Изобретение относится к области 
вете::,инарной вирусологии, в чаетности к епособу получения латексного 
диап-юстю<ума инфекционных заболеваний рогатого скота и птиц. Способ 
получения ;штексного диагностикума заключается в том, что полимерную 
суспензiп{> центрифугируют, доводят дистиллированной водой 
кон1J,�вгграцию полимерной суспензии до 0,5 %, по сухому остатку полимера, 
с:v�ешинают в равнь1х объемах водные раетворы вирусного антигена в 
инфЕ:кционном титре 6,5 IE!; ТIJД/5011,ш (Тканевых Цитопатических Доз) и 0,5-
1,0 °/iн-,ую полимерную суспензию, помещают в термостат при +36-38 °С на 
4·-6 ч. Затем к общему объе1vrу суспензии добавляют водный раствор 
'qеловеческого сывороточного альбумина в концентрации 0,07-0,15 о/;э, 
инкубиру1-от при +4--8 °С в течение 11-13 часов, суспензию отмывают и 
доводят концентрацию диагностикума фосфатно-солевым буфером рН 7,2-
7,4 до О, 1 ·-0,3 1

!1i,. Приготов.1е:нный диггностикум хранится при 4 °С до года. 
ДиапюстикуJV! позволяет сво,�:временно распознавать конкретные 
инфекционные заболевания и принять соответствующие своевременные 
меры лечения и профилактики [Патент № 2270449, МIЖ GOlNЗЗ/531, 

,,- r ')(' ,()'' ')()() r] 011)0.I ..... ) . •..•• . () . 

И:шестен способ экспресс-диагностики туберку.,еза на основе реакции 
латекс·-агглютинации. Изобретение относится к медицине, в частности к 
имму 1-юлогии, и: касается способа экспресс-диагностики туберкулеза на 
основе реакции латекс-штлютинглии. Способ включает икубирование 
исслЕ:дуемой неинактивированной сыворотки крови с полистирольным 
латексом ипи полистирольным латексом с функциональными группами. 
Испопьз:уют указанные латексь1, сенсибилизирвоанные антигеном 
ацетснвьтсушенных микобактерий, полученным методами диск-
электрофоре:=щ в полиакриламидном п�ле или гель-хромотографии на 
сефакриле. При этом в качестве указанного антигена используют 
внутриклеточную цитоплаз1vштическую белковую фракцию из M.tuberc:ulosis 
или М.аfriсапшш. Способ прост, и:нформативен, позволяет получить 
достоверные данные [П:генг .м� 2130615, J\1ПК ООlNЗЗ/569, опубл. 
20.05 1999]. 

Известен способ а.гглютинапии частиц для одновременного 
исследования н1�скольких аналитов в одном образце. Изобретение относится 
к стабильному способу одновременного определения присутствия 
неско.:rьких аналитов на осf-юве агглютинации частиц [Патент № 2111488, 
J\1П[{ CiOINJЭ/483� Сз-ОlNЗЗ/53:, сюв,JЗЗ.1546]. 
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'IГаким образоj\1, можно еде.тать вывод. что цель патентного поиска, 
поставленная в задании, достигнута. В результате исследования патентной 
лип:�рат:уJЛ,I не было выявлено анапогок, предлагающих использовать в качестве 
полимерного сорбента белковых препаратов полиэтилен. Это дает нам 
возмс,жность вн:ести предложение испо.1ьзовать полиэтилен в качi�стве 
поли11Iерного носите:н1 антигенов различной природы для постановки реакции 
агглютинации в инфекционной и клинической иммунологии. 
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3 Экспериь,1ентальная часть 

:З" 1 1\!Iатершшы и методы исследований 

]\1Iатериалы. В работе использовали следующие вещества: яичный альбумин, 
карбонат натрия, гидрокарбонат натрия, глицин, соляная кислота: хлорид натрия, 
п1дрофосф:п натрия:, дигидрофосфсп I-Ш1J1J1[Я. 

Антигены" В работе исполь:ювал;Jr следующие антигены полисахаридной 
природыr:: 

1. АГ Тг. й:1ri[i�тпе;
2. AJ' Tr. \:e1111cosurn;
3 fJ''"[ f" ·� . , 1 r .. апt0пве:,
4. .дГ Tr. a111:01:ropl1ycuш;
5. АJГ Tr .. Бнifi)rrпe;
6. .дГ Тг. анtо1:rорЬусшn;
7. АГ Тг. sarkjso,1ii:
8. А,Г Те sarkjso,,,ii.
Полим,��рные сорбенты. В работе испо�1ьзовали следующие полимеры:

полиэ·rилен, по.1истирол, поливинилхлорид, полимепшметакрилат. 
Оборудование. И1спользов�1и следующее оборудование: 

фотоэл,�кч:юкс,лориметр сDЭК-1, мерные колбы на 1 л и 50 мл, пипетка на 5 мл, 
колбь1. 

r1'11�тодь1 исследования. В первой части экспериментальной работы выполнена 
сорбция яич1-юго ::шьбумина различными полимерными сорбентами в различных 
средах. ИнкубаЦJiП{> белка с полимс:рным сорбентом проводили в течение одного 
часа пр1�1 комнатной температуре при непрерывном перемешивании с 
испопь::ование\1 бу1ферных. растворов: карбонатно-·бикарботнатный раствор рН 9,2-
9,4, г:ншиносолянокислый рН 4,2-4,6 и фосфатно--буферный раствор рН 6,8-7 ,2. В 
качестЕ:е поли:мерньD, носителей использовали полиэтилен, полистирол, 
поливш-1и:IУ,лорид, 1юлимети;1vrетакрилат. Сорбционную способность полимеров 
опреде;тяли по изменению оптической шютности раствора белка до сорбции 
полимером и реакционно:й смеси после инкубации с полимерным сорбентом. 

Для опредrелени:я оптической плотности использовали колориметрический 
метод ана.шва, который основан на измерении интенсивности светового потока, 
прошед111его через окрашенный раствор. Суть метода заключается в том, что 
с11цествует зшшси\1ость между интенсивностью окраски раствора и содержанием в 
этом рсlст1юре окрашенного вещества. При этом световой поток проходит через 
1аовету, наполненную испытуемым 01·:рашенным раствором. Прошедший через 
раствор световой поток вослринимаетс1: фотоэлементом, в котором световая 
энергия превращается в элекч)111ч1�скую. Возникаюший при этом электрический ток 
изl\rеря:ют при ломощи гальваноJviетра. 

