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Применение линейного иммуноблоттинга
для скрининга антител классов G и М
к основным возбудителям TORCH-инфекций

 
Резюме

Разработан российский набор реагентов «Лайн-Блот TORCH-профиль» для определения в формате линейного иммуноблоттинга 

антител к основным возбудителям TORCH-инфекций (комплект № 1 – IgG и комплект № 2 – IgM). Исследование контрольных 

материалов (n = 141), аттестованных в ИФА, показало 100%-ную чувствительность и специфичность нового набора.

Изучение сывороток крови (n = 1115), полученных от беременных и лиц, проходивших плановое или диагностическое обследо-

вание в специализированных медицинских организациях, в ИФА и линейном иммуноблоттинге с новым набором реагентов и его 

аналогом зарубежного производства позволило рассчитать клиническую информативность изучавшихся методов и соответству-

ющих им наборов реагентов по ГОСТ Р 53022.3-2008. Полученные данные позволяют рекомендовать новый набор реагентов 

«Лайн-Блот TORCH-профиль» для скрининга моноспецифических антител к каждому из основных возбудителей TORCH-инфекций, 

установления активности инфекционного процесса и определения сроков инфицирования.

Ключевые слова: ИФА, линейный иммуноблоттинг, клиническая информативность, TORCH-инфекции
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Abstract

It was developed a new kit of reagents «Line-Blot TORCH-profile» to define in the format of linear immunoblotting antibodies to main 

agents TORCH group (kit N 1 – for IgG and kit N 2 – for IgM). In the study of 141 certified controls industrial production showed 100% 

sensitivity and specificity of studies with a new kit. 

The study in ELISA and linear immunoblotting with developed set and its counterpart foreign production of clinical samples submitted 

from persons held diagnostic testing, made it possible to calculate the clinical informativity of both studied methods and corresponding 

sets of reagents according to GOST R 53022.3-2008. This has led to the recommendation set No.1 (IgG) as an alternative test to the 

use instead of several ELISA kits for determining monospecific antibodies to each of the major pathogens of TORCH group, and the set 

No.2 (IgM) - to determine active phase of infection or timing of infection.

Key words: ELISA, immunoblotting, clinical informativity, TORCH infection

Введение
России в последние годы наблюдается устойчи-

вое снижение показателей младенческой смерт-
ности. Так, по официальным данным Федеральной 
службы государственной статистики, в 2014 году 
показатель смертности детей в возрасте до 1 года 
составил 7,4 на 1000 новорожденных против 8,2 
– в 2013 году (снижение на 9,8%) [1]. В струк-
туре причин, обусловливающих перинатальную ги-
бель плода и новорожденного, существенную роль 
играют внутриутробные, или врожденные, инфек-
ции (ВУИ), развивающиеся при трансплацентарной 
передаче возбудителя от инфицированной матери 
[2 – 7].

Актуальность изучения ВУИ определяется не 
только существенными перинатальными потерями, 
но также и тем, что у плода, перенесшего ВУИ, 

часто выявляется врожденная патология, кото-
рая приводит к серьезным нарушениям здоровья 
и инвалидности. Инфицирование плода на ранних 
этапах его развития приводит к развитию эмбрио- 
и фетопатий [3 – 4, 7 – 10].

Истинная частота распространенности ВУИ 
до настоящего времени не установлена: по данным 
отдельных научных исследований, она составляет 
6 – 10% [2, 4, 6], в отдельных регионах достигает 
22,6% [3, 5 – 8] или даже 53% [11].

У новорожденных клинические проявления 
ВУИ не имеют специфических признаков, и это за-
трудняет их этиологическую диагностику. Указан-
ное обстоятельство привело к тому, что наиболее 
значимые с позиций тяжести поражения плода и 
новорожденного ВУИ были объединены в общую 
группу  – TORCH (по первым буквам основных за-
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болеваний: Тoxoplasmоsis, Оther infections (другие 
инфекции),  Rubella, Cytomegalia, Herpes), при этом 
в разряд «другие» специалисты включают широ-
кий круг инфекций, увеличивающийся с развити-
ем знаний о них (сифилис, листериоз, вирусные 
гепатиты, ВИЧ-инфекция, хламидиоз, микоплазмоз 
и др.) [4, 9 – 11].

