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ВВЕДЕНИЕ

Сифилис – инфекционное заболевание, вы-
зываемое бледной трепонемой (Treponema pal-
lidum), и ВИЧ-инфекция, вызываемая вирусом 
иммунодефицита человека (Human immunodefi -
ciency virus), имеют принципиально различные 
этиологию и патогенез, но общие пути переда-
чи – половой, гемотрансфузионный и транс-
плацентарный [1]. Вследствие этого эпидемии 
сифилиса и ВИЧ-ин фек ции оказываются тесно 
взаимосвязанными, поражая одни и те же груп-
пы повышенного поведенческого риска: гомо- 
и бисексуальных мужчин, секс-ра бот ни ков, 
потребителей инъекционных наркотиков [2]. 
Кроме того, при сочетании названных инфек-
ций клиническое течение каждой из них стано-
вится более агрессивным [3]. Отдельный аспект 
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данной проблемы связан с диагностикой сифи-
лиса при смешанной инфекции, что определяет-
ся возможностью отсроченного развития серо-
логических реакций или их негативации на фоне 
ВИЧ-ин ду ци ро ван ной иммуносупрессии [4, 5].

Указанные обстоятельства определяют необ-
ходимость анализа эффективности традицион-
ных нетрепонемных и трепонемных серологи-
ческих тестов, рекомендуемых для диагностики 
сифилиса при ВИЧ-ин фек ции [6], а также де-
лают актуальной разработку нового поколения 
тест-сис тем, ориентированных на комплекс-
ное выявление данных заболеваний [7]. Одним 
из перспективных направлений подобного поис-
ка является создание белковых чипов (иммуно-
чипов), представляющих собой микроматрицы 
с упорядоченно расположенными молекулярны-
ми зондами и использующих принцип реакции 
непрямой иммунофлуресценции для выявления 
антител к диагностически значимым антигенам 
вирусов и бактерий [8]. Известными примера-
ми являются экспериментальные иммуночипы, 
разрабатываемые в ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора [9] и Государственном научном 
центре дерматовенерологии и косметологии 
Минздрава России [10], однако опыт их исполь-
зования для выявления сифилиса при ВИЧ-ин-
фекции до настоящего времени отсутствует.

Цель работы: проведение серологической 
диагностики сифилиса у ВИЧ-инфицирован-
ных пациентов с использованием иммуночипа, 
включающего расширенную панель антигенов 
Treponema pallidum, а также сопоставление по-
лученных результатов с данными рутинных не-
трепонемных и трепонемных тестов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены 20 пациентов с под-
твержденными диагнозами сифилиса и ВИЧ-
ин фек ции, находящихся на учете в Москов-
ском городском центре профилактики и борьбы 
со СПИД. В соответствии с возрастным (23–
54 года) и половым (мужчины) составом данной 
группы для неё была сформирована соответству-
ющая группа сравнения, включающая 54 паци-
ента с клинически верифицированным диагно-
зом сифилиса при отрицательных результатах 
анализа на ВИЧ-ин фек цию. В сравниваемых 
группах преобладали ранние (вторичный и ран-
ний скрытый) формы сифилиса.

Пробы венозной крови от данных лиц забира-
ли в вакуумные пробирки 367955-BD Vacutainer 
с активатором свертывания (Becton Dickinson, 

Великобритания), после чего центрифугирова-
ли при 3000 об/мин в течение 10 мин.

Серологическое исследование на сифилис 
в обозначенных выше группах было проведено 
с использованием регламентированных нетре-
понемных и трепонемных тестов [6], а также 
экспериментального иммуночипа с расширен-
ной панелью диагностических антигенов Trepo-
nema pallidum [10].

Нетрепонемный флукуляционный тест, на-
правленный на выявление антикардиолипино-
вых антител, выполнен в варианте RPR-теста 
(от англ. – Rapid Plasma Reagin) с использовани-
ем набора реактивов производства ЗАО «Эколаб» 
(Электрогорск, Россия). В свою очередь трепо-
немные тесты, идентифицирующие специфи-
ческие антитела к иммунодоминантным анти-
генам T. pallidum, были выполнены в вариантах 
реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) 
с использованием комплекта реагентов «Си фи-
лис-РПГА-тест» (ЗАО «Эколаб», Электрогорск, 
Россия), а также набора реагентов «РекомбиБест 
антипаллидум – суммарные антитела» (ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск, Россия), основан-
ного на технологии иммуноферментного ана-
лиза (ИФА).

