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АННОТАЦИЯ
Введение. Иммуноферментный анализ на основе рекомбинантных аналогов иммуногенных белков Treponema pallidum позволяет 
осуществлять диагностику сифилиса, определяя антитела иммуноглобулинов G и M классов, при этом обнаружение специфиче-
ских антител класса М является важным критерием при диагностике ранних стадий сифилиса. Эффективность анализа зависит 
от антигенов, используемых для обнаружения антитрепонемных антител, и от клинической стадии инфекции. До сих пор нет 
единого мнения о том, какие антигены имеют наилучшие характеристики для серодиагностики сифилиса, а также отсутствуют 
тест-системы, позволяющие дифференцировать различные формы инфекции или оценивать эффективность лечения. Это делает 
актуальным поиск новых антигенов или их сочетаний, определяющих антитела, продукция которых характерна для конкретных 
клинических форм данного заболевания. Цель исследования — оценка диагностического потенциала рекомбинантных белков 
Treponema pallidum Тр0163 и Тр0971 как кандидатных антигенов для определения антител класса М в сыворотках крови боль-
ных с первичным, вторичным, ранним скрытым и поздним скрытым сифилисом методом иммуноферментного анализа. Мето-
ды. Проведено пилотное наблюдательное исследование с  контрольной группой образцов сыворотки крови 10  здоровых доно-
ров и 45 образцов сыворотки крови пациентов с подтвержденным диагнозом следующих форм сифилиса: первичный (n = 12), 
вторичный (n = 6), ранний скрытый (n = 13) и поздний скрытый (n = 14). Диагноз и классификация заболевания определялись 
врачом-дерматовенерологом в соответствии с клиническими рекомендациями. Основной показатель исследования — оценка ди-
агностической возможности рекомбинантных белков Treponema pallidum Тр0163 и Тр0971 для определения наличия антител клас-
са M методом иммуноферментного анализа. Обработка полученных данных осуществлялась в программе Microsoft Excel 2017 
(Microsoft, США). Статистически значимым считали уровень значимости, для которого р < 0,05. Результаты. Диагностическая 
чувствительность определения иммуноглобулина класса M с рекомбинантным антигеном Тр0971 составила 91,7, 83,3, 84,6 и 7,7 % 
от количества пациентов в  группах первичного, вторичного раннего скрытого и позднего скрытого сифилиса соответственно. 
По отношению к рекомбинантному антигену Тр0163 статистически значимым оказалось определение иммуноглобулинов класса 
M для вторичного и раннего скрытого сифилиса — диагностическая чувствительность иммуноферментного анализа для опреде-
ления иммуноглобулинов класса M 66,7 и 53,8 % от количества пациентов в каждой из этих групп соответственно. При первичном 
и позднем скрытом сифилисе антитела класса M к Тр0163 не регистрировались. Заключение. Тр0971 является перспективным 
антигенным маркером ранних стадий сифилиса. Антиген Тр0163 характеризуется низкой диагностической чувствительностью 
на выявление иммуноглобулинов класса M к Treponema pallidum.
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Prospects for the application of recombinant antigens Treponema pallidum 
TР0163 and TР0971 in enzyme-linked immunosorbent assay for the detection 
of immunoglobulin M in the serum of syphilis patients: A pilot observational study
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ABSTRACT
Background. The enzyme-linked immunosorbent assay based on recombinant analogues of Treponema pallidum immunogenic proteins 
enables the diagnosis of syphilis by determining immunoglobulin G and immunoglobulin M. The detection of specific immunoglobulin M 
is considered an important criterion in diagnostics of syphilis at early stages. The efficiency of the assay depends on the antigens used to 
detect antitreponemal antibodies and the clinical stage of the infection. No consensus exists on which antigens exhibit the best characteris-
tics for serodiagnosis of syphilis, and no test systems can differentiate between various forms of the infection or assess treatment efficacy. 
This highlights the need for new antigens or combinations thereof that can identify antibodies characteristic of specific clinical forms of 
the disease.  Objective. To evaluate the diagnostic potential of recombinant Treponema pallidum proteins TР0163 and TР0971 as candidate 
antigens for detecting immunoglobulin M in serum samples from patients with primary, secondary, early latent, and late latent syphilis using 
the enzyme-linked immunosorbent assay. Methods. A pilot observational study was carried out with a control group of blood serum samples 
from 10 healthy donors and 45 blood serum samples from patients with a confirmed diagnosis of the following forms of syphilis: primary 
(n = 12), secondary (n = 6), early latent (n = 13), and late latent (n = 14). Diagnosis and classification of the disease were determined by a der-
matovenereologist according to clinical guidelines. The primary endpoint of the study was to assess the diagnostic capability of recombinant 
Treponema pallidum proteins TР0163 and TР0971 for detecting immunoglobulin M using enzyme-linked immunosorbent assay. Data pro-
cessing was carried out by means of Microsoft Excel 2017 (Microsoft, USA). A statistical level was considered statistically significant at p 
< 0.05. Results. The diagnostic sensitivity of detection immunoglobulin M with recombinant antigen TР0971 accounted for 91.7%, 83.3%, 
84.6%, and 7.7% for patients in the primary, secondary, early latent, and late latent syphilis groups, respectively. For recombinant antigen 
TР0163, statistically significant detection of immunoglobulin M was observed for secondary and early latent syphilis, with diagnostic sensi-
tivities of 66.7% and 53.8%, respectively. In primary and late latent syphilis, immunoglobulin M to TР0163 were not revealed.  Conclusion. 
TР0971 represents a promising antigenic marker for early stages of syphilis. Antigen TР0163 is characterized by low diagnostic sensitivity 
for detecting immunoglobulin M to Treponema pallidum.  
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в  составе тест-систем для диаг-