Скудность клинической симптоматики и от-
сутствие специфических признаков у TORCH-
инфекций способствовали привлечению лабора-
торных методов для выявления возбудителей и их 
верификации. Приоритет получили непрямые ме-
тоды обследования беременных и новорожденных, 
направленные на обнаружение в крови маркеров 
гуморального иммунного ответа и оценку динамики 
их количественного содержания [12 – 18]. К чис-
лу подобных методов следует отнести иммунофер-
ментный анализ (ИФА) и линейный иммуноблоттинг 
(ЛИБ). Преимуществом технологии ЛИБ является 
возможность оценки состояния гуморального им-
мунитета обследуемого в отношении отдельных 
иммунокомпетентных антигенов одного или даже 
нескольких возбудителей инфекций в формате од-
ного лабораторного теста [13 – 14, 18].

Цель настоящего исследования – разработ-
ка медицинского изделия (набора реагентов), по-
зволяющего в рамках одного диагностического ис-
следования определять в крови пациента наличие 
антител дифференцированно к каждому из возбу-
дителей инфекций TORCH.

Материалы и методы 
В отделе перспективных разработок ЗАО «ЭКО-

лаб» был разработан набор реагентов «Лайн-Блот 
TORCH-профиль» для обследования пациентов с 
целью дифференцированного скрининга анти-
тел одновременно к нескольким антигенам воз-
будителей TORCH-инфекций  методом линейного 
иммуноблоттинга (комплект № 1 – IgG, комплект 
№ 2 – IgМ).

Состав набора реагентов «Лайн-Блот TORCH-
профиль» включает: иммуносорбент (24 нумеро-
ванных стрипа), конъюгат (козьи антитела к IgG 
человека в комплекте № 1 или к IgМ человека в 
комплекте № 2, конъюгированные со щелочной 
фосфатазой), РФ-сорбент (только в комплекте 
№  2), раствор для разведения образцов, 10-крат-
ный концентрат промывочного раствора и суб-
стратный раствор.

В основу разработки была положена медицин-
ская технология иммунохимического исследования 
в формате ЛИБ, при котором в качестве твердой 
фазы используются узкие полоски мелкопористой 
мембраны (стрипы) с дискретно размещенными на 
них антигенами (иммуносорбент). Были отобраны 
очищенные нативные и рекомбинантные антиге-
ны основных возбудителей TORCH-инфекций для 
их последующего размещения на иммуносорбен-
те: нативный антиген Toxoplasma gondii и рекомби-

нантный аналог токсоплазменного антигена р30; 
нативный антиген вируса краснухи; рекомбинант-
ный аналог мозаичного антигена цитомегалови-
руса (ЦМВ), содержащий иммунодоминантные по-
следовательности белков рр150, рр52, рр28 и gB; 
рекомбинантные аналоги антигена G1 вируса про-
стого герпеса 1-го типа и антигена G2 вируса про-
стого герпеса 2-го типа (ВПГ-1 и ВПГ-2).

Кроме этого, на иммуносорбенте были разме-
щены: международный стандарт ВОЗ Anti-Rubella 
Immunoglobulin, Human NIBSC code: RUBI-1-94, 
представляющий собой IgG человека к вирусу 
краснухи в концентрации 15 – 20 МЕ/мл (линия 
«Rub. Cut off») и 3 контрольные линии, 2 из кото-
рых («0,5+» и «2,0+») содержали человеческие IgG 
или IgМ в разных концентрациях для калибровки 
результатов исследования, и одна линия («КВО») 
содержала антивидовые антитела к IgG/IgM чело-
века для контроля внесения образца.