Профиль иммунореактивности исследуемых 
сывороток в отношении 10 видоспецифичных 
антигенов T. pallidum, представленных коммерче-
ски доступными препаратами Тр15, Тр17, Тр47, 
ТmpA (ЗАО «Эколаб», Электрогорск, Россия) 
и полученными de novo рекомбинантными бел-
ками Tp0277, Тр0319, Тр0453, Tp0684, Тр0965, 
Тр1038, проанализирован в реакции непрямой 
иммунофлуоресценции на поверхности экс-
периментального иммуночипа, схема которого 
приведена на рис. 1.

Исследуемые сыворотки разводили 1:10 
в 50 мМ фосфатном буфере с 0,05% Tween-20, 
вносили в инкубационную камеру иммуночипа 
и выдерживали в течение 12 ч при 37 °C для фор-
мирования комплексов «антиген-антитело». 
Далее камеру снимали, иммуночип промывали 
деионизированной водой, после чего несвязан-
ные антитела удаляли в ходе инкубации в про-
мывочном фосфатном буфере с 0,05% Tween-20 
в течение 30 минут при 200 об/мин на ротацион-
ном шейкере и повторно промывали. Для выяв-
ления комплексов «антиген-антитело» на рабо-
чую поверхность иммуночипа наносили антитела 
к Fc-фраг мен ту иммуноглобулина человека, ко-
ньюгированные с флуоресцентным красителем 
Су5 (Sigma Aldrich, США), инкубировали в те-
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чение 1 ч при 37 °C, после чего иммуночип про-
мывали деионизированной водой и высушивали 
в потоке воздуха. Считывание флуоресцентного 
сигнала (возбуждение при 650 нм, детекция при 
670 нм) выполняли с использованием универ-
сального ап па рат но-про грам м но го комплекса 
для анализа биочипов (БИОЧИП-ИМБ, Мо-
сква, Россия), усредняя результат от четырех 
ячеек с одним и тем же антигеном. Пороговый 

уровень флуоресценции (ФЛпорог) для каждого 
использованного антигена определяли на осно-
ве реакции с образцами сывороток крови здоро-
вых доноров с поправкой +3σ (квадратическое 
отклонение для данной выборки). В дальней-
шем «положительными» считались значения 
флуоресценции, превышающие ФЛпорог более 
чем на 10%; «отрицательными» –  составляющие 
менее 90% от ФЛпорог, а значения ±10% от ФЛпорог 
расценивались как сомнительные («серая зона» 
диагностического исследования).

Оценку результатов исследования прово-
дили с использованием программного обеспе-
чения AtteStat по критерию Манна-Уитни для 
непарных выборок с поправкой на множествен-
ное сравнение. В качестве порогового значения 
статистически значимых отличий принимали 
p<0,05. Для сравнения результатов регламенти-
рованных лабораторных исследований и данных, 
полученных на иммуночипе, произведен расчет 
коэффициента корреляции Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Использование нетрепонемного RPR-теста 
позволило зафиксировать высокие показатели 
реактивности (положительная реакция в титре 
1:8 и выше) для 57,5% сывороток от пациентов 
с сифилисом и 70,0% сывороток от пациентов 
с сифилисом и ВИЧ-инфекцией. Еще 28,5% 
и 10,0% сывороток, соответственно, вызывали 
флокуляцию фосфолипидного антигена в ти-
трах от 1:2 до 1:4. Отрицательные результаты 
RPR-тес та установлены у 24,1% больных сифи-
лисом и 20,0% пациентов с сочетанной ВИЧ-
ин фек ци ей (рис. 2а). При этом анализ распре-

Рис. 1. Принципиальная схема иммуночипа с расши-
ренной панелью антигенов T pallidum.
Снизу –  общий вид иммуночипа; сверху –  схема нанесения 
рекомбинантных белков T pallidum и контрольных материа-
лов на рабочую поверхность иммуночипа.

Рис. 2. Результаты регламентированных лабораторных тестов (а –  RPR; б –  РПГА; в –  ИФА) в группе больных си-
филисом и пациентов с сочетанной ВИЧ-инфекцией. По оси ординат –  доля сывороток (%) с определенными 
градациями результата серологической реакции.