ностики сифилиса в  качестве специфических антиге-
нов используются рекомбинантные аналоги белков Tp15 
(Tp0171), Tp17 (Tp0435) и Tp47 (Tp0574) и TmpA (Tp44,5, 
Tp0768). Иммуноферментный анализ (ИФА) с  использо-
ванием данных антигенов позволяет осуществлять диаг-
ностику сифилиса, определяя антитела IgG и IgM классов 
при одновременном исследовании большого числа образ-
цов сыворотки крови, при этом обнаружение специфиче-
ских антител IgM к Treponema pallidum является важным 
критерием при диагностике ранних стадий сифилиса. Эф-
фективность анализа зависит от антигенов, используемых 
для обнаружения антитрепонемных антител, и  от  кли-
нической стадии инфекции [1]. До  сих пор нет единого 
мнения о том, какие антигены имеют наилучшие характе-
ристики для серодиагностики сифилиса, а также отсутст-
вуют тест-системы, позволяющие дифференцировать раз-
личные формы инфекции или оценивать эффективность 
лечения. Это делает актуальным поиск новых антигенов 
или их сочетаний, определяющих антитела, продукция 
которых характерна для конкретных клинических форм 
данного заболевания.

В последние десятилетия выполнен ряд работ по анно-
тированию генома T. pallidum [2–6]. На  основе этих ра-
бот были получены рекомбинантные белки трепонемы, 
а  также оценена их диагностическая значимость [7–9]. 
Биоинформатический анализ двух протеомных плат-
форм [2, 3], выполненный в  федеральном государствен-
ном бюджетном учреждении «Государственный научный 
центр дерматовенерологии и  косметологии» Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации (ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздрава России), позволил отобрать девять 
трепонемных белков, проявляющих серореактивность 
с  образцами сыворотки крови больных сифилисом [10]. 
Для шести из  них  — Тр0453, Тр0319, Тр1038, Tp0965, 
Тр0277  и  Тр0684  в  ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России 
de novo создали генетические экспрессионные системы. 
Полученные рекомбинантные белки были использованы 
в качестве антигенов для определения специфических ан-
тител в сыворотках крови больных различными формами 
сифилиса методами иммуноферментного и иммунофлуо-
ресцентного анализов [11–15]. Исследование иммуноген-
ных свойств рекомбинантных белков Tp0163 и Tp0971 яв-
ляется продолжением этих работ.

Белки Тр0163 и Тр0971 локализованы, предположитель-
но, на цитоплазматической мембране T. pallidum со  сто-
роны периплазматического пространства и за счет высо-
кого содержания в  структуре радикалов жирных кислот 
должны обладать высокой иммуногенностью [2, 3]. Функ-
ционально Tp0163  входит в  состав АТФ-связывающего 
транспортного комплекса, а  Tp0971  является лактофер-
рин-связывающим и Zn2+ связывающим белком [16, 17]. 
При изучении иммуногенных свойств белка Tp0163 была 
отмечена реактивность сыворотки крови у  пациентов 

с  первичным сифилисом [18]. Исследования, выполнен-
ные на кроликах, показали, что введение рекомбинантно-
го Tp0971  индуцирует выработку специфических анти-
тел IgG [19].

Цель исследования  — оценка диагностического по-
тенциала рекомбинантных белков T. pallidum Тр0163 
и Тр0971 как кандидатных антигенов для определения ан-
тител класса  IgM в  сыворотках крови больных с  первич-
ным, вторичным, ранним скрытым и поздним скрытым си-
филисом методом иммуноферментного анализа.

МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Проведено пилотное, основанное на  наблюдении, по-
перечное (cross-sectional), с  контрольной группой иссле-
дование образцов сыворотки крови 10 здоровых доноров 
и 45 образцов сыворотки крови пациентов с подтвержден-
ным диагнозом сифилиса различных форм.

Условия проведения исследования
Забор сыворотки крови проводился в  клинической ла-

боратории ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России. Серо-
логические исследования (иммуноферментный анализ) 
проводили в отделе лабораторной диагностики инфекций, 
передаваемых половым путем, и дерматозов этого же уч-
реждения. Исследовали сыворотки крови, полученные 
от  пациентов центрального региона Российской Федера-
ции, обратившихся в ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России 
в период с сентября 2023 по январь 2024 года.

Критерии соответствия
Критерии включения

Пациенты обоего пола от 18 лет с диагнозами: первич-
ный, вторичный, ранний скрытый и  поздний скрытый 
сифилис, установленными в соответствии с Клинически-
ми рекомендациями «Сифилис» (2020  г.) на  основании 
данных анамнеза, клинических признаков и  результатов 
серологических тестов. Группа контроля состояла из пра-
ктически здоровых лиц обоего пола от 18 лет. Отсутствие 
подтвержденной беременности на любом сроке для жен-
щин.
Критерии невключения

Наличие вируса иммунодефицита человека, вирусов ге-
патита B и С.
Критерии исключения

Беременность, сифилис других форм.
Описание критериев соответствия (диагностические 
критерии)

Диагноз и  классификация заболевания определялись 
врачом-дерматовенерологом в  соответствии с  Клиниче-
скими рекомендациями «Сифилис» (2020 г.)1.