Во второй части проведено изучение степени сорбции антигенов 
различной грироды полимерным сорбентом. Инкубацию антигенов с 
поли.\rе·:нлым сорбевтом проводили в течение одного часа при комнатной. 
температуре ЩJИ непрерывном перемешивании в присутствии фосфатно-
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буферного раствора рН 6,8-·Т,2. в качестве полимерного носителя применяли 
полизпшен. Для определения способности сорбента связывать различные антигены 
изме�=я;ти оптI-r-�юскую плотность реающонной смеси до и после сорбции по 
описанной вьш1е м1�тодике. 

Стати�:тичеекую обработку ре3,ультатов проводили общепринятыми 
:\Iетодами. Значение нритерия достоверности оценивали по таблице вероятности 
Стыо;:tента-.. Фишера в зависимости от объема анализируемого материала. В 
качес�:ве достов��:рного интервала бъш выбран уровень вероятности Р=О,95 (уровень 
значимости р<:()Д5). 

3.2 Сорбция яи rшого альбумина на полимерных сорбентах в различных 
среда:-: 

3.2. I Сорбция яичного а:rьбумина на поли:\1ерных сорбентах в различных 
средах 

х:од работьл. Гiере,.г:�: начшюм исследований готовили буферные 
раствсрь1 с различным 3начениеJV[ pJ--I: 

·· О, 1 Г1v'[ карбонатно--бикарбонатн ый буферный раствор рН 9 ,2-9 ,4: смешивали
Jl О мл 1 М карбош:rга на.трия (]l 06 JГ Na2C03 в 1 ;1) и 90 мл 1 М гидрокарбоната 
натри5 (84 г Nal-IC03 в Jl ;т) и с,бъем дшюдюш до 1 л дистиллированной водой; 

.. J�ПИЦИНОС:ОЛЯ:НОКИСЛЫЙ буферный раствор рН 4,2-4,6: 925 мл 0,1 н раствора 
глицина (7,507 г J\ПH2CHi::C)Or:-r + 5,85 г NaCl в 1 л) доводили до 1 л 0,1 н раствором 
сюлююй кислоты:; 

-- фосфатно-буферный раствор рН 6,8-7,2: 492 мл 1/15 М раствора 
гидрофос:фата натрия (11 �,866 г Nai{P04·2H20 в 1 л) доводили 1/15 М раствором 
дигидрофосфата калия (9J)73 г КН2Р04 в Jл) до 1 л. 

Яичнь1й белок высушивали в сушильном шкафу при температуре, не 
превьпш1юг.цей 60 °С, зате:\1 ра,�тирали в С'J�упке до порошкообразной консистенции. 
Из полученного порошка готовили раствор белка с концентрацией 40 мг/мл. Для 
этого на аналит1г-Iеских весах брали навеску высушенного белка массой 2,0 г, 
поме1.ц:ши в мерную колбу на 50 :\1Л и доводили до метки дистиллированной водой. 
Содер:п.:1г�юе �:олбы тщате.:rьно переме11rишL1и и отфильтровывали в другую колбу" 

_В девять пронумерованьых колб налившrи по 2 мл раствора белка альбумина 
и по 2 ;1,1л бу(>е:рного раствора:: в колбы No 1, 4 1 7 - карбонатно-бикарбонатный 
буферный раствор:, в колбы N� 2�, :\ 8 - rлициносоля:нокислый буферный раствор и в 
колбь1 }{�� 3, 6,, 9 ·-· фосфатно-буферный раствор .. Затем содержимое колб тщательно 
перем1е:пивали и с помощью фотоколориметра определяли оптическую плотность 
белкового раствора при длине волны 397 нм. 

Гlосле то1го:, как и3мери;т;,� оптическую плотность раствора белка с буферным 
растворо\1l, в кажщпю колбу добавили по 0,5 г полимера: в колбы №. ] , 2, 3 -
по.:1.истпрол, в колбы N�. 4, :5, 6 - полиметилметакрилат в колбы № 7, 8, 9 -
поливи:J-п,rтоюрид" Полимер ис 1ользова.1и в ви;�е гранул размером 0,5 мм. Сорбцшо 
белка по;л-:[I\i1:срныr1r1 сорбенто1,1 ПJ:ЮИ3Еюдили в течение 1 часа при комнатной 
температуре и шшрерывном перемешивании реакционной смеси. По истечении 
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одного часа сорбент декантиJовали и из1111еряли оптическую плотность надосадка 
по описанной выше методике. 

Олыт повторяли ЧJИ раза. 
Результать.1. Полученные результаты оптической плотности раствора 

яиqного альб�v1ина с буферным раствором до и после сорбции рюличными 
полИJvJ,еJ:::нIЫУШ носит1елями пред:ставлены в таблице 1. 

Таблица 1 -· Опти1:.Jеская п;10тность яичного альбумина с буферным 
уаствсром ______________________________________________________ 

Полимерный сорбент 

Полис·гиро.1 

Буферный раствор 

Карбонагно-­
бикарбонатный 

Глищшосолянокислый 

, <J)осфатно-буферный 

Карбона:тно-· 
бикарбонаrгный 

ПолиNr,лилм:ета1qри:лат Гпициносолянокислый 

f-----·-·--------------------------

1 ([)осф,й-но--буферный 

---------- ---·----·----·-·------------·--�----·---------------------------

Поливинилхлорид 

Карбо.:.�атно-­
бикарбонатный 

Г:IИЦИ:i'!ОСОЛЯНОКИСЛЫЙ 

Фосфагно-буферный J----·----------------------------·----------- -·-·-----------·-··----·--·------- -----·--------------------·------

Оптическая плотность яичного 

д 

п 

альбумина 
о сорбции 
олимером 

0,020 
0,020 
0,0175 
0,020 
0,0175 
0,020 
0,0175 
0,020 

0,0175 
0,025 
0,025 
0,020 
0,020 
0,020 
0,025 
0,02 

0,0175 
0,02 

0,0175 
0,0175 
0,02 

0,0175 
0,0175 
0,02 
0,025 
0,020 
0,025 

после с орбции 
мером 
010 

поли 

О, 
0,0 075 

О, 010 

О, 010 
0,0 075 

о, 010 
о 

' 
010 

О, 005 
О, 005 
0,1 �05 
0,0 075 
0,1 )05 

О, 01 
0 0  

' 
075 

О, 01 

О, 01 
0,0 075 
о, 01 

О, 01 
О, 005 
о, 01 

О, 01 
О, 01 

0,0 075 
010 о, 

о, 005 
О, 005 

Т1ким образом, в резул,:,тате проведенных исследований установлено, что 
наилучшая� сорбция яичного альбумина полистиролом произошла в присутствии 
фоефат1:[о"бу(рерного раствора, псши\1етилметакрилатом карбонатно­
би:карбонатного раствора, а попивинилхлс:ридом --- фосфатно-буферного раствора. 
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Это показь:шает что: луgший результат сорбции белковых препаратов 
раз,;тичны\1И полимерными носителя:.\ш пропжает в среде фосфатно-буферного 
раствора. При сравнении сорбционной способности различных полимеров можно 
сдетгь ВЬJ[JЮД что, лучшим сорбентом в данном случае является 
поли.rvJетилм етакршшт. 