При изучении клинической информативности 
разработанного набора реагентов были исполь-
зованы аттестованные в ИФА образцы сыворотки 
крови (n = 141) из состава стандартизованных оха-
рактеризованных панелей (СОП) различного про-
изводства, содержавшие и не содержавшие анти-
тела к антигенам возбудителей TORCH-инфекций 
(ЗАО «МБС»: кат. № TGC-8, TGS-24 и SGS-36; ЗАО 
«Вектор-Бест»: кат. № D-2558, D-1540 и D-2141; 
фирмы «Sera Care Life Sciences», USA: cat № PT 
C203-1,2) и 1115 клинических образцов сыворо-
ток крови беременных и лиц, проходивших лабо-
раторное обследование в диагностическом центре  
«El Clinic» (г. Электрогорск) и на Московской област-
ной станции переливания крови (Москва).

Размещение антигенных линий на стрипах пред-
ставлено на схеме (рис. 1). Различия в составе 
иммуносорбента в комплектах № 1 и № 2 обуслов-
лены особенностями осуществления диагностики 
инфекций.

Процедуру лабораторного исследования об-
разцов физиологических жидкостей человека (сы-
воротки крови или цереброспинальной жидкости 
– ликвора) осуществляют в следующей последова-
тельности:
•	 перед определением антител класса М образцы 

обрабатывают РФ-сорбентом для удаления IgM 
ревматоидного фактора, а также избытка IgG;

•	 иммуносорбент инкубируют в реакционной 
канавке с раствором образца в рабочем разве-
дении, что приводит к образованию иммунных 
комплексов, фиксированных в участках иммо-
билизации соответствующих антигенов возбу-
дителей TORCH-инфекций; при последующем  
4-кратном промывании из реакционной канав-
ки и со стрипа удаляются все не вступившие в 
реакцию белки образца;

•	 в реакционные канавки вносят конъюгаты, что 
обусловливает формирование на стрипах более 
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сложных иммунных комплексов, которые не 
подвергаются диссоциации на этапе промыва-
ния, в то время как не вступившие в связь со 
стрипами компоненты удаляются из реакцион-
ной среды;

•	 на завершающем этапе в ячейки с иммуносор-
бентом вносят субстрат, содержащий хромоген 
и окислитель. В местах первичной локализа-
ции на стрипах антигенов возбудителей TORCH-
инфекций или контрольных антител в результате 
индуцированного щелочной фосфатазой вос-
становления хромогена происходит локальное 
образование окрашенных формазанов, степень 
их окрашивания пропорциональна исходному 
содержанию специфических антител в испытуе-
мом образце.

Учет и интерпретация результатов исследования
Появление и степень окрашивания контроль-

ных линий позволяют оценить правильность про-
ведения всей процедуры исследования, а «КВО»  – 
внесение исследуемого образца в реакционную 
лунку. Сопоставление интенсивности окраски ли-
ний «0,5+», «2+» с линиями нанесения каждого из 
антигенов иммуносорбента позволяет осуществить 

полуколичественную оценку содержания в ис-
следуемом образце специфических антител соот-
ветствующего класса к антигенам T. gondii, ЦМВ, 
ВПГ-1 и ВПГ-2. Степень проявления окраски ли-
нии «0,5+» служит критическим уровнем, «cut off»: 
менее интенсивное окрашивание расценивают 
как соответствующее отрицательному результату в 
определении антител, а более интенсивное – как 
положительный результат. Выраженность цвета 
линии «2+» позволяет оценить окраску основных 
линий на стрипе в условных единицах, «плюсах»:  
от «0,5+» до «4+».

Антитела к антигенам возбудителя краснухи, 
Rubella virus, учитывают по отношению к интенсив-
ности окрашивания линии «Rub. Cut off» (комплект 
№ 1), содержащей IgG человека к вирусу краснухи 
в концентрации 15 – 20 МЕ/мл (международный 
стандарт ВОЗ). Использование этого индикатора 
позволяет также получить дополнительную инфор-
мацию об иммунном статусе пациента, так как 
концентрация IgG против вируса краснухи в 15  – 
20 МЕ/мл по международным стандартам считает-
ся минимальной, обеспечивающей защитный уро-
вень относительно инфицирования Rubivirus. 