Диагностические критерии для пациентов с первичным 
сифилисом: развитие первичного аффекта в месте внедре-
ния бледных трепонем, сопровождаемого односторонним 
или двусторонним регионарным лимфаденитом, реже 
лимфангитом; обнаружение бледных трепонем в отделяе-
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мом первичной сифиломы. Серологические реакции (ре-
акция пассивной гемагглютинации на  сифилис (РПГА), 
ИФА) положительны.

Диагностические критерии для пациентов с  вторич-
ным сифилисом: вторичный период сифилиса наступает 
в среднем через 2–3 месяца после инфицирования и про-
является симметричными высыпаниями на любых участ-
ках кожного покрова и/или слизистых оболочках. К про-
явлениям вторичного периода сифилиса относят также 
сифилитическую лейкодерму и алопецию — диффузную, 
мелкоочаговую и  смешанную. Возможно сохранение 
остаточных проявлений первичного сифилиса, а  также 
поражение внутренних органов, опорно-двигательного 
аппарата и  нервной системы. Серологические реакции 
(реакция иммобилизации бледных трепонем (РИБТ), 
реакция иммунофлюоресценции (РИФ), РПГА, ИФА) 
положительные. После начала специфического лечения 
проявление реакции Яриша — Герксгеймера — темпера-
турная реакция обострения после начала специфическо-
го лечения.

Диагностические критерии для пациентов с  ранним 
скрытым сифилисом (до 2 лет с момента инфицирования): 
характеризуется отсутствием клинических проявлений 
сифилиса и высокими титрами антител (от 1:40 до 1:320) 
в стандартных серологических реакциях — РИБТ, РИФ-
абс., ИФА у большинства больных. Диагностике помога-
ют данные объективного осмотра (рубец на месте бывшей 
первичной сифиломы, увеличение лимфатических узлов), 
а также появление реакции Яриша — Герксгеймера.

Диагностические критерии для пациентов с  поздним 
скрытым сифилисом: активизация процесса проявляет-
ся либо поражением внутренних органов и нервной сис-
темы, либо появлением третичных сифилидов  — бугор-
ков и  гумм. Диагностика основана на  данных анамнеза 
(если больной указывает, что мог заразиться от какого-то 
источника более 2  лет назад). У  всех больных резко-по-
ложительные серологические тесты — РИФ, РПГА, ИФА 
при низких титрах антител в  реакции Вассермана (1:20, 
1:10,3+…2+). Определяется патология в  спинномозго-
вой жидкости (положительные серологические реакции, 
скрытый сифилитический менингит)
Подбор участников в группы

Выделены следующие группы исследования: сыворотка 
крови здоровых доноров (n = 10) и 45 образцов сыворотки 
крови пациентов с подтвержденным диагнозом сифилиса 
следующих форм: первичный (n = 12), вторичный (n = 6), 
ранний скрытый (n = 13) и поздний скрытый (n = 14). Ди-
агноз и классификация заболевания определялись врачом-
дерматовенерологом в соответствии с клиническими реко-
мендациями.
Целевые показатели исследования
Основной показатель исследования

Оценивали диагностические возможности рекомбинант-
ных белков T. pallidum Тр0163 и Тр0971 для определения 
наличия антител класса M в  сыворотках крови больных 
с  первичным, вторичным, ранним скрытым и  поздним 
скрытым сифилисом методом иммуноферментного анали-

за. Основной показатель исследования — количество па-
циентов, имеющих антитела класса M к каждому отдель-
ному антигену.
Дополнительные показатели исследования

Настоящим исследованием не предусмотрены.
Методы измерения целевых показателей
Лабораторные методы исследования

Кровь для получения сыворотки забирали в вакуумные 
пробирки с  активатором свертывания и  гелем (Rustech, 
Россия). Не  позднее чем через 2  часа после взятия кро-
ви пробирки центрифугировали (10  мин; 3000  об/мин; 
4  °C). Сыворотку аликвотировали по  0,5  мл и  хранили 
при –20 °C.

Тест Rapid Plasma Reagins — RPR (АО «Эколаб», Рос-
сия) проводился для проверки всех образцов сыворотки 
в соответствии с протоколом производителя.

Для постановки иммуноферментного анализа исполь-
зовали 96‑луночные микропланшеты высокой сорбции 
(ServiceBio, Китай). Рекомбинантные антигены T. pallidum 
Тр0163  и  Тр0971 (Cusabio, Китай) разводили в  0,05  М 
карбонат-бикарбонатном буфере (рН 9,6) до  концентра-
ции 1 мкг/мл каждый, по отдельности добавляли в план-
шеты по  100  мкл в  лунку и  инкубировали (температура 
23–25 °C, время 18–24 часа), после чего однократно про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором с 0,05 % 
твина 20 (ФСРт). Свободные сайты связывания блокиро-
вали раствором 3 % сухого обезжиренного молока с  5 % 
сахарозы в  ФСРт по  150  мкл в  лунку (температура 23–
25 °C, время 1,5 часа), удаляли блокирующий буфер и вы-
сушивали планшеты. При тестировании в каждую лунку 
добавляли по  100  мкл исследуемого образца сыворотки 
в разведении 1:100 (в ФСРт с 1 % сухого обезжиренного 
молока) и  инкубировали (температура 35–37  °C, время 
30  мин). Несвязавшиеся антитела удаляли трехкратной 
промывкой ФСРт. На  следующем этапе в  каждую лун-
ку добавляли по 100 мкл мышиных антител против  IgМ 
человека, конъюгированных с  пероксидазой хрена (АО 
БТК «Биосервис», Россия), и инкубировали (температура 
35–37 °C, время 30 мин). В качестве субстрата применяли 
тетраметилбензидин.

