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Аннотация
Обоснование. Инвазивный аспергиллёз является опасной грибковой инфекцией с высокой статис­
тикой смертности. Одним из ключевых факторов своевременной диагностики заболевания является 
подход, основанный на обнаружении галактоманнана — полисахарида клеточной стенки возбудите­
ля. Существующие иммуноферментные (ИФА) тест-системы для определения галактоманнана ис­
пользуют колориметрический метод регистрации. Появление новых высокочувствительных методик 
для измерения пероксидазной метки в иммуноферментном анализе, основанных, в частности, на эф­
фекте гигантского комбинационного рассеяния (ГКР), открывает возможности для создания нового 
поколения тест-систем с улучшенной чувствительностью и потенциально более широким спектром 
пригодных для анализа биологических жидкостей. Важным этапом разработки новой тест-системы 
является демонстрация возможности измерений реальных клинических образцов и сравнение полу­
ченных результатов с референтным методом. Цель исследования — изучить применимость ранее 
разработанного высокочувствительного и селективного протокола иммуноферментного анализа, ис­
пользующего детекцию сигнала методом гигантского комбинационного рассеяния, для определения 
галактоманнана Aspergillus в смывах с поверхности слизистой оболочки трахеи и бронхов, полученных 
с помощью процедуры бронхоальвеолярного лаважа. Методы. Десять образцов бронхоальвеоляр­
ного лаважа были проанализированы с помощью набора реагентов «GalMAg-ИФА» (ХЕМА, Россия), 
а также разработанного ранее метода иммуноферментного анализа с ГКР-детекцией, использующего 
субстрат о-фенилендиамин и золь наночастиц серебра. Результаты. Для калибровочных образцов, со­
держащих культуральный галактоманнан, предел обнаружения методики иммуноферментного анализа  
с ГКР-детекцией составил 53 пг/мл с рабочим диапазоном до 10,8 нг/мл и средним коэффициентом 
вариации в рабочем диапазоне 4%. C помощью набора реагентов «GalMAg-ИФА» 6 из 10 образцов 
бронхоальвеолярного лаважа были идентифицированы как положительные, 4 — как отрицательные. 
Сопоставление результатов двух методов демонстрирует нелинейную зависимость с коэффициентом 
корреляции Спирмена 0,93–0,95 (p=2,3×10-5–1,1×10-4). Заключение. Для образцов бронхоальвео­
лярного лаважа продемонстрирована сопоставимость результатов при определении галактоманнана 
с помощью коммерческого набора «GalMAg-ИФА» и разработанного иммуноферментного анализа  
с ГКР-детекцией. Полученные результаты свидетельствуют, что предложенный протокол иммунофер­
ментного анализа с ГКР-детекцией для определения галактоманнана Aspergillus обладает высокой чув­
ствительностью и является перспективным для применения в лабораторной практике. Преимуществом 
регистрации методом ГКР по сравнению с хромогенной детекцией являются снижение предела обна­
ружения галактоманнана и увеличение чувствительности в области низких значений индекса позитив­
ности (<2), что в будущем может позволить более точно определить порог разграничения положитель­
ных и отрицательных результатов. Таким образом, исследование предоставляет обоснование для ис­
пытаний предлагаемого протокола на большей выборке с целью получения заключения о возможности 
использования его в клинико-лабораторной диагностике. 

Ключевые слова: комбинационное рассеяние света; иммуноферментный анализ; ИФА; галакто­
маннан; бронхоальвеолярный лаваж; инвазивный аспергиллёз лёгких. 
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Abstract

BACKGROUND: Invasive aspergillosis is a threatening fungal infection with high mortality rates. 

One of the key factors for timely diagnostics of the disease is an approach based on detection of 

galactomannan, a polysaccharide from the pathogen’s cell wall. The existing galactomannan enzyme-linked 

immunosorbent assays (ELISA) employ the colorimetric detection. The emergence of the new highly 

sensitive techniques for the measurement of peroxidase label in ELISA, e.g., based on the effect 

of surface-enhanced Raman scattering (SERS), facilitates the development of a next generation 

assays with improved sensitivity and with potentially broader range of biological fluids applicable for 

analysis. An important step of developing the new test-system is the demonstration of its applicability 

to real clinical samples and comparability of the results with reference method. AIM:  To  evaluate 

the applicability of the previously developed highly sensitive and selective SERS-based ELISA 

protocol for the measurement of Aspergillus galactomannan in bronchoalveolar lavage fluid samples.  