А. В. Рунина и др. 
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деления результатов в сравниваемых группах 
не показал между ними статистически значи-
мых различий (р=2,94), а интегральная оценка 
чувствительности метода характеризовала его 
величиной  77,0%.

Трепонемный РПГА-тест давал положитель-
ный результат со всеми сыворотками пациентов 
с ко-инфекцией при наиболее частой регистра-
ции резко положительной реакции 4+ (в 65,0% 
случаев), тогда как на долю положительных 3+ 
и слабоположительных 2+ сывороток приходи-
лось 25,0% и 10,0%, соответственно (рис. 2б). 
Сходное распределение с преобладанием резко 
положительной реакции (в 53,7% случаев) было 
показано и среди больных сифилисом, однако 1 
из 54 исследованных сывороток в данной груп-
пе была определена как «отрицательная». Ста-
тистически значимые различия в распределе-
нии результатов РПГА в сравниваемых группах 
отсутствовали (р=2,37); интегральная чувстви-
тельность метода составила 98,7%.

Иммуноферментный анализ в группе боль-
ных сифилисом позволил оценить все исследо-
ванные сыворотки как «положительные», среди 
которых в 64,8% случаев пороговое значение 
оптической плотности (ОПкрит) было превы-
шено в 10 и более раз. В свою очередь при ис-
следовании сывороток от пациентов с сифили-
сом и ВИЧ-ин фек ци ей подобный выраженный 
результат ИФА также регистрировался наи-
более часто (в 70,0% случаев), однако анализ 2 
из 20 сывороток оценивал их как «отрицатель-
ные» (рис. 2в). В целом чувствительность ме-
тода составила 97,3%; статистически значимые 
различия между группами больных сифилисом 

и пациентов с сочетанной ВИЧ-ин фек ци ей 
вновь отсутствовали (р = 8,63).

Таким образом, использование регламенти-
рованных серологических методов позволило 
констатировать их сопоставимую эффектив-
ность для диагностики сифилиса как при мо-
ноинфекции, так и при ко-инфекции. Однако, 
получаемые при этом результаты в 24,3% слу-
чаев оказывались неоднозначными (в том чис-
ле у 13 из 54 больных сифилисом и 5 из 20 паци-
ентов с сифилисом и ВИЧ-ин фек ци ей), будучи 
представленными различными сочетаниями 
положительных и отрицательных результатов 
нетрепонемных и трепонемных тестов. Указан-
ное обстоятельство определило необходимость 
проведения верифицирующего исследования, 
в качестве которого была использована реак-
ция непрямой иммунофлуоресценции на экс-
периментальном иммуночипе.

Его использование в 100% случаев позволило 
зарегистрировать иммунореактивность иссле-
дуемых сывороток крови, что свидетельствовало 
об абсолютной диагностической чувствитель-
ности предложенного подхода. При этом спектр 
иммунореактивности индивидуальных сыво-
роток варьировал в широких пределах с пре-
вышением порогового уровня флуоресценции 
(ФЛпорог) в отношении различных по численно-
сти спектров антигенов. Интересно, что ана-
лиз подобных распределений в группе больных 
сифилисов и у пациентов с сочетанной ВИЧ-
ин фек цией показал статистически значимое 
(p<0,01) повышение иммунореактивности сы-
вороток последней группы. Так спектр реактив-
ности сывороток больных сифилисом включал 

Рис. 3. Профили иммунореактивности сывороток крови больных сифилисом и пациентов с сочетанной ВИЧ-
инфекцией при исследовании на иммуночипе: а –  количество прореагировавших антигенов; б –  средние значения 
иммунореактивности (ФЛ) каждого антигена.
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от 1 до 10 антигенов, а наиболее частым вариан-
том было взаимодействие с 7 антигенами (25,9% 
от всех результатов в данной группе). В свою 
очередь в группе пациентов с сочетанной ВИЧ-
инфекцией реакция происходила не менее чем 
с 3 антигенами, а спектр иммунореактивности 
90% исследованных сывороток включал 5–10 
антигенов (рис. 3а).