Учет результатов исследования
После проведения инкубации с субстратом и внесения 

стоп-реагента цвет раствора в лунках приобретал желтую 
окраску. Оптическую плотность (ОП) раствора измеряли 
при 450  нм на  спектрофотометре Multiskan FC (Thermo 
scientific, США). Измеренная оптическая плотность на-
ходится в прямой зависимости от количества иммуногло-
булинов класса М (IgМ) в  контрольных и  исследуемых 
образцах. Для интерпретации результатов определяли по-
роговый уровень оптической плотности ОПпор как среднее 
значение ОП образцов сыворотки крови здоровых инди-
видов. ОПпор использовали для определения коэффициен-
та позитивности (КП): КП (условная единица) = ОПобразца/ 
ОПпор., где ОПобразца — ОП любого исследуемого образца сы-
воротки. В дальнейшем «положительными» считали КП, 
превышающие 1,1 — значение, рекомендованное для это-
го анализа.

Арбузова Н. В., Шпилевая М. В., Катунин Г. Л., Носов Н. Ю 
Перспективы применения рекомбинантных антигенов Treponema pallidum ТР0163 И ТР0971 в иммуноферментном анализе...
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Образцы сыворотки крови пациентов с  подтвержден-
ным диагнозом сифилиса, классифицированные в  ИФА 
как положительные, обозначали как истинно положитель-
ные (ИП); образцы сыворотки крови пациентов с  под-
твержденным диагнозом сифилиса, классифицированные 
в  ИФА как отрицательные, обозначали как ложноотри-
цательные (ЛО); образцы сыворотки крови здоровых до-
норов, классифицированные в ИФА как положительные, 
обозначали как ложноположительные (ЛП); образцы сы-
воротки крови здоровых доноров, классифицированные 
в ИФА как отрицательные, классифицировали как истин-
но отрицательные (ИО).
Переменные (предикторы, конфаундеры, 
модификаторы эффекта)

Искажающим фактором в  данном исследовании могут 
явиться беременность или инфекционные заболевания 
(ВИЧ, гепатит), провоцирующие ложноположительные 
реакции. Данные факторы были нивелированы на  этапе 
формирования выборки.
Статистические процедуры
Принципы расчета размера выборки

Размер выборки предварительно не рассчитывался.
Статистические методы

Обработка полученных данных осуществлялась в  про-
грамме Microsoft Excel 2017 (Microsoft, США). Количе-
ственные характеристики возраста, коэффициента пози-
тивности (КП) проверяли на нормальность распределения 
по  критериям Колмогорова  — Смирнова и  Шапиро  — 
Уилка. Для описательной статистики возраста и  уровня 
активности IgМ в сыворотке крови пациентов с разными 
формами сифилиса использовали среднее значение ко-
эффициента позитивности  ±  стандартное отклонение 
(М ± SD). Различия между группами оценивали по крите-
рию Фишера для однофакторного дисперсионного анализа. 
При попарном сравнении средних значений использовали 
критерий Стьюдента для независимых групп. Для описа-
тельной статистики качественных показателей применяли 
доли (%), а сравнение проводили с помощью анализа про-
извольных таблиц сопряженности и использованием кри-
терия Хи-квадрат с поправками по необходимости.

Анализ диагностической ценности рекомбинантных ан-
тигенов Тр0163 и Тр0971 T. pallidum проводили в соответ-
ствии с ГОСТ Р 53022.3-2008 «Требования к качеству кли-
нических лабораторных исследований2. Правила оценки 
клинической информативности лабораторных тестов» — 
используя коэффициенты позитивности исследованных 
сывороток крови. Диагностические показатели вычисляли 
по формулам 1–5:

Чувствительность =
ИП

ИП + ЛО × 100% ,� (1)

Специфичность =
ИО

ИО + ЛП
× 100%,� (2)

ППЦ =
ИП

ИП + ЛП
× 100%,� (3)

ОПЦ =
ИО

ИО + ЛО
× 100%� (4)

ДЭ =
ИП + ИО

ИП + ЛО + ИО + ЛП
× 100%� (5)

где ППЦ  — положительная предсказательная ценность; 
ОПЦ  — отрицательная предсказательная ценность; 
ДЭ  — диагностическая эффективность; ИП  — истинно 
положительные результаты, ЛО  — ложноотрицательные 
результаты, ИО  — истинно отрицательные результаты, 
ЛП — ложноположительные результаты.