METHODS: Ten bronchoalveolar lavage fluid samples were analyzed using both the GalMAg-EIA 

ELISA kit (XEMA LLC, Russia) and the previously developed SERS-based ELISA, which employs 

o-phenylenediamine substrate and silver nanoparticles colloid. RESULTS: Using standard samples 

prepared with in vitro cultivated galactomannan, the limit of detection for the SERS-based ELISA was 

estimated as 53 pg/mL with the working range spanning up to 10.8 ng/mL and the mean coefficient of 

variation within this range being 4%. Using the GalMAg-EIA kit, 6 out of 10 bronchoalveolar lavage fluid 

samples were identified as positive and 4 — as negative. The comparison of the results for these two 

methods demonstrates the non-linear dependence with the Spearman coefficient of correlation being 

0.93–0.95 (p=2.3×10-5–1.1×10-4). CONCLUSION: For the bronchoalveolar lavage fluid samples, the 

comparability of the results was demonstrated when detecting the galactomannan using the commercially 

available GalMAg-EIA kit and the previously developed SERS-based ELISA. The results confirm the high 

sensitivity of the SERS-based Aspergillus galactomannan ELISA and its prospectiveness for practical 

laboratory applications. Compared to chromogenic detection, the advantages of surface-enhanced 

Raman scattering readout include a lower limit of detection for galactomannan and increased sensitivity 

at the lower end of the galactomannan-positivity index (<2). These findings could enable more accurate 

determination of the threshold for discriminating the positive and the negative samples. Thus, the 

research provides the basis for future larger scale trials of the SERS-based galactomannan ELISA in 

order to evaluate its applicability for clinical-laboratory diagnostics. 

Keywords: Raman spectroscopy; enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA; galactomannan; 

bronchoalveolar lavage; invasive pulmonary aspergillosis.
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Обоснование 
Инвазивный аспергиллёз является опасной 

грибковой инфекцией [1], поражающей, по совре

менным оценкам, более 2 млн людей в год [2]. Чаще 

всего инвазивный аспергиллёз развивается как 

тяжёлое осложнение хронической обструктивной 

болезни лёгких [3], рака лёгких, гемобластозов 

и трансплантации органов, а также в результате 

пребывания в отделении реанимации и интен-

сивной терапии [4, 5]. В последнее десятилетие 

инвазивный аспергиллёз всё чаще отмечается 

в контексте острых респираторных заболеваний, 

вызванных вирусами гриппа и SARS-CoV-2 [6–8]. 

При наличии инвазивного аспергиллёза смерт

ность для перечисленных групп пациентов со-

ставляет от 40% до 90% [2]. 

Особенностью инвазивного аспергиллёза яв-

ляется сложность своевременной диагностики. 

Идентификация патогена путём культуральных ис-

следований является длительной, поэтому совре

менные рекомендации по диагностике инвазивного 

аспергиллёза основываются на совокупности ме-

нее специфичных, но экспрессных гистопатоло-

гических, компьютерно-томографических иссле-

дований и особенно на результатах обнаружения 

галактоманнана  — полисахаридного компонен-

та клеточной стенки Aspergillus [9–11]. Анализ на  

галактоманнан, в частности иммуноферментный 

(ИФА), обнаруживает полисахаридный компонент 

в биологических жидкостях, таких как сыворотка 

крови и смывы с поверхности слизистой оболочки 

трахеи и бронхов, полученных с помощью проце-

дуры бронхоальвеолярного лаважа, предоставляя 

важную информацию [12] как для диагностики, так 

и мониторинга эффективности лечения. Несмотря 

на несомненные успехи в снижении смертности от 

инвазивного аспергиллёза, связанные с внедрени-

ем в клиническую практику подобных диагностиче-

ских наборов, разработка нового поколения мето-

дик определения галактоманнана с улучшенными 

характеристиками по-прежнему актуальна.

Первым направлением улучшения диагностики 

является применение более специфичных антител. 

С помощью синтетических олигосахаридных мо-

лекулярных проб, отражающих детерминантные 

фрагменты галактоманнана, было показано  [13], 

что существующие коммерческие тесты на галак-

томаннан специфично распознают меньший, чем 

предполагалось ранее, углеводный эпитоп [14] и де-

монстрируют перекрёстный ответ с некоторыми 

грибами, не относящимися к роду Aspergillus [15–17],  

и бактериями, в частности Bifidobacterium  spp. 

[18, 19]. Для решения данной проблемы были пред-

ложены моноклональные антитела 7В8, высокоспе-

цифичные к галактоманнанам Aspergillus fumigatus 

и Aspergillus flavus [20]. Вторым перспективным на-

правлением является смена способа регистрации 

продукта, генерируемого пероксидазной меткой 

в ИФА, в частности применение методики на ос-

нове спектроскопии гигантского комбинационного 

рассеяния (ГКР) и золей наночастиц серебра для 

высокочувствительного измерения продукта фер-

ментативного окисления о-фенилендиамина  [21].  