Выявление на стрипе дополнительной полосы на 

Рисунок 1.	
Схема размещения антигенов и контрольных линий на стрипах иммуносорбента в наборе реагентов «Лайн-Блот 
TORCH-профиль» (комплект № 1: профиль-IgG и комплект № 2: профиль-IgM)

Комплект №1 (профиль-IgG) Комплект №2 (профиль-IgM)
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участке размещения рекомбинантного аналога ток-
соплазменного антигена р30 позволяет ориентиро-
вочно оценить сроки инфицирования обследуемого 
лица, так как окрашивание обеих полос (T.  gondii 
lysate и р30) позволяет исключать первичную ин-
фекцию в течение последних 3-х месяцев.

Результаты и обсуждение

Доклиническая оценка набора реагентов «Лайн-
Блот TORCH-профиль».

Оценка качественных характеристик «Лайн-Блот 
TORCH-профиль» была проведена со 141 контроль-
ным материалом, содержавшим (n = 94) и не со-
державшим (n = 47) антитела к антигенам возбуди-
телей TORCH-инфекций.

При исследовании каждой панели сывороток 
с новым набором реагентов «Лайн-Блот TORCH-
профиль» было установлено полное совпадение 
результатов определения специфических антител  
с их паспортными характеристиками и таким об-
разом были показаны 100%-ная чувствительность 
и специфичность.

Оценка клинической информативности резуль-
татов исследований с набором реагентов «Лайн-
Блот TORCH-профиль-IgG», комплект № 1

Клиническую информативность по ГОСТ Р 
53022.3-2008 [19] комплекта № 1 нового набора 
изучали при исследовании 1115 сывороток кро-
ви, полученных от беременных и лиц, проходив-
ших плановое или диагностическое обследование 
в специализированных медицинских организаци-
ях. В качестве наборов реагентов сравнения ис-
пользовали разрешенные к применению в Россий-
ской Федерации тест-системы для определения в 
ИФА антител к антигенам каждого из возбудителей 
TORCH-инфекций. Полученные при этом результаты 
приведены в таблице 1.

Представленные данные выявили наличие рас-
хождений в результатах определения антител клас-
са G разными методами (в ИФА и ЛИБ): к возбуди-

телю токсоплазмоза – в 3 (1,19%) из 253 случаев, 
к Rubella virus – в 4 (1,16%) из 344, к ЦМВ – в 
1 (0,31%) из 323, к ВПГ-1 – в 4 (2,22%) из 180 и 
к ВПГ-2 – в 4 (2,16%) из 185 случаев. Клиниче-
ские образцы (n = 16), с которыми установлены 
дискордантные результаты в ИФА и ЛИБ, допол-
нительно были изучены в ЛИБ с набором реаген-
тов «Recomline TORCH Screening IgG» («Mikrogen», 
Германия). Результаты исследования в линейном 
иммуноблоттинге с двумя разными наборами реа-
гентов были сопоставлены; совпадение результа-
тов составило 93,75% (по 75 из 80 определений).

Детализированный анализ данных ЛИБ с двумя 
использованными наборами реагентов позволил 
констатировать полное совпадение результатов 
определения IgG к возбудителю токсоплазмоза и 
ВПГ-1 и расхождение результатов в отношении 
определения антител к Rubella virus – по 1 об-
разцу, к ЦМВ – по 3 образцам и к ВПГ-2 – по 1 
образцу. При этом из 5 установленных случаев 
расхождения результатов в 3 случаях различия 
заключались между положительными (+) и нео-
пределенными (+/–), а в 2 случаях – между не-
определенными (+/–) и отрицательными (–) ре-
зультатами.

По совокупности совпадающих результатов ис-
следования клинических образцов в ИФА и ЛИБ 
с 2 наборами реагентов разных производителей 
проведена завершающая аттестация клинических 
образцов по содержанию в них специфических 
IgG, а также осуществлены расчет и сравнитель-
ная оценка показателей клинической информа-
тивности (клинической чувствительности, спец-
ифичности и диагностической эффективности) 
изучавшихся методов и соответствующих им на-
боров реагентов (табл. 2).