Критерий уровня значимости соответствовал p < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ
Формирование выборки (групп) исследования

В выборку включались пациенты с  установленными 
и подтвержденными диагнозами следующих форм сифи-
лиса: первичный, вторичный, ранний скрытый и поздний 
скрытый. Все пациенты обращались за медицинской по-
мощью в  ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России. Включе-
ние пациентов осуществлялось в  порядке их обращения 
при соответствии критериям включения и  отсутствии 
критериев невключения, без каких-либо дополнительных 
условий. Блок-схема дизайна исследования представлена 
на рисунке.
Характеристики выборки (групп) исследования

Всего в  исследование были включены 45  пациентов 
с  подтвержденным диагнозом сифилиса следующих 
форм: первичный (n  =  12), вторичный (n  =  6), ранний 
скрытый (n  =  13) и  поздний скрытый (n  =  14). Пациен-
ты всех групп сопоставимы по  возрасту (во  всех пяти 
группах значения возраста по критериям Колмогорова — 
Смирнова и Шапиро — Уилка соответствовали нормаль-
ному распределению): 32,0 ± 14,1 года в группе первично-
го; 38,5 ± 18,0 года в группе вторичного; 37,7 ± 14,7 года 
в  группе раннего скрытого и  34,3  ±  12,7  года в  группе 
позднего скрытого сифилиса. Контрольная группа здоро-
вых доноров состояла из 10 человек, средний возраст ко-
торых был 36,0 ± 14,1 года. Из однофакторного дисперси-
онного анализа для среднего значения возраста значимых 
различий не выявлено (р = 0,311) (табл. 1).

Гендерный состав (доли мужчин и  женщин) в  сравни-
ваемых группах больных и  здоровых пациентов был со-
поставим при анализе произвольных таблиц сопряжен-
ности с использованием критерия хи-квадрат (р = 0,995) 
(табл. 1).
Основные результаты исследования

Уровень  IgМ к рекомбинантным антигенам T. pallidum 
Тр0163 и Тр0971 в сыворотке крови пациентов в каждой 
обследованной группе, выраженный средними значения-
ми КП, а также количество ИП, ЛП, ЛО и ИО результатов 

2 ГОСТ Р 53022.3-2008. Национальный стандарт Российской Федерации. Технологии лабораторные клинические. Требования к качеству клини-
ческих лабораторных исследований. Часть 3 Правила оценки клинической информативности лабораторных тестов. Available: https://docs.cntd.
ru/document/1200072565
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представлены в таблице 2. В последней колонке показан 
уровень значимости различий между группой здоровых 
доноров и каждой группой пациентов с соответствующей 
формой сифилиса.

При определении антител класса IgM к Тр0163 в каждой 
группе пациентов с  сифилисом были получены ложноо-
трицательные результаты. В группах первичного и позд-
него скрытого сифилиса они составили 100 %, а в группах 
вторичного и раннего скрытого сифилиса — 46,2 и 33,3 % 
каждой из  групп соответственно. При определении ан-
тител класса  IgM к  Тр0971  в  группе позднего скрытого 
сифилиса было 93 % ложноотрицательных результатов, 
а  в  группах первичного, вторичного и  раннего скрытого 
сифилиса 8, 16,7 и 18,2 % каждой из групп соответствен-
но. В  группе здоровых доноров не  отмечено ни  одного 
ложноположительного результата.

Согласно данным эксперимента уровень IgM в ИФА бо-
лее выражен по отношению к рекомбинантному антигену 
Тр0971. Результаты КП во  всех представленных диагно-
стических группах сифилиса статистически значимо отли-
чаются от КП в группе здоровых. В группах с первичным 
и вторичным сифилисом при высоких средних значениях 
КП, равных 5,48 ± 4,63 и 4,37± 3,99 соответственно, уро-
вень значимости был р < 0,01. В группах с ранним скры-
тым сифилисом и поздним скрытым сифилисом средние 
значения КП были равны 3,09 ± 3,46 и 0,67 ± 0,30 соответ-
ственно, а уровень значимости был р < 0,05.

При определении уровня  IgM к  рекомбинантно-
му антигену Тр0163  статистически значимыми оказа-
лись результаты для вторичного и  раннего скрытого си-
филиса (р < 0,01) при близких средних значения КП: 
1,25 ± 0,58 и 1,30 ± 0,88. При первичном и позднем скры-
том сифилисе антитела  IgM к  Тр0163  не  регистрирова-
лись.

В таблице 3 представлены диагностические характери-
стики рекомбинантных антигенов Тр0163 и Тр097.

Диагностическая чувствительность ИФА IgM с антиге-
ном Тр0971 для первичного, вторичного и раннего скрыто-
го сифилиса составила 91,6, 83,3 и 76,9 % соответственно, 
самый низкий показатель получен для диагностики позд-
него скрытого сифилиса — 7,1 %.