Обработка результатов. Определегие средней величины и квадратwчных 
ОТЮIОJ-1ений. 

Сре;:�:н ш� величины оптической rшотности определяли по формуле 

,, Х1 + Х:1 + Х3 -, .•. + х., J, == -----·--·----------- ' (Jl) 

где х ---- значение отдельного П[р:изнака; Х ·· средняя арифметическая величина; n -
общее чис.10 случаев. 

Гiод:стаы1яли в формулу (1) отдельные значения оптической гшотности и 
получали их ередние величиньI 

Результаrы[ вычисления среднеариф\1етических значений оптической 
плотности представлены в вщ::е таблицы 2" 

Таблица 2 ·-··· Среднеарифметические значения оптической плотности яичного 
альбумина с буферН[ЬlМ раствором до и по:ле сорбции полимером !------·----------·- --·--- -- ----- ------r·--------------------- ------
Поли!\1 ер н ы1�i сор(iент Буферный раствор 

· Полистирол

� __ К:арбонатно-.бикарбонатн:ыи 
Гпици носолянокислый 

-------------------------------

---------------------------·---------- _ Фосфатно-буферный __ _ 
'1 _ Карбонатно-бикарбонатньп 

Полим,::тилметакрилат _ Глициносолянокислый 
---------- ------- ---------·----·-·-----1---�!�ocq:� ���r���o���1�p_!i��[Й ---

[ 
I<арбоюпно·-би.карбонатньп 

Полив11нилхлорид _Глициносолянокислый 
-------·--- -·---------·-----·----·- ----- -�;':()Сф���!�[����УА��Р!1!�[Й ----

'i 

Оптическая плотн ость яичного 
альбум ина 

до сорбции п осле сорбции 
полимером полимером 

0,0 192

0,0 192

0,0 183 
0 ,0230

0,0220

0,0192 
0,0230

0,0 183 
0"025

0,0092

0,0092

О 007 ' 
0,0058 
0 ,0092

0"0092

ОДО83 
0 :,0092 
О�,0070 -------

СредJIЯЯ арифметическая величина является важной характеристикой 
признака. 1-Io гrри одной и той же средней величине наблюдаЕ�мые отклонения могут 
варьироват1) в разной степени. :Поэтому необходимо ввести показатель 
колебаЕ:!\н:,сти признака. Таким показа:�еле\1[ является среднее квадратичное 
отююI'rение:, которое определяли по форму.1е 

�м� •( -•-' }• 

V L 1,Х-··Х)· 
cr == �--�-------- '

п<l 
(2)
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где в чис.Iителе - сумма квадратов отклонений значений от средней 
арифJ\1етической, в л1аменателе -- ч11сло степеней свободы, равное числу 
наблюдений без одного. 

Соответствующие расчетъ1 средних юшдратических отклонени:й для
оптичl�ской плотности яичного шп,бу:мина до и после сорбции полимерным
нос1Jrт1:�лем поедстакrены в таблицах 3, 4 

Таблица 3 -- Расчеты средних юзг.дратических отклонений для оптической
плотности яичного альбумине, до и после с,�бции полимерным носителем 

1 

---- --------··---------·------·---·--------·-- ---------------------- ·-- ---

сумма квадратов отклонений значений от 

Буферный средней арифметической, 
Поли111ерный сорбент раствор до сор1 рбции )ЦИИ после со 

Г[олистирол 

Карбонатно·­
бикарбонатный

ПОЛ.ИМ< 

Х··Х 

+0,0008 О 
+0,0008 О 
--0,CIOJ 7 О 

-------- ----------·---- -----------
[ лицино ,-0,0008 О 

··0,0017 О 
солянокислый 

--------------------·- +0,()()08 _ О 
-·0,0008 О 

�ром 
(х-х)2 

,0000008

.,0000008 

.,0000028

,0000006 
:,0000028

�,0000006 
,0000006 Фоефатно­ +О,СЮ17 О ,0000028 буферный 

------------------------------------- ---------------------·- .:9, Q���i- о ,0000006 

КарсiонатНО·· 
бикарбонсrгный 

+0,002 О 
+0,002 О 
-0,003 о 

,000004 
,000004 
,000009 -----------·-------------- ----------

Полим: l�тилметакрилат ГЛ[-J[ЦИНО 

солянокислый 

Фос ф.:rгно·­
буфернь1й 

-----·----·------·---------·------------�---------- ---·---------· 

Попивиншгшорид 

\ Карбонатно-
бикарбонатный

Гпицино 
солян,J>кис:лый

l J 
Фос,1)атно­
буф �рный 

-·---------- - --·----·-----·-··-------------- ----- ---

·
_ -------------

·-О, 002 ,000004 
·-0,()()2 ,000004 

о 
о 
о ,000009 
,СЮООООО6 

_+0,003 
+0,0008 О 
+0,0008 О 
··0,0017 О 

,0000006 
,0000028

-----------

·-0,0008 О ,0000006 
-·-0,0017 О ,0000028

··0,0008 О ,0000006
-----------

··0,0008
.. (),0008 
+0,0017
+0,002
-0,003 
+О,002 -----------

о 
о 
о 

,0000006
,0000006
,0000028

0,000004 
0,000009 
0;000004 

ПОЛИМt �ром 
х-Х 

+О,0008
-0,0017
+0,0008

+О,0008

-0,0017
+0,0008
+0,003 
-0,002 
-0,002 
-0,0008

-0,0017
-0,0008
+0,0008

-0,0017
+О,0008
+О,0008

-0,0017
+0,0008

+0,0017
-0,0033
+0,0017
+О,0008
0,0017 

+0,0008

-0,003 
+0,002
+0,002

О�. 
с��х:г� 
0000006
0000028

0000006
0000006 

О, 
о

' 

О, 
+ 
о 
0,0000028

,0000006 
0,000009 
0,000004 
0,000004 
о 
о 

о 
о 
о 

о 

о 

о 

о 
о 
о 

о 

о 

;0000006
,0000028

,0000006
,0000006
,0000028
,0000006 ------
,0000006
,0000028

,0000006
,0000028

,0000108

,0000028 
,0000006
,СЮООО28

,OOQ��Q!�_
),000009 
),000004 
),000004

о 
о 
( 

( 

( 
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Т�Iблида 4 ··- Средш1:�: квадратические отклонения для оптической 
плотности яичного альбумина до и пос:ле сорбции полимерным носителем 

г;;:::;р�r�:;;:-;;:rт--�у;;��;;;;т:; - Ср;�:��=атичес���::;�::
е 

.