Представленные данные позволили прийти к за-
ключению о достаточно высокой диагностической 
эффективности изучавшихся методов и применяв-
шихся наборов реагентов. При выявлении разноч-
тений в результатах скрининга специфических IgG 
методами ИФА и ЛИБ приоритет имеют данные, по-

Таблица 1.
Результаты исследования 1115 клинических образцов сывороток крови в ИФА-IgG 
и линейном иммуноблоттинге («Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgG»)

Результат 
исследования

Количество результатов определения антител класса G
к возбудителю TORCH-инфекций в ИФА и ЛИБ

ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ

токсоплазма вирус краснухи ЦМВ ВПГ-1 ВПГ-2

Положительный 63 65 255 259 219 220 149 152 30 30

Неопределенный 8 5 13 9 5 4 4 0 4 0

Отрицательный 182 183 66 66 99 99 27 28 151 155

Всего 253 253 334 334 323 323 180 180 185 185
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лученные в линейном иммуноблоттинге, так как для 
них была установлена более высокая диагностиче-
ская эффективность (99,4 – 100%). Разработан-
ный российский набор реагентов в комплектации 
«Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgG» имеет высокие 
показатели клинической информативности, что 
позволяет рекомендовать его для использования 
при обследовании населения с целью скрининга 
TORCH-инфекций в медицинских организациях, 
оказывающих как первичную медико-санитарную, 
так и специализированную медицинскую помощь.

Оценка клинической информативности резуль-
татов исследований с набором реагентов «Лайн-
Блот TORCH-профиль-IgM», комплект № 2

Клиническую информативность комплекта № 2 

изучали при исследовании 860 сывороток, также 
полученных от беременных женщин и лиц, про-
ходивших специализированное обследование 
в  диагностических целях. Наборами реагентов 
сравнения также служили соответствующие ИФА 
IgM тест-системы для определения антител к анти-
генам возбудителей группы TORCH, имеющие ре-
гистрацию в Российской Федерации. Полученные 
результаты представлены в таблице 3.

При определении антител класса М было полу-
чено большее количество расхождений, чем при 
выявлении IgG в ИФА и ЛИБ: к возбудителю токсо-
плазмоза – в 24 (9,72%) случаях из 247, к Rubella 
virus – в 5 (2,12%) из 236, к ЦМВ – в 24 (10,91%) 
из 220, к ВПГ-1 – в 8 (4,28%) из 187 и к ВПГ-2 – 
в 8 (3,88%) из 206 случаев.

Таблица 2.
Показатели клинической информативности наборов реагентов для определения IgG  
к возбудителям TORCH-инфекций

Таблица 3.
Результаты исследования 860 клинических образцов крови в ИФА IgM и ЛИБ («Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgM»)

Наборы реагентов

Показатель информативности  
в  отношении возбудителей (в %)

токсоплазма вирус 
краснухи ЦМВ ВПГ-1 ВПГ-2

Клиническая чувствительность

Для ИФА 99,2 99,1 99,1 98,3 100

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgG 100 99,7 99,4 100 100

Recomline TORCH Screening IgG 100 100 100 100 100

Клиническая специфичность

Для ИФА 99,6 100 99,7 99,4 98,4

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgG 100 100 99,7 100 99,5

Recomline TORCH Screening IgG 100 100 100 99,4 100

Диагностическая эффективность

Для ИФА 99,6 99,1 98,8 97,8 98,4

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgG 100 99,7 99,1 100 99,5

Recomline TORCH Screening IgG 100 100 100 99,4 100

Результат 
исследования

Количество результатов определения антител класса M
к возбудителю TORCH-инфекций методами ИФА и ЛИБ

ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ ИФА ЛИБ

токсоплазма вирус краснухи ЦМВ ВПГ-1 ВПГ-2

Положительный 11 14 9 12 52 62 9 11 4 5

Неопределенный 41 18 11 6 40 16 11 3 12 4

Отрицательный 195 215 216 218     128 142 167 173 190 197

Всего 247 247 236 236 220 220 187 187 206 206
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Все клинические образцы, имевшие расхожде-
ния в результатах ИФА и ЛИБ («Лайн-Блот ТОRCH-
профиль-IgМ»), также дополнительно изучены с 
набором реагентов «Recomline TORCH Screening 
IgМ» (Mikrogen, Германия). Результаты исследова-
ний в ЛИБ с двумя наборами реагентов разного 
производства были сопоставлены между собой и 
установлено их полное совпадение в 80% случаев: 
при  определении специфических IgM к возбуди-
телю токсоплазмоза – в 50%, к Rubella virus – в 
90%, к ЦМВ – в 75%, к ВПГ-1 – в 83% и к ВПГ-2 – 
в 100% случаев.

По совпадающим результатам исследования 
в  ЛИБ клинические образцы были окончательно 
аттестованы по содержанию в них IgM к антиге-
нам возбудителей TORCH-инфекций и рассчита-
ны показатели клинической информативности по 
ГОСТ Р 53022.3-2008 как для методов исследова-
ния, так и для наборов реагентов (табл. 4).

Результаты анализа полученных показате-
лей позволили установить более высокую кли-
ническую информативность определения IgМ 
к антигенам возбудителей TORCH-группы в ЛИБ 
(98,6  – 100%), нежели в ИФА (75 – 98,0%); при 
этом набор реагентов российского производства 
«Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgM» показал резуль-
таты, не уступающие соответствующему зарубеж-
ному аналогу. По завершении процедуры государ-
ственной регистрации в Российской Федерации 
набор реагентов может быть рекомендован для 

применения в  специализированных медицинских 
организациях с целью скрининга и установления 
активности инфекционного процесса.

Выводы
1.	 Для скрининга специфических антител к им-

мунодоминантным антигенам основных воз-
будителей TORCH-инфекций в биологических 
образцах (сыворотке крови или ликворе) на 
предприятии ЗАО «ЭКОлаб» был разработан 
набор реагентов в формате линейного имму-
ноблоттинга «Лайн-Блот TORCH-профиль» (ком-
плект №  1 – IgG и комплект № 2 – IgM), ко-
торый показал 100%-ную чувствительность и 
специфичность.

2.	 Набор реагентов российского производства 
«Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgM» показал ре-
зультаты, не уступающие соответствующему за-
рубежному аналогу.

3.	 Исследование клинических образцов сыворот-
ки крови, полученных от беременных и лиц, 
проходивших диагностическое обследование, 
установило более высокие показатели клини-
ческой информативности исследований мето-
дом линейного иммуноблоттинга по сравнению 
с иммуноферментным анализом. Это позво-
лило рекомендовать набор реагентов «Лайн-
Блот ТОRCH-профиль» в качестве альтернативы 
ИФА, сберегающей время, реагенты и трудоза-
траты.

Таблица 4.
Показатели клинической информативности наборов реагентов  
для определения IgM к возбудителям TORCH-инфекций 

Наборы реагентов

Показатель информативности в отношении возбудителей (в %)

токсоплазма вирус 
краснухи ЦМВ ВПГ-1 ВПГ-2

Клиническая чувствительность

Для ИФА 78,6 75,0 81,7 81,8 80,0

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgМ 100 100 96,6 100 100

Recomline TORCH Screening IgМ 100 100 100 100 100

Клиническая специфичность

Для ИФА 86,1 98,2 88,9 96,5 96,5

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgМ 94,8 99,1 98,6 100 100

Recomline TORCH Screening IgМ 100 100 100 99,4 100

Диагностическая эффективность

Для ИФА 85,8 97,0 87,3 95,7 96,1

Лайн-Блот ТОRCH-профиль-IgМ 95,1 99,2 98,2 100 100

Recomline TORCH Screening IgМ 100 100 100 99,5 100
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