Диагностическая чувствительность ИФА IgM с антиге-
ном Тр0163 для вторичного и раннего скрытого сифили-
са составила 66,7  и  46,2 % соответственно. Для опреде-
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Потенциально включаемые случаи (n = 55)

Не оценено по критериям включения (n = 0)

Оценено по критериям включения (n = 55)

Не соответствуют критериям включения (n = 0)

Включено в исследование (n = 55)

Выбыло из наблюдения (n = 0)

Данные, доступные для анализа:
клинико-анамнестические (n = 55)

Закончили исследование
(n = 45)

Выбыли из исследования
(n = 0)

Пациенты с сифилисом (n = 45):
•первичным (n = 12)
•вторичным (n = 6)
•ранним скрытым (n = 13)
•поздним скрытым (n = 14)

Здоровые
доноры
(n = 10)

Забор крови; получение сыворотки; исследование
методом иммуноферментного анализа на наличие

и уровень IgМ к рекомбинантным антигенам
T. pallidum Тр0163 и Тр0971; анализ результатов

Закончили
исследование 

(n = 10)
Выбыли

из исследования
(n = 0)

Рис. Блок-схема дизайна проведенного исследования
Примечание: блок-схема выполнена авторами (согласно реко-
мендациям STROBE). Сокращение: IgМ — иммуноглобулин М.
Fig. Schematic diagram of the research design
Note: performed by the authors (according to STROBE recom-
mendations). Abbreviation: IgM — immunoglobulin M.

Таблица 1. Средний возраст (М ± SD) и доля мужчин (%) в группах здоровых и больных пациентов
Table 1. Mean age (M ± SD) and proportion of males (%) in healthy and patient groups

№ группы Заболевания пациентов Возраст (М ± SD), лет Доля мужчин (%)
1 Здоровые (n = 10) 36,0 ± 14,1 80,0
2 Первичный сифилис (n = 12) 32,0 ± 14,1 83,3
3 Вторичный сифилис (n = 6) 38,5 ± 18,0 83,3
4 Ранний скрытый сифилис (n = 13) 37,7 ± 14,7 84,6
5 Поздний скрытый сифилис (n = 14) 34,3 ± 12,7 78,6

Критерий значимости р 0,311* 0,995#
Примечания: таблица составлена авторами; * значимость по критерию Фишера, # значимость по критерию хи-квадрат.
Notes: the table is compiled by the authors; * by Fisher’s exact test, # by Chi-square test.
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Таблица 2. Количество истинно положительных, истинно отрицательных, ложноположительных и ложноотри-
цательных результатов, средние значения коэффициентов позитивности и уровень значимости различий между 
группами по критерию Стьюдента
Table 2. Number of true positive, true negative, false positive and false negative results, mean values of cutoff indices and 
significance level between the groups by Student’s test

Группы индивидов Количество результатов КП (М ± SD), 
у. е.

Уровень 
значимости р№ Характеристика группы ИП ИО ЛП ЛО

Тр0163
1 Здоровые (n = 10) 0 10 0 0 0,44 ± 0,32
2 Первичный сифилис (n = 12) 0 0 0 12 0,54 ± 0,28 р1,2 = 0,416*
3 Вторичный сифилис (n = 6) 4 0 0 2 1,25 ± 0,58 р1,3 = 0,003
4 Ранний скрытый сифилис (n = 13) 7 0 0 6 1,30 ± 0,88 р1,4 = 0,008
5 Поздний скрытый сифилис (n = 14) 1 0 0 13 0,51 ± 0,24 р1,5 = 0,555*

Тр0971
6 Здоровые (n = 10) 0 10 0 0 0,44 ± 0,32
7 Первичный сифилис (n = 12) 11 0 0 1 5,48 ± 4,63 р6,7 = 0,003
8 Вторичный сифилис (n = 6) 5 0 0 1 4,37 ± 3,99 р6,8 = 0,006
9 Ранний скрытый сифилис (n = 13) 11 0 0 2 3,09 ± 3,46 р6,9 = 0,025
10 Поздний скрытый сифилис (n = 14) 13 0 0 1 0,67 ± 0,30 р6,10 = 0,032

Примечания: таблица составлена авторами; * различия статистически незначимы. Сокращения: ИП — истинно положитель-
ные результаты; ИО — истинно отрицательные результаты; ЛП — ложноположительные результаты; ЛО — ложноотрица-
тельные результаты.
Notes: the table is compiled by the authors; * differences are statistically insignificant. Abbreviations: ИП — true positive results; ИО — 
true negative results; ЛП — false positive results; ЛО — false negative results.

Таблица 3. Диагностические параметры рекомбинантных белков Тр0163 и Тр0971 как антигенов для определения 
антител класса IgМ при сифилисе методом иммуноферментного анализа
Table 3. Diagnostic parameters of recombinant proteins Tr0163 and Tr0971 as antigens for the detection of IgM 
antibodies in syphilis by enzyme-linked immunosorbent assay

Диагностические характеристики общие (n = 45) Тр0163 Тр0971
Чувствительность (%) 26,7 88,9
Специфичность (%) 100 100
Положительная предсказательная ценность (%) 100 100
Отрицательная предсказательная ценность (%) 23,3 66,7
Диагностическая эффективность (%) 40 88,9
Чувствительность при определении
Первичного сифилиса (n = 12) (%) 0 91,6
Вторичного сифилиса (n = 6) (%) 66,7 83,3
Раннего скрытого сифилиса (n = 13) (%) 46,2 76,9
Позднего скрытого сифилиса (n = 14) (%) 0 7,1

Примечания: таблица составлена авторами; параметры определялись в соответствии с ГОСТ Р 53022.3-2008.
Notes: the table is compiled by the authors; parameters were determined in accordance with GOST R 53022.3-2008.

ления  IgM при первичном и позднем скрытом сифилисе 
Тр0163 не представляет диагностической ценности.