Полистирол 

:Карбонатно-
---- би1'арбонатны:й _ 

Глицино 
СОJlЯ:НОКИСЛЫЙ

--·----·- --------------------1-----

1(}>осфатно­
буферный . . l . 

Карбошпно­

Полиrv[етилметакрилат 
----- би:кзрбонатный __ 

Глицино 
солянокислый 

---·----- -------------------

<!1осфатно-· 
·------------------------------------- _______ б У!РУ�РНЫЙ -----

Карбона.тно-
_____ бию1рбонатн_ый __ _ 

По.:ЛJГВИНИЛХЛОJ) ИД

ОДО14 0,0014 

0,0011 0,0014 

0,0011 0,0029 
-----

0,0029 0,0014 
-----

0,0029 0,0014 

0,0014 O,OOJlб 

0,0011 0,0078 

0,0014 0,0014 l Глицино 

l 
_____ СО.ГПIНОКИСЛЫЙ ___ _ __

·-----------------·-----------------·-----1 _____ ��:�Ф1
:;::·::;;�·----- -------------�--- ------

0,0029 0,0029 

Определение достоверности раз:личий по критерию t-Стьюдента. Получив 
средние ве:л:1чины и квадратическ:ие отююнения:, можно определить достоверность 
различий между дву:мя обследоваш-�ым11 группами по критерию t-Стьюдента. 

С этой целью применяли формулу 

Х1 -л;:t 
== --г---------- ' 

j ;• , 
� т; + l'n;_ 

х б " где -- средняя величина; ш -- шпи жа с:реднеи величины.
Ошибку 1:р�дней величины рассчитывали по формуле 

о· 
т = -7=0 

'\Jn 

(3) 

(4) 

В большинстве исследований достоверность считается доказанной при 95 '�э­
но:м уровне значимости. Это снидетельств)1ет о том, что различия средних величин 
возникли в ре3ультате недоста::i�ю1 числа наблюдений, составляющих меньше 5 <уо в 
таких сл:учаях. говорят, что вероятность опн[бюI р меньше 5 %. 

Расчеты ошибки средней в,�личины ?[ критерия t-Стьюдента представ;1ены в 
!"" ,:;· таолицЕ .1 •. 



_________ Таблица_5 ---Ошибка средней_вел�сr�н1:�_ и .�;g:лш�рия t-Стьюдента 

Буферный 
Ошибка средней величины 

Полимерный сорбент 
раствор до сор61 �ии 

IТолистирол 

Каr:бонатно--
- бикарбонатны:й

Г.тицино 
СОЛЯ:Е·ЮКИСЛЫЙ 

---·---------------------

Фо сф,пно-
1------- -----------к��:-
. _ бикарбонатн.ы:й 

ГJ[ИЦИНО Полиметилметакрилат i •• 

1 ____ 
1��о��О!О��!!����![� 

0,000 6 

0,000 6 

0,000 6 

0,00] 7 

0,001 7 

Фо:фатно-
·--------------------------------------- _____ буферный __ _ 

8ОДОО 
Карбонатно-· 0�000 __ бикарбонатный _____ _ 6

Глицино 
СОЛЯIЮIСИСЛЬI�i 

По.:1ивинилхлорид 6 0,000 
---·-------·--------------

Фоефатн,:.- 0 001 \ 
______________________________________ J _______ буqJерныи ____ _ ____ ' 7

после 
сорбции 

0,0008 

0,0008 

0,0016 

0,0008 

0,0008 

0,0009

0,0045

0,0008 

0,0016 
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Кр:и :терий t­
ьюдента Ст 

10,54 

10,54 

20,63 

9,33 

9,33 

8,45

2,21 

9,5�-�

9,95 J 

Для того чтобы опредеп�rть достоверность различий, необходимо обратится к 
специа:тьной таблице (73], в которой предс·тавлены граничные значения критерия t­
Стьк>Дt:�нта ,для 5 (%--ного уровня значимости в зависимости от числа степеней 
свободы. 

В нашем случае число степеней свободы определяли по формуле 

п == (п
1 
+ li; )- 2 (5) 

п == (3+3)·-2 === 4 

J:,[з таблицьт :['73] видно, что грш-1ичнь1м значением для числа степеней 
свободы, ра.J1зчы11,1r 4, являетея 2,78. 1 --[айденные значения критерия t-Стьюдента 
:значитеттьно превосходят эту величину, следовательно, обнаруженные нами 
различия в оптической плотно�ти я�,,гq1юго Юiьбумина до сорбции и после сорбции 
полиNrером доетс>верны" 

3 .2.2 Сорбция яичного альбумина на полиэтилене в различных средах 

Ход работы. В данном опыте использовали буферные растворы, 
приготсн.1тенные в предыщущем опыте. 

Готовили 50 мл раствора яичного альбумина с концентрацией 40 мг/мл. В три 
коблы на:пшали по 3 мл раствора яичного гльбуrvшна и по 3 мл буферного раствора: 
в K(x1eiy N�( 1 доба.вля:ти карбонатно--бикарбонатный буферный раствор, в колбу No 2 
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-· ГЛИIПfii'OCOJI!lHOKr-Jгcлый буферный ра1::твор и в ко.:rбу N� 3 ·- фосфатно-буферный
раствор. Зат,;�М содер:,кимое колб тщательно перемешивали и с помощью
фото1<0:1орш1-f1;�ч,а опредеjJЯЛИ оптическую плотность белкового раствора при длине
волrп,; 397 нм: по 1зыше описанной метощ·ке.

После того,, как из•111ерипи оптичrес.кую плотность раствора белка с буферным 
раствором в кюь�цунJi колбу добавляли по О, 75 г полимера. В качестве полимерного 
сорбента использошши гранулы полиэтилена разм1�ром 0,5 мм. Сорбцию белка 
пош11мерНЫ\{ сорбентом производили в т,�чение 1 часа при комнатной температуре 
и непрерывн:ом перемешивании реакцгоююй смеси. По истечении одного часа 

r � сороент декг.нтирошши и измеряли оптическух> плотность надосадка по описаннои 
выше \1етодике. 

Опыт повторяли три раза" 
Рез:уль1Гат:ы. Результать: измерения оптической плотности раствора белка с 

буфер:Л,Г\.1 растворо:м до сорбции и после сорбции представлены в виде таблицы 6. 