Оценка интенсивности взаимодействия сыво-
роток сравниваемых групп с отдельными антиге-
нами T. pallidum, охарактеризованная величиной 
флуоресцентного сигнала комплексов «ан ти-
ген-ан ти те ло» с рабочей поверхности иммуно-
чипа, также указывала на более высокую выра-
женность иммунного ответа при ко-ин фек ции 
(рис. 3б). При этом статистически значимое уве-
личение иммунореактивности сывороток кро-
ви пациентов с сифилисом и ВИЧ-ин фек цией 
показано в отношении антигенов Тр15, Тр17, 
Тр0453, Тр0684 (p<0,05), а особенно – в отно-
шении Тр47 (p<0,01), ТmpA (p<0,001) и Тр1038 
(p<0,01).

В целом же сравнение градаций результата ис-
следования на иммуночипе с данными регламен-
тированных трепонемных тестов РПГА и ИФА 
позволило констатировать между ними умерен-
ную степень сходимости (коэффициенты кор-
реляции 0,53 и 0,51, соответственно), вероятно 
определяемую общностью некоторых антигенов 
T. pallidum, используемых при постановке дан-
ных серологических реакций. С другой стороны, 
взаимосвязь результатов исследования на имму-
ночипе и выраженности RPR-теста оценивалась 
как слабая (коэффициент корреляции 0,21), что 
свидетельствовало об относительной незави-
симости трепонемных и нетрепонемных тестов 

при диагностике сифилиса как следствия раз-
личной специфичности выявляемых антител.

Интегральная оценка исследований с исполь-
зованием регламентированных тестов и имму-
ночипа показала возможность использования 
последнего для верификации диагноза сифили-
са, в том числе при неоднозначных результатах 
нетрепонемного и трепонемных тестов (таб.). 
Так три сыворотки от пациентов со скрытыми 
формами сифилиса и сопутствующей ВИЧ-ин-
фек ци ей, давшие отрицательный результат RPR-
теста при положительных результатах РПГА 
и ИФА, продемонстрировали реактивность с 5–7 
антигенами, в том числе несколькими традици-
онно используемыми в серодиагностике сифи-
лиса иммунодоминантными антигенами, а так-
же новыми рекомбинантными белками Тр0453/
Тр0684 или Тр0453/Тр1038 или Тр0319/Тр0453/
Тр0684. Кроме того, две сыворотки с противо-
речивыми результатами регламентированных 
тестов (RPR-/РПГА+/ИФА- и RPR+/РПГА-/
ИФА-), полученные от пациентов с первичным 
сифилисом и сопутствующей ВИЧ-ин фек ци ей, 
в результате исследования на иммуночипе были 
оценены как положительные на основе реакции 
с тремя антигенами T. pallidum каждая. При этом 
следует отметить, что иммунный ответ был за-
фиксирован исключительно в отношении полу-
ченных de novo рекомбинантных белков: Тр319/
Тр453/Тр0965 или Тр0453/Тр0684/Тр1038.

Кроме того, использование данного подхо-
да было полезным при верификации диагноза 
у 12  больных сифилисом с сочетанием отрица-
тельного результата нетрепонемного RPR-теста 
и положительными трепонемными РПГА и ИФА 
тестами, а также больного поздним скрытым си-

Таблица. Сравнение результатов серологических реакций с использованием регламентированных лабораторных 
тестов и экспериментального иммуночипа

Группы пациентов 
(кол-во случаев)

Результаты регламентированных 
лабораторных тестов

Результаты исследования на иммуночипе 
(кол-во прореагировавших антигенов)

RPR РПГА ИФА 1–2 3–4 5–6 7–8 9–10

Сифилис
(n=54)

+ + + n=41 4 4 7 18 8

– + + n=12 4 2 3 2 1

– – + n=1 0 1 0 0 0

ВИЧ/ сифилис
(n=20)

+ + + n=15 0 0 3 5 7

– + + n=3 0 0 2 1 0

+ – – n=1 0 1 0 0 0

– + – n=1 0 1 0 0 0

А. В. Рунина и др. 
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филисом с противоречивым диагностическим 
результатом RPR-/РПГА-/ИФА+, сыворотка 
крови которого при исследовании на иммуно-
чипе продемонстрировала реактивность с 4 ан-
тигенами T. pallidum (табл.), в том числе им-
мунодоминантными Тр15, Тр17, Тр47, ТmpA, 
а также полученным de novo рекомбинантным 
белком Тр0453.