Общая диагностическая чувствительность для опреде-
ления антител класса  IgМ в  перечисленных группах па-
циентов для Тр0971  оказалась 88,9 %, для Тр0163–40 %, 
демонстрируя в  обоих случаях высокую специфичность 
и положительную предсказательную ценность исследова-
ния (по 100 %).

Для дальнейшей оценки серодиагностического потен-
циала двух рекомбинантных белков мы использовали 
коммерческий тест RPR, который обладает высокой чув-
ствительностью и специфичностью при диагностике всех 

форм сифилиса. Количество ИП, ИО, ЛП и ЛО результа-
тов теста и его диагностические параметры представлены, 
соответственно, в таблицах 4 и 5.

Общая чувствительность теста RPR и ИФА IgM с реком-
бинантными антигенами Тр0163 и Тр0971 составила 88,9, 
26,7  и  88,9 % соответственно. Можно отметить высокие 
значения чувствительности RPR и ИФА с Тр0971 на раз-
ных фазах заболевания, исключая поздний скрытый сифи-
лис, где чувствительность RPR была 85,7 %, а ИФА 7,1 %.

Тест RPR был активен с  83,3 % образцами сыворотки 
крови первичного сифилиса и 85,7 % образцами позднего 
скрытого сифилиса, которые были отрицательны в  ИФА 
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Таблица 4. Количество истинно положительных, истинно отрицательных, ложноположительных и ложноотрица-
тельных результатов теста RPR в исследованных группах
Table 4. Number of true positive, true negative, false positive and false negative results of the rapid plasma reagin test in the 
studied groups

Характеристика группы Количество результатов (абс.)
ИП ИО ЛП ЛО

Здоровые (n = 10) 0 10 0 0
Первичный сифилис (n = 12) 10 0 0 2
Вторичный сифилис (n = 6) 6 0 0 0
Ранний скрытый сифилис (n = 13) 11 0 0 2
Поздний скрытый сифилис (n = 14) 12 0 0 2

Примечание: таблица составлена авторами. Сокращения: RPR  — антикардиолипиновый тест/микрореакция преципитации; 
ИП — истинно положительные результаты; ИО — истинно отрицательные результаты; ЛП — ложноположительные резуль-
таты; ЛО — ложноотрицательные результаты.
Note: compiled by the authors. Abbreviations: RPR — rapid plasma reagin test; ИП — true positive results; ИО — true negative results; 
ЛП — false positive results; ЛО — false negative results.

Таблица 5. Диагностические параметры теста RPR в группах пациентов с сифилисом
Table 5. Diagnostic parameters of the rapid plasma reagin test in groups of patients with syphilis

Диагностические характеристики общие (n = 45) (%)
Чувствительность 88,9
Специфичность 100
Чувствительность при определении
Первичного сифилиса (n = 12) 83,3
Вторичного сифилиса (n = 6) 100
Раннего скрытого сифилиса (n = 13) 91,6
Позднего скрытого сифилиса (n = 14) 85,7

Примечание: таблица составлена авторами. Сокращение: RPR — антикардиолипиновый тест/микрореакция преципитации.
Note: compiled by the authors. Abbreviation: RPR — rapid plasma reagin test.

с Тр0163. Специфичность теста RPR и ИФА во всех груп-
пах составила 100 %.

Таким образом, в нашем исследовании ИФА с Тр0971 для 
определения IgM показал чувствительность, по большин-
ству параметров сходную с чувствительностью теста RPR, 
обычно используемого для лабораторной диагностики си-
филиса.

Дополнительные результаты исследования
Значения КП использовали для предварительного 

анализа изменения уровня  IgM по отношению к реком-
бинантным антигенам Тр0163  и  Тр0971  в  сыворотках 
крови пациентов с разными формами сифилиса. Группа 
пациентов с поздней скрытой формой сифилиса в анали-
зе не  участвовала, поскольку иммуноглобулины класса 
M у пациентов с этой формой заболевания не обнаружи
вались.

К антигену Тр0163 антитела класса M с одинаковой ак-
тивностью продуцируются у пациентов с ранним скрытым 
и вторичным сифилисом при полном отсутствии активно-
сти антительного ответа у пациентов с первичным сифи-
лисом. В целом 7 (22,3 %) и 4 (12,9 %) образца сывороток 
пациентов с ранним скрытым и вторичным сифилисом — 
11 (35,5 %) из  31  были протестированы положительно 
с  помощью  IgM-специфических тестов. У  двух пациен-
тов с вторичным и шести с ранним скрытым сифилисом 
ИФА IgM оказался отрицательным.

К антигену Тр0971 уровень специфических IgM снижа-
ется в ряду первичный — вторичный — ранний скрытый 
сифилис. В  целом положительно с  помощью  IgM-специ-
фических тестов были протестированы по  11 (по  24,4 %) 
образцов сывороток пациентов с  первичным и  ранним 
скрытым сифилисом и 5 (16,1 %) образцов с вторичной фор-
мой сифилиса — всего 27 (87,2 %) из 31. ИФА IgM оказался 
отрицательным у одного пациента с первичным, одного — 
с вторичным и у двух — с ранним скрытым сифилисом.