Таблица 6 -- Оптическая плотность раствора яичного альбумина с буфернь1м 
растворо1 ... 1 ----·-----------------·----·-·--------------·-- :�I��i�iec!�� n��!ОТНОСТЬ раствора яичного альбу;;и�I

Буф1ер1iый раствор после сорбции до сорбции полим:,ером полимером 
·-------------·---···-----------------·---·----------·------- ------------------------·----,,-------�-- --

карбс,натно-·бикарбошпный 
0,097 
0,078 

О ,064 
0,092 

0,062 0,049 
-·----···--- ---·---··-·--------------------·--------·-·---- ---------·--·-------- --- ---·----+------------

ГJПЩИНОСО.:ПШО:КИСЛЫЙ 

0, 079 0,095 
(1,088 0,075 

-·-----·------·---··-.. -------·----·-·---·--.. -----·-·--·- --·---------·--1), 104. __ ·_ ·-----·---+------0�,_07 __ 1 __ _

фоссt)атно-·буферный раствор 
0,085 0,052 
0,08 0,062 
0,05 0,042 

-·----.. ·------·--····--------------- -------------·------ ----------- -----------------·--�------------

Таки:м образом, в резугьтате проведенных исследований установлено, что 
полиэт:,1;1,ен обладает сорбционными способностями по отношению к белковым 
препаратам, причем� наилу�:ппая сорбция яичного альбумина полиэтиленом 
протекает в среде фосфатно-буферноJго раствора. 

Обработка результатов. Определенае средней величины и квадратических 
ОТЮIОНСНИЙ. 

Средние величины оптической плотности яичного альбумина определяли по 
формуле (1). Подставляли в формулу отельные значения оптической плотности и 
получ,ши rrx ср,:щние величины. 

Р1�зультаты вычисления среднеариф:\1етических значений оптической 
плотности яичного ш1ьбумина до и поеле сорбции полиэтиленом представлены в 
виде таблипы 7. 
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Лi1блипа 7 -- РасчетJ"I среднеарифм,�ти:ческих 3начений оптической 

плотности 

[---;:,-:�::�=в: 

� --- ��се

6

СJ(Оя rUюnюсть раствора �::::ра;;:;шна:
· · до сор щии полимером 

---···------·----····----·----------·-·------···----·----·-_ ---------·--·------ полимером .
· карбонатно-бикарбонатный ___________ . __ ._0,079 0,068 ____ _ 
__E:�:!_�[):!_(!���:::�����1�'�J�!��!O�IЙ__________ _ ----------·--·-О, 090 О ,080 -----
1 фосф,атно--буферный раствор __ - ---------·--· -0,072 0,052

Средняя арифметическая величина является важной характеристикой 
признака" 1-:[о необходимо ввести показатель колебаемости признака. Таким 
показ2теле,1 является среднее квадратичное отклонение, которое находили по 
формуле (2). 

Прои:шод�ши соответствующие расчеты, результаты которых представлены в 
,.. . () с таошшах о, ) .. 

Таблипа 8 -- Расчеты средних квадратичных отклонений для оптической 
п:ютности яичного альбу�'lшна до и после сорбции полиэтиленом ·-----·-----·---···--·--·----------·-·-----···r··-·-----------------·--·------

Буферный раствор 

сумм:а квадратов отклонений значений от средней 
---·----·-----------··-·--·------арифметической ____ _ 

до сорбции попимером полимером после сорбции 
·----- ·---------·----·-----·----·----·--·- -------· х-·Х -------·--·-- (х-)� ( х-Х{--х-Х 

карбонатно-· -·О 004 +С ,018 0,000324 0,000016 
' 

+0,024 -0,00 1 0,000001 О,СЮО576 би1<:арбонатный 
-·---- ·-------· ---·-----·----·------ _______ -О,0 17 ____ . ___ ._0,000289 0,000009 -0,003

-0,01 l 0,000121 О,СЮО225 +0,015

ГЛИUИНОСОЛЯНОКИС:ЛЬIЙ -0,002 0,000004 0,000025 -0,005

-0,009-·----·---- ---·----·-----·----·------- -------+0,0 14 _____ ·---· 0,000196 0,000081

+0,013 0,00169 О 

l�:�����-б)���::�_l__-�i,i�� _:�:��-��� �:���; 
о 

+0,010

-0,010

Таб.:1и11.1:а 9 -·- Расчеты средних квадратических отклонений дЛЯ оптической 
_плo!_Ч��i:�(TJ�(!�:!��!I

.

_�!

.

:��1,_��1_ьf1x�·(и:I�����-!i.:п
l
���

1
�{;1:��;�::�:::т:ie::�: отклонение для 

.

БУферный раствор --·�ОIQ.�!че�[оЙ плотности яичного альбумина
.. · · 

[ де сорtщии после сорбции 
гюлиэппеном полиэтиленом 

;::::;=l::�:;
т

�й ==t==�:�I� �:�i� 
фосфагю--буферяыrй ----· --------------- --·-·--·-0,0 2_9 0,01 О 

()пределение достоверности различ�[Й: по критерию 1-Стьюдента. Получив 
средние величины и кшщратические отклонения, 1\-Jюжно определить достоверность 
различий 'lrеж:ду дву11.1я обследованны\1и гр�тппами по критерию t-Стьюдента. 
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С этой целью применяли формулу (3). Ошибку средней величины 

расс:чнть1ва;;:11 по формуле ( 4). 
Расчеты ошибки средней величины и критерия t-Стьюдента представлены в 

таблице :tO. 

Таблица 1 О -- Ошибка средней величины и критерия t·-Стьюдента 

г- . 1-.. -1 ., 

� Ошибка средней величины Критерий t-• >"1.'ферныи раствор ----------------

�O' �:rJ:Io:i)!�P�ail!ый_�=��1i��
и

посл�,���
бции Ст

��
mа

. г;пщиносолянокислый __________________________ О ,СЮб ---------+-----0 __ ,0_0_8 ________ 1�, ( __ Ю ___ _ 
фосфатно--буферный _________________ J ________ 0,011 -------�----0_._,_00_6 __ � _____ 2_,9 __ 1 ____ _ 

/Lпя: того чтобь1 определить достоверность различий, необходимо обратится к 
спепиальной таблице [73J, в к:::порой представлены Г]Jаничные значения критерия t­
Стыодента для 5 <у;,-ного уровня значимости в зависимости от числа степеней 
свободы. 

