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Основным методом диагностики описторхоза остаются парази-
тологические исследования, а именно исследование дуоденального сока и
копроскопия с целью обнаружения яиц Opisthorhis felineus в фекалиях. Тем
не менее, эти методы могут оказаться недостаточными для достоверной
диагностики  описторхоза. Отсутствие яиц гельминта в образцах, взятых у
больных описторхозом пациентов, может быть обусловлено ранней стадией
заболевания, когда еще отсутствует половозрелая форма описторхиса,
цикличностью яйцекладки паразита, неравномерным распределением яиц по
содержимому толстой кишки, слабой степенью инвазии и, следовательно,
низкой вероятностью обнаружения яиц гельминта.

Диагноз на описторхоз может быть поставлен и на основании
серологических реакций, таких как РИД и РНГА. Эти тесты  обладают
информативностью на ранней стадии заболевания, т.е. до начала выделения
яиц паразитом, и менее эффективны при хронических стадиях болезни.
Кроме того, они трудоемки и малопригодны для проведения массового
скрининг-анализа. С этой точки зрения, большой практический интерес
представляют диагностические тест-системы, разработанные на основе
одного из высокочувствительных иммунологических методов ИФА.

Нами был разработан ИФА-тест для серологической диагностики
описторхоза и испытана его диагностическая ценность в сравнении с
зарубежным коммерческим аналогом (Вектор-Бест, Россия). В обеих тестах
твердая фаза планшета для ИФА покрывается экскреторно-секреторными
антигенами (ЭС-Аг) описторхиса. Сравниваемые диагностикумы показали
однозначные результаты при исследований проб сывороток крови,  взятых у
пациентов с подтвержденным диагнозом на описторохоз.  К сожалению, эти
тест-системы малопрактичны из-за трудности получения ЭС-Аг.
Многостадийность приготовления препарата, отсутствие единых
стандартизированных антигенов снижает практическую привлекательность
ИФА. В качестве замены антигена нами было предложено использование
антиидиотипических антител (АИАТ), имеющих специфичность к паратопу
моноклональных антител (МКА) 4B3D9 против эпитопа белка метаболита
паразита с молекулярной массой 28 кД.  Предлагаемые АИАТ также имеют
моноклональное происхождение и продуцируются штаммом гибридомы



4Н10D8.  Указанные штаммы гибридом были получены нами в предыдущих
исследованиях.

В настоящей работе перед нами была поставлена цель изучить
иммуногенность и антигенность АИАТ, а также  возможность использования
антиидиотипов  в различных вариантах ИФА в качестве антигена гельминта
для обнаружения специфических антител  в образцах антисывороток
экспериментально зараженных собак и сывороток людей, подозреваемых в
заражении описторхозом.

Иммуногенность АИАТ изучалась в сравнении с ЭС-Аг. В крови
мышей,  иммунизированных ЭС-Аг,  титр специфических антител находился
в пределах  1:1600, тогда как  у их аналогов при стимуляции иммунной
системы АИАТ антитела против ЭС-Аг обнаруживались до разведения
сыворотки 1:6400. Антитела к АИАТ достигли свою  максимальную
концентрацию (1:12 800)  в сыворотке крови  животных на 6-ые  сутки после
последней иммунизации, тогда как наибольшие титры  антител в крови
мышей, инъецированных ЭС-Аг,  зарегистрировано лишь на 9-е сутки
эксперимента. Достаточно высокие титры антител у обеих групп животных
сохранялись в течение 18 дней.

Антигенность сравниваемых препаратов была определена с
использованием сывороток крови белых мышей, иммунизированных ЭС-Аг
описторхиса.  Наибольшие максимальные титры антител против ЭС-Аг
установлены у мыши №1 (1:3 200). Эта сыворотка была отобрана  для
определения антигенности АИАТ. Следует отметить, что  антитела
иммунной сыворотки связывалась с АИАТ до титров  1:6 400 и 1:12 800, т.е.
в больших разведениях, чем при использовании гомологичного ЭС-Аг. Более
высокие титры антисывороток в лунках с АИАТ, видимо, объясняется
лучшей адсорбцией гомогенных МКА твердой фазой по сравнению со
сложным белковым комплексом ЭС-Аг  и высокой плотностью антигена на
поверхности лунок. Эти результаты свидетельствуют о том, что АИАТ,
имитируя детерминанты ЭС-Аг O.felineus, в непрямом варианте  ИФА
распознаются антителами сыворотки крови мышей,  иммунизированных ЭС-
Аг  как специфический антиген гельминта.