Нам представляется интересным отсутствие ответа IgM 
к  антигену Тр0163  в  группе пациентов с  первичным си-
филисом. В  соответствии с  общими закономерностями 
для бактериальных инфекций антитела класса M форми-
руются в крови на самых ранних этапах развития инфек-
ции, как это происходит в  отношении Tp0971. Если оба 
белка имеют одинаковую локализацию на цитоплазмати-
ческой мембране T. pallidum, то  должны индуцировать 
сходный профиль антительного ответа, что не соответст-
вует нашим результатам.
ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме основного результата исследования

На основании приведенных экспериментальных данных 
можно заключить, что Тр0971  является перспективным 
антигенным маркером ранних стадий сифилиса. Антиген 
Тр0163 характеризуется низкой диагностической чувстви-
тельностью на выявление IgM к T. pallidum.
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Ограничения исследования
Результаты настоящего исследования были получены 

на небольшой выборке пациентов. Для повышения каче-
ства работы требуется увеличение продолжительности ис-
следования и, соответственно, объема выборки.
Интерпретация результатов исследования

Актуальность тестирования новых рекомбинантных 
белков T. pallidum связана с необходимостью повышения 
чувствительности и общих возможностей существующих 
тестов для диагностики сифилиса, включая дифференциа-
цию отдельных форм инфекции, рецидива или повторного 
инфицирования, мониторинга эффективности специфиче-
ского лечения.

В данной работе мы изучили иммуногенность двух бел-
ков T. Pallidum, Тр0163  и  Тр0971, характеризуемых дву-
мя протеомными платформами [2, 3] как перспективные 
для серологической диагностики сифилиса, а также оце-
нили диагностическую чувствительность данных антиге-
нов для обнаружения антител класса IgM у больных раз-
личными формами сифилиса.

Мы определили, что Тр0971  обладает более выражен-
ной иммуногенностью, при этом наиболее активно  IgM 
обнаруживаются в сыворотке крови у больных на ранних 
стадиях сифилитической инфекции, что указывает на по-
тенциальную диагностическую ценность Tp0971  для се-
рологической диагностики ранних форм заболевания. 
На  это  же указывает высокая чувствительность ИФА 
с Тр0971, близкая к чувствительности теста RPR.

Тр0163 не подходит для скринингового теста на нали-
чие IgM. Это может быть связано с отсутствием продук-
ции данного белка у  больных с  первичным и  поздним 
скрытым сифилисом и с низкой его продукцией у больных 
вторичным и ранним скрытым сифилисом.

В совокупности результаты настоящего исследования 
подтверждают, что уровень экспрессии белков T. pallidum 
и их доступность для иммунной системы хозяина зависят 
от клинической формы сифилиса [1], при этом Тр0971 яв-
ляется перспективным антигенным маркером ранних 
стадий заболевания. Кроме того, это первое описание им-
муногенных свойств белков Тр0163 и Тр0971 и их приме-
нения для серологической диагностики сифилиса.

Мы не  рассматриваем использование рекомбинантных 
антигенов T. pallidum Тр0163 и Тр0971 в ИФА для обна-

ружения IgM как отдельный скрининговый тест. В данной 
работе мы оценили перспективность их применения с це-
лью последующего использования в  мультиантигенной 
тест-системе ИФА в качестве индикаторов ранних стадий 
сифилиса или мониторинга эффективности лечения.

Дополнительным результатом исследования ста-
ло предположение о  разной локализации белков 
Тр0163 и Тр0971 в клетке T. pallidum. Предположение осно-
вано на разных профилях ответа антител на данные антиге-
ны. Иммунный ответ антител класса М на Тр0971 зависит 
от  фазы инфекции и  соответствует общим закономер-
ностям развития иммунного ответа при бактериальной 
инвазии. Большинство иммуногенных липопротеинов 
спирохет являются периплазматическими [20], в  связи 
с чем и Тр0971 может располагаться в периплазме клетки, 
хотя существуют и  другие мнения относительно его ло-
кализации [16, 17]. Выработка антител класса М к белку 
Тр0163 не зависит от фазы инфекции и в целом отличается 
низкой экспрессией, что скорее свойственно белкам, свя-
занным с внутренней мембраной клетки-хозяина.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Дифференциальная диагностика форм сифилиса и оцен-
ка эффективности лечения — затруднения, которые нередко 
возникают в  практике врачей-венерологов. В  последние 
десятилетия происходит активный поиск чувствительных 
и  специфических антигенов для серологической диагно-
стики сифилиса, характеризующихся альтернативным ха-
рактером экспрессии при различных стадиях заболевания 
или после терапии. В  проведенном нами исследовании 
охарактеризован не  изучавшийся ранее гуморальный от-
вет  IgM на  два рекомбинантных антигена T. pallidum  — 
Тр0163  и  Тр0971  у  пациентов с  первичным, вторичным, 
ранним скрытым и поздним скрытым сифилисом методом 
иммуноферментного анализа. Показано, что рекомбинант-
ный белок Тр0971 индуцирует выраженный ответ антител 
класса M на ранних стадиях сифилитической инфекции, 
что указывает на  целесообразность изучения рекомби-
нантного антигена Тр0971  для диагностики ранних ста-
дий сифилиса. Рекомбинантный антиген Тр0163 не подхо-
дит для скринингового теста на наличие IgM. Результаты 
данного пилотного исследования носят предварительный 
характер и  способствуют пониманию перспективности 
дальнейшей работы с данными антигенами.
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