:>Iз таблицы [73] видно, что гразичным значением для числа степеней 
свобо;::ы:, равны:м 4:, яв.ш1етс5i1 2,78. Найденные 3Начения критерия t-Стьюдента в 
первых двух с:лу11-J1аях несколько ниж,\, поэтому уровень достоверности составляет 
выше 5 %, а в rюс:лед:неl\t случае зЕ-rачителыю превосходят эту величину, 
следошпелью\ обнаруженные на•vш различия :в оптической плотности до сорбции и 
после сорбции полимером в среде фосфатн:о-буферного раствора достоверны. 

,... ,., r 1 �, .. , t' з;уче1-пн:: степе·ни 
полим,;:рныN1 сорбентом 

сорбции антигенов различной природы 

Ход, работы. В десять пронумерованных колб налив,ши по 3 мл буферного 
раствора и: по 3 J\1Ш раствора авт:игена. В качестве буферного раствора использовшти 
фосфатно-буферный раствор. Затем содержимо1е колб тщательно перемешивали и с 
ПОl\ЮЩЫ{J, фотоколориметра опре;�еляли оптическую плотность раствора при длине 
волю,,1 397 HNI по Вl:>Ппе описанной методике. 

После того, как измерили оптическую 11.:ютность раствора антигена с 
буферным растворо1\1r� в каждую колбу добавляли по 0,75 г полимерного сорбента. 
В качЕ:стве полим:ерного сорбента использовали полиэтилен. Сорбцшо белка 
полимерн::ым с:орбентом 1тrюизво,дили в течение 1 часа при комнатной температуре 
и не·прерывном пере_мlешивании реакционной смеси. По истечении одного часа 
сорбе:�-с- декантировали и измеря.:ш оптическую плотность надосадка по описанной 
выше методике. 

Результаты. Резу:п,таты f'.IЗNrерения оrпической плотности раствора антигена 
с буферны!м растворо:'.1 до сорбпии и после сорбции представлены в виде таблицы 
t 1. 
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ТаблJ11[Jа 1 l -- Оптическая плотност; раствора белка с буферным раствором 

г------ Т 
- _ - __ Опт1�чес

-
кая плотность раствора антигена

No I Антиген до сорбцt орбции IИ после с 
�--------- ____ ------------------ ----- ---------- ----- ________ полимера ME'J20M _____ I 

0,038 1 О 
,м поли 

0,0 

1 

1 А.Г Т г. f:aгifc,rm,e 0,040 09 0,0 
�CGS 12 0,0 �- --- ' . . . . --··--------

0,045 49 0,0 
2 А.Г Тг. verшcosaш 

·------------

3 1 АТ Т r-. 1�нi й:тnе 
---------1----- - - --------- -------------------------- --------- -----------

4 .д.Г Тт. vеп111�оsшп 
··----------

5 АГ Тг. f�Lгilr<)пne 
··---------

6 АГ Т1' .. aпtotropt1yc1.1m 
·----------

7 А.Г Тг. fari JЪппе 

0,041 46 0,0 
0,037 41 0,0 
0,049 67 0,0 
0,046 59 0,0 
0,050 65 0,0 
0,065 23 0,0 
0,060 33 0,0 
0,055 28 о_,_о 
0,070 24 0,0 
0.,072 22 0,0 
ОД68 19 0,0 
(},046 40 0,0 
ОДSО 36 0,0 
ОД45 41 0,0 
(\034 12 0,0 
0,035 14 0,0 

1--8 ---- ------------------------------------------------------
1 

АГ Те aн1:otropliyc1Jm 

----------
0,037 10 0,0 
0,161 90 0,0 
0,158 87 0,0 

··----------0,164 83 0,0 
0,057 33 0,0 

9 А:Г' Т r. sarkiso11ij 0,055 036 о, 1, 0,062 )31 

10 АГТ r. sarkisovii �:��r ��� -------- -------· ·-------------------·-·--------·-·-----·-------- ------------

О,С 
О, 
О, 
О, 

Таки:v1 образом, в результате проведенных исследований установлено, что 
поли:этилен обладает сорбциоюI:ь1ми споообностями по отношению к антигенам 
различной природы, за исю1ю gение.\1 таких антигенов, как АГ Tr. verrucosнm, АГ 
Тг. fагif;:тпе. 

()бработка ре3ультатов. Опреде;1 ение средней величины и квадратических 
отююш:ний. Средни:,е величиньт оптической плотности находили по формуле (1 ). 
Подставляли в формулу отельные значения: оптической плотности и получали их 
средние величинь:r 

Р1:�зу льтаты вьтчис:ления среднеарифметических значений оптической 
rmотности представлены в виде таблицы! 2 . 
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Табл ища 12 - Оптическая ппотнос:ть раствора антигена с буферным 
_Q���11?�(P��-1�( _______________________________________ · --- -----------

·-· -- Оптическая плотность раствора антигена
No. Антиген до сорбци сорбции :и после 

-------- -------- - ·----·-··------------------ -------- ----- --·---·-- п�?:1имеро 
Л.Г Т1'. faгiforme 0,038 

___ ]: ____ :_А,.Г_ Т1· .. V"c:r:пucosш11_____________ ·-··-------- 0,041 
3 ЛГ Т1·. far'if,лme 0,048 ·--·--·····------·----· ··--·-------- ----------------··-·--------------- ·------------

4 А,Г Тг. ver1�ucosнш 0,060·----·--·------·----····--·-------------------·------·--·----- ---------- ··-··-----------

-----�---+-:!):C:T��_f��j��!!11� -------- --- ------ -··---·----- о' 07 о 
_____ _О _____ ,1\Г_'Тс _au.totгopЬycurn _________ -··--·----- 0,047 

7 А,.Г 'Тс fш·ifi:mne 0,035 ·----·-··--- --·---····---·-····------------------------·--------------- ··------------

8 , А,Г Tr. auto1tгoplтv'curn 0,161 ·-----·-··---+--·--······--·---------------------·- ,., _________ ---------- ··----------

9 /1 ·г, , .. [, 1 · · ... о 
o-.·g! , ·\, .• т. sаг ,:.зsоvв . , _, 

-----i-6-rt·-;;:f;-;i:��;-a�iJ��;�IT·---------------�----------- о, 
091 

·---------- --·-----···--·--·---------·-·-----------·-·----- __________ .._L_ ____________ _ 

м поли мером 
010 
045 
064 
028 
022 
039 
012 
087 
033 
067 

О:, 
О�, 
О, 
О, 
о_, 

О, 
О, 
О, 
О, 
О, 

Среднш.1 арифметическая величина является важной характеристикой 
призrл:.к.а .. ;но ввели показатеш, колебаемости признака. Таким показателем является 
среднее квадратичное отклонение, которо,� находили по формуле (2). 

Соответствующие расчеты представлены в таблицах 13, 14. 