ОБСУЖДЕНИЕ

Совокупность полученных результатов по-
зволила констатировать сходную эффективность 
регламентированных лабораторных серологиче-
ских тестов при выявлении сифилиса у ВИЧ-не-
га тив ных и ВИЧ-ин фи ци ро ван ных пациентов, 
что соответствует современным представлениям 
о возможности решения этой задачи на основе 
одних и тех же лабораторных алгоритмов [11, 12]. 
Однако, существующие нетрепонемные и тре-
понемные тесты обеспечили непротиворечивый 
результат только у 75,7% пациентов независимо 
от их ВИЧ-ста ту са, что диктует необходимость 
совершенствования методов и подходов к ис-
следованию иммунного ответа при сифилисе.

Предложенным решением стало использова-
ние экспериментального иммуночипа, использу-
ющего принцип непрямой иммунофлуоресцен-
ции для обнаружения специфических антител 
к 10 рекомбинантным белкам T. pallidum [10].
По своей сути данный лабораторный тест наибо-
лее близок к иммуноблотингу, поскольку оцени-
вает не суммарные антитела, но профили их ре-
активности к отдельным антигенам возбудителя 
сифилиса. Вместе с тем реализованный в имму-
ночипе принцип детекции комплексов «ан ти-
ген-ан ти те ло» делает подобный результат полу-
количественным, а использование расширенной 
панели диагностических антигенов T. pallidum 
доводит диагностическую чувствительность ме-
тода до наивысшего 100% уровня.

Параллельное использование иммуночипа 
в группах ВИЧ-негативных и ВИЧ-позитив ных 
пациентов позволило зафиксировать у послед-
них парадоксальное повышение интенсивности 
иммунного ответа, заключающееся как в рас-
ширении спектров иммунореактивности в отно-
шении панели антигенов T. pallidum, так и более 
высокую интенсивность взаимодействия с боль-
шинством индивидуальных антигенов. Следует 
отметить, что повышенная серореактивность 
при сочетании сифилиса с ВИЧ-инфекцией 
описывалась и ранее [13]. Однако, отсутствие 
в распоряжении авторов статьи сведений о де-

тализированном ВИЧ-статусе обследованных 
пациентов (содержании CD4 лимфоцитов в пе-
риферической крови; вирусной нагрузке и т. д.), 
пока оставляет этот факт без возможных объяс-
нений и определяет необходимость продолже-
ния исследований в заданном направлении.

В целом же использование иммуночипа по-
зволило получить непротиворечивый результат 
с регламентированными лабораторными теста-
ми, одновременно уточнив их результат в слу-
чаях неоднозначного сочетания нетрепонем-
ных и трепонемных реакций. При этом важным 
условием для этого представляется использова-
ние расширенной панели антигенов T. pallidum, 
выявляющей антитела, профиль специфичности 
которых обеспечивает выявление как ранних, 
так и поздних скрытых форм сифилиса [14]. Ука-
занное обстоятельство определяет актуальность 
завершения разработки и скорейшей сертифи-
кации представленного иммуночипа, решающе-
го задачу высокочувствительной серологической 
диагностики данного заболевания, в том числе 
при его сочетании с ВИЧ-инфекцией.
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microarray assay in groups of HIV-positive (n=20) and HIV-negative (n=54) patients with verifi ed syphilis 
diagnosis. The sensitivity of standard non-treponemal (rapid plasma reagin) and treponemal (passive he-
magglutination test; enzyme immunoassay) tests was similar in studied groups (77,0–98,7%), but approxi-
mately one fourth of the samples gave discordant results. Application of experimental immune-microarray 
showed 100% sensitivity of syphilis diagnostics together and revealed the paradoxical increasing of specifi c 
immune response to T. pallidum antigens in HIV-positive patients. This phenomenon involved immunore-
activity pattern expansion in the immune-microarray with 10 recombinant antigens of T. pallidum, and also 
the increased reactivity to the individual recombinant antigens Тр15, Тр17, Тр47, ТmpA (used in standard 
laboratory tests) and Тр0453, Тр0684 and Тр1038 (developed de novo for the designed assay). The diagnos-
tic results in immune-microarray were consistent with the standard laboratory tests, and clarifi ed them in 
the cases with discordant combinations of standard treponemal and nontreponemal tests’ results.
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