Для определения диагностической ценности «внутреннего образа
антигена» в лунках планшет, сенсибилизированных АИАТ или антигеном
паразита,  готовили разведения антисывороток,  начиная с титра 1:50 до
1:3 200 в забуференном физиологическом растворе с Твином-20 (ЗФР-Тв).
В качестве отрицательного контроля использовали сыворотки крови
интактных  собак и здоровых людей.  Результаты исследований показали, что
антитела зараженных собак связываются как с ЭС-Аг гельминта, так и
АИАТ.  Причем, в лунках, покрытых АИАТ,  антитела обнаруживались в
более высоких титрах. Например, если ЭС-Аг детектировался
антисывороткой собак под №№2,3 и 5  соответственно до разведений 1:800,
1:400 и 1:200, то АИАТ связывались с антителами указанных животных на
один титр выше (1:1600, 1:800 и 1:400). Серологические исследования людей
на описторхоз в ИФА показали, что в непрямом ИФА  у 33, или 55%,
пациентов антитела выявляются  как против к АИАТ, так и ЭС-Аг



описторхиса.  Кроме того, антитела, реагирующие только с АИАТ или только
с ЭС-Аг паразита,  были выявлены в крови у 13 (21,7%)  и 3 (5%) пациентов,
соответственно. Отрицательные результаты по обоим вариантам  ИФА были
получены в 11 случаях  (18,3%).   В целом, в сыворотке крови у 46 (76,7%) и
36 (60%) пациентов были выявлены антитела, реагирующие с АИАТ и ЭС-
Аг, соответственно. К сожалению, нам не удалось взять информацию о
результатах паразитологических исследований пациентов. Тем не менее,
полученные результаты свидетельствуют о возможности замены  ЭС-Аг
гельминта АИАТ. Использование последних в ИФА избавить
производителей диагностического теста от трудоемкой работы по получению
экскреторно-секреторного продукта паразита и будет способствовать
стандартизации диагностикума.

Использование непрямого ИФА для обнаружения антител, специфичных
к описторхису, требует наличия конъюгированных с ферментом антител
против иммуноглобулинов различных дефинитивных хозяев паразита. С этой
точки зрения более практичным является конкурентный ИФА в котором
используется только один вид конъюгата. Принцип конкурентного ИФА,
использованного нами для выявления антител в сыворотке крови против
«внутреннего образа» эпитопа ЭС-АГ описторхиса, заключался в
следующем. Поверхность носителя сенсибилизируются АИАТ. Затем в лунки
вносятся образцы исследуемых сывороток, разведенных в растворе ЗФР-Тв, и
выдерживаются определенное время. После удаления несвязавшихся
компонентов, вносятся в лунки МКА 4B3D9, меченые пероксидазой
(конъюгат).  Результаты анализа учитываются после инкубации и отмывки
носителя. При отсутствии в исследуемом образце специфических антител
конъюгат образует связь с АИАТ, что определяется изменением цвета
жидкости вследствие расщепления субстрата фермента. В случае
присутствия исследуемомом  образце специфических антител, последние
занимают антиидиотипы МКА и тем самым препятствуют конъюгату
связываться с АИАТ. Таким образом, при положительном результате на
описторхоз жидкость остается бесцветной, так как субстрат не подвергается
разложению из-за отсутствия в реакционной среде фермента. Необходимо
отметить, что для выявления специфических антител используются меченые
МКА, следовательно конкуренция конъюгата с исследуемым образцом
происходит за единственный эпитоп адсорбированного на твердой фазе
АИАТ. Применение универсального реагента – меченных МКА дает
возможность проводить серологический анализ сывороток крови человека и
всех видов животных. Использование данного варианта ИФА показало
наличие специфических антител в сыворотке крови двух экспериментально
инвазированных собак в титре 1:200, а у третьей и четвертой антитела
конкурировали с конъюгатом до титров 1:400 и 1:800, соответственно.
Таким образом, антиидиотипы МКА 4Н10D8 могут быть использованы в
иммунодиагностике описторхоза качестве легкодоступного и стандартизи-
рованного аналога ЭС-Аг O. felineus.