Таблица 13 -- Расчеты средних квадр:rrгичных отклонений для оптической 
_ шюпюсти раствора антигена J.:o и после сорбции полиэтиленом 

Cy1vev1a квадратов отклонений значений от средней 
арифметической 

'№, А"нтиген до сорбции полиэтиле ном

- -·----·---·-· ----·-- -------------- ----- --·--·- -- ---��;�:_____ __ (х-Х 11
2 

) 

1 2 3 4 
о о 

1 А,Г Т[. йLrifЪnпe +О,0{12 0,0000 

-- ·--··---·-· ----·-- --- ----·----------··------ _____ -0:,003 -·-- 0,0000 

+O,C:I07 0,0000 

2 АГ Тт" Yem1cos1ш1 +0,002 0,0000 
---- ---··-------·- -- - ·-- ----------- ---------------------0,098 --- -- 0,0000 

о о 
3 АГ Тг.. fагif()ППе +0.,002 0,0000 

1 1 ·-0,00 2 0,0000 -----i--·-···--- -·---·-···--·-- · ----- ·---·-------··---··- ---- ---·-------··-·------

1 

·-0,001 0,0000 

4 АГ Тс aLltcYtropЬycшп +0,003 0,0000 

5 АГ Tr" й1гiJ'<)rше О О 

04 
09 
49 
04 
64 

04 
04 
01 
09 
04 
01 

-· -
1
-
.
·-
. 
-·-- .. . . ·- ::� ::�i:�:� ·-- �: ��:�� 

+0,002 одооо 04 

после сор бции 
еном полиэтил 

х-Х 

5 
+ 

-0,001
+О,002
+О,002

о
-0,003 1 

+0,002
о

+О,003
+О,001
-0,002
+0,002

о
+0,002
-0,002

( х-Х{
---

:= 
6 
о 

0 ,000001 
0:,000004 
0,000004 

о 
0,000009 
ОДОООО4 

о 
0,000009 
0,000001 
0,000004 
0,000004 

о 
0,000004 
0,000004 



F
I т:=::=:===2 �=�_:1=�=:=i

l-6
___

.Л..Г T'r .. aлtotI'0pl1ycL1ш -·O,(I03

+0,003
·-···-- ---·-----··--·----------------------·------·------ -1---------··---------

1 -·0,001
7 /\.Г 'Тr. sarkisoYii -·0,003

0,(Ю4
·----------·---·-··--·-···--------------------·---- -------- - -------·----------

+0, (Ю4
8 .д.::·, "Гr. sarkisov'ii О

+О 004
--·--- ---·-----·--·-·- -----------------·--------··-·----- - --------·-----------

009 

4 
о 

0,000 
0.,000 
0,000 
0,000 
0,000 
0,000 

о 

0,000 

009 
001 
009 
016 
016 

016 
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Продолжение таблицы \l __

5 
+О,003

о
+0,004

о 

+0,003
-0,002
+0,003
+0,001
-0,005

6 
0,000009 

о 
0,000016 

о 

0,000009 
0,000004 
0,000009 
0,000001 
0,00()()25 

Таб:тица 14 -- Средние 1ощдратические отююнения для оптической плотности 
_ р������р9�_,�t1т��:��1-�1�оf�_!!-��1�!сле ���I�ЦI�!!__ _______ 

__ !�-----f-------·----------------���1:�:�:::�н
--------------==:::: 

С
)��::]:;;

свадратические от
к:�I7;;:� ии после · 

1 АГ Т1·. faгifciгme 0,025 О 16 0,0 
·------------ - -·-----··--·- - ---------·--·------··---.. -·----- ---·------·--- --------

0,0 
-- 2 _____ ,_л.г __ Т1·._ 'iE:_r:rlllCOSШTl _______________ ------- 0,()076 025 

3 ЛГ Tl'. farifcлme O,CI020 025 
·-----------------------.. -----------------------------------------------f--------

0,0 

0,0 -- 4 _ _______ АГ_ Тг .. aнtot1�opl1ycшn ____________________ O,CI026 021 
5 ЛГ Тг. fатifЪтше О,СЮ16 020 0,0 

-------- ----т------- - -------------------------------------- ----------------------

. б 
j 
ЛГ \�/J . анtо1торЬусшn1 0,0030 035 

Lt:=;}1;��f�=
==

=-----=== �:���� �;� 
0,0 
0,0 

[ ____________ . ---------- -------------------------------------- ------------- ---------
0,0 

Определение достоверности рапичий по критерию t-Стьюдента. Получив

средние ве . .1 rr:�ины и квадратичеекие отк.:юнения, определяли достоверность 
раз.ГПIЧlIЙ 1,1ежду двуNlЯ обследованныl\'11-I группами по критерию t-Стьюд��нта. 

С этой целью г,..ю:жно прим[еняли фор:vrулы (3) и (4). 
В большинстве исс:1едсшаний достов.ерн:ость считается доказанной при 95 о/о­

ном уровне значимости . Это свидетельствует о том, что различия средних величин 
возникли в ре3ультате недост�rгка числа наблюдений, составляющих меньше 5 %. 

Расчеты ошибки средней веш-:1чи1-1ы и щштерия t-Стьюдента представлены в

таб�1i-'щ1;� 15 . 

[ ��
---

_
·Таблица

::;::
чет

-
ы оши(5

�
и 

Q
�:i;�:-i 

�;::�;:::�:;ь�р
ия t-C

;;::;;: t-
------ -------------- ---------------------------------_до сорбции__ после сорбции Стъюдента 

1 2 3 4 5
------- --------.------------------------- ------------------- ----------------------- ------------+-----------

__ l __ ._Р,Г_'Тг._ йнiJоппе _________________ 0,0014 ____ 0,0005 19,32 
2 J .АГ 'Т1·. Уеm.1соsшт1_ 1 0,0044 . 0,0014 169К,1 

--з-1·:А:r· ··т; .. -
-
iE�:ifc;;:���.--

----
--

----
- -�---(�6i) !:� --- ' 0,0014 ]l 4545 

. -1 =-t1 
�� Х: ����:�уснn1-=]= �·,�;���: =1

�·,��: � 
4,22

l 1 15,:51 



---г- -- ------------- - ---------��--------------г ----·:з _______ _ 
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-------- ----- .... , 
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_ 
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__ § _ _ /\J_)г._auto1:rophycшn _____ �--- 0,00t7 __ _ 

7 А.Г' Т1,·. saтkiso,1ii 0.,0021 
·--------·-- --------···------------------------·------------ --------·--------------

8 АГ т,·. sarkiso,,1ii : о,оо:ю 
·---------- ---·-----·· ·--·---------------------··-----·--------_J _______ . __________ _ 
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Продолжение таблицы 15 

-------- -
-r 4 5 

0,002 28,38 
0,0014 9,96 
0,0020 8,49 

Для определения достове:рности ра:шичий, обратились к специальной 
таб:шще [73], в которой представлены граничные значения критерия t-Стьюдента 
д.тя 5 %нюго уровня значимости в зав�1симости от числа степеней свободы. 

[,1з таблицы [73] видно, что граничным значением для 4 является 2,78. 
Найдешп,rе значения критерия t--·Стьюдента значительно превосходят Э1у величину, 
следоьательпо, обнару:женныЕ: нами различия в оптической плотности до сорбции и 
после сорбцил полимером достоверны. 

3 .4 Интерпретации полученных результатов 

Приведенные ре3ультаты свид-ете."rьствуют о возможности осуществления 
иммобилизации белковь1х препаратов, в частности яичного альбумина и 
антигенов р:в:1ичной природ=>r, поли/\-1:ерным сорбентом в различных средах. 

В первой части иселедовательской работы получены данн:ые 
иммобилизации яичного :шъбумина ра:шичныJvш полимерными сорбентами, а 
имен.1-ю попистиролом., поливинилхлоридом и полиметилметакрилатом. 
Следует отметиlъ, 1по в этом опыте ш�следовали полимеры, применяемые в 
инфекционной и клинической :;,rммунологии для постановки реакции 
агг.rпотинации латекса. Сравнив по;�ученнь1е 3начения оптической плотности 
раствора яичного альбум:ина ,до сорбции и после инкубации с полимерным 
сорбентом., можно сделать вывод, что наилу 1-1шая сорбция яичного альбумина 
полимером прои:юшла в среде фо,:фагно-буферного раствора. Причем 
наилу� шим сорбентоtv11 в данном случае является полиметилметакрилат. 

Во второй части нашей экспери�1ентальной работы получены данные 
сорбцни яичного альбумина в различных средах полиэтиленом, который ранее 
не применялся в качестве носителе:й белковых препаратов. Наиболее 
эффективно сорбщия яшчного :шьбумина полиэтиленом протекает в среде 
фосфатно-буферного растворз. 

В заключительной части эксперимента было проведено исследование 
сорбционной способности полиэтилена связывать антигены различной природы 
в прЕсутствии фосфатно--бу1ферного раствора. Полученные результаты 
11ою1зшти, что антигеньI сорбируются на полиэтилене и данный синтетический 
:\1атериш1 можно исполь:ювать в :качестве сорбента антигенов и антител. Но, 
следуе�: отметить, что не все антигены можно иммобилизовать на полиэтилене. 
Так, не произошла сорбция на полиэгилене следующих антигенов: АГ Tr. 
\теш1с:ш;шп, А.Г Тг. faritЪппe 

Т аюы,1 образом, была ПОl{аз:ана воз\южность использования полимерных 
сорбеI-гов при конструировании различных иммунодиагностических тест­
систеуr д.тя обнаружения анти.:'енов и анппел. 
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4 Выводы 

4. 

В результате исследовательской работы доказана возможность 
исполыов.ания различнь:rх полимерных сорбентов для иммобилизации 
бе;тковых и поли:::ахаридных препаратов, а именно полиэтилена, 
полистирола, полишшилх.:1орида и полиметилметакрилата; 
()1тгим::оъным1 носителем белковых препаратов из ранее известных 
полимерных сорбентов является полиметилметакрилат, причем 
наилучшая сорбция 1ротекает в среде фосфатно-буферного раствора .. 
Опт:имальны:м носителем дrrя полисахаридов является полиэтилен в 
присутствии фосфатно-буферного раствора. 
Предлшкенный нами носитель можно использовать при 
конструировании и111rrv'lунодиагностических тест-систем для постановки 
реакции аггЛJ{)ТИI-нщии латекса. 



За:�(шо[rение 

Задачей настоящей 
возмо:кности исполь,:зования 
белка fiЫX лгрепаратов .. 

l\ШГИС терской 
поли мерны к 

диссертации 
сорбентов для 
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было изучение 
иммобилизации 

В .титературном обзоре был произведен анализ существующих методов, 
испош,зуе]\IЫХ д.:1я диагностики инфекционных заболеваний, из которых мы 
выбрал:[ латексный метод. Так как возм:ожность использования в данном 
метод:� в качестве сорбентов антигенов и антител различные синтетические 
материалы., расширяет возможности применения реакции агглютинации 
патекс:а н анфекционной и клинической иммунологии. Также преимуществом 
данното ;1,1етода является простата постановки реакции, быстрота ее 
выполнения., отсутствие необходимости в сложной аппаратуре. 

В х:оде патентного поиска изучены способы приготовления различных 
и11.1мунодиапюстических тест-систем д1я обнаружения антигенов и антител с 
асполь3ованием таких полиl\1ерных сорбентов, как полистирол, поливиниловый 
спирт. Г:I0:11ученный при этом материал послужил основой для разработки 
и1vr\>1утодишгноспшума с применение�11 в качестве полимерного носителя 
поли::ги.:-�ена. 

В экспс:ри:ментальной части собственные исследования разделены на три 
этапа. 

На Ш;.�рвом этапе проведена сорбция яичного альбумина полимерными 
сорбе1тrа:•11и в различных средах. В качестве полимерных сорбентов 
исполь:ювали полистирол, поливинилхлорид, полиметилметакрилат. 

На втором[ этапе мы исслед:овали сорбционную способность 
пред.rюженного нами в качеС''Ве сорбента полиэтилена. 

На третьем этапе изучена степень сорбции антигенов различной природы 

полим1::рным сорбен:том в среде фосфатно-буферного раствора. В :качестве 
полимерного носителя испопьзовали полиэтилен. 

Таким: образом., синтети:чесю:1е материалы можно прим1�нять для 
изготозленин диагностических тест-сисгем, позволяющих проводить реакцию 
агг:'попп1.ации латекса для обнаруже нин антигенов и антител в исследуемой 
пробе. 

По теме м:агистерской диссертации в научном журнале «Вестник 
Инноващюв:ного Евразийского университета>> опубликовано две статьи 
<<Сорбция яичного альбумина на полю,{ерном сорбенте в различных средаю>, 
<<l]зучение степени сорбции антигенов различной природы полимерным 
сорбентоr11ш. 

Ло результатам нс.следований оформляется заявка на изобретение (<Способ 
приготов:�[ен1юr rюл:и1v11ерного антигенного диагностикума». 

Цель 1 поставленная в магистерской диссертации, достигнута. 
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