На модельных образцах культурального галак-

томаннана, добавленного в денатурированную 

человеческую плазму, и с использованием высо-

коспецифичных антител 7B8 была продемонстри-

рована совместимость этой методики регистрации 

со стандартными процедурами ИФА в микроплан-

шетном формате и достигнут предел обнаружения 

галактоманнана в 43  пг/мл. Данный результат на 

полтора порядка лучше колориметрического ме-

тода с использованием о-фенилендиамина в ка-

честве субстрата и в 5  раз чувствительнее ИФА 

с хромогенной детекцией с помощью 3,3’,5,5’-тет

раметилбензидина [22].

Цель исследования — изучить применимость 

разработанного ранее высокочувствительного  

и селективного протокола ИФА с детекцией сиг-

нала методом гигантского комбинационного рас-

сеяния  [22] для определения галактоманнана 

Aspergillus в смывах с поверхности слизистой обо-

лочки трахеи и бронхов, полученных с помощью 

процедуры бронхоальвеолярного лаважа.

Методы
Описание исследования
Приготовление калибровочных растворов, 
содержащих галактоманнан Aspergillus
Стоковый раствор культурального галактоман-

нана A.  fumigatus получали путём его культивации 

на жидкой среде, выделения, инактивации и опре-

деления концентрации галактоманнана, как опи-

сано ранее [20, 22]. Оптимальной матрицей для 

калибровочных образцов является супернатант 

денатурированной плазмы крови человека, обед-

нённый нативным галактоманнаном [22]. Его гото-

вили по описанному ранее протоколу [22], исполь-

зуя объединённый пул образцов донорской плазмы 

крови, полученный в ФГБУ «Национальный меди-

цинский исследовательский центр детской гема-

тологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия 
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Рогачева» Минздрава России. Все доноры были 

здоровы и не имели воспалительных заболеваний 

или инфекций в течение последних двух недель.

Стоковый раствор галактоманнана Aspergillus 

разводили 100 мМ Трис-HCl, 150 мМ NaCl, pH 8, 

содержащим 0,05% Твин-20 (ТБС-Т) и 1% бычьего  

сывороточного альбумина (БСА), до требуемой  

концентрации и смешивали в соотношении 1:9 с мат

рицей. Для построения калибровочной зависимо-

сти были использованы растворы галактоманнана 

в конечной концентрации от 16 до 10 800 пг/мл.

Проведение ИФА с использованием набора 
реагентов «GalMAg-ИФА»
Индекс позитивности (ИП) образцов бронхо

альвеолярного лаважа определяли с использова

нием набора реагентов «GalMAg-ИФА» (ООО «XEMA», 

Россия) для иммуноферментного определения га-

лактоманнанового антигена Aspergillus в сыворотке  

крови и бронхоальвеолярном лаваже в соот-

ветствии с протоколом изготовителя. Оптиче-

скую плотность (ОП) при 450  нм регистрирова-

ли на планшетном спектрофотометре xMark 

(Bio-Rad, США). Для каждого исследуемого 

образца был рассчитан индекс позитивности:  

ИП=ОПобр./ОПСut-off, где ОПобр.  — значение оптиче-

ской плотности образца; ОПСut-off  — оптическая 

плотность контрольной пробы порогового значе-

ния из набора (оптическая плотность в диапазоне 

от 0,4 до 0,8). Полученные индексы позитивности 

интерпретировали следующим образом: ИП >1,1 — 

образец положительный (в пробе присутствует 

галактоманнан); 0,9≤ ИП <1,1 — результат неопре-

делённый; ИП <0,9 — результат отрицательный.

Проведение ИФА с ГКР-детекцией
Для предобработки образцов бронхоальвео-

лярного лаважа непосредственно перед проведе-

нием ИФА к 500  мкл каждого образца добавляли 

200 мкл 0,1 М ЭДТА (ethylenediaminetetraacetic acid, 

EDTA) и кипятили в течение 3 минут, а затем цент

рифугировали в течение 20  минут при 14  000  g.  

Супернатант после центрифугирования использова-

ли для дальнейшего анализа. Предобработку каж-

дого независимого повтора проводили отдельно.

Золи наночастиц серебра были синтезированы 

с использованием модифицированного метода Лео

польда–Лендла [23], как было описано ранее [21].

В лунки 96-луночного прозрачного полисти-

рольного микропланшета высокого связывания 

(№  2592, Corning, США) добавляли по 100  мкл 

раствора моноклональных антител против галак-

томаннана Aspergillus (клон 7B8) с концентрацией 

10 мкг/мл в 100 мМ Трис-HCl, 150 мМ NaCl, pH 7,4. 

Планшет инкубировали в течение 16 часов при 4°C. 

После трёхкратной промывки раствором ТБС-Т 

планшет блокировали 1% раствором БСА в ТБС-Т 

(16 часов при 4°C). Далее в лунки добавляли 50 мкл 

анализируемой пробы (калибровочного раство-

ра или предобработанного образца бронхоаль-

веолярного лаважа) и 100  мкл конъюгированного 

с пероксидазой хрена моноклонального антитела 

7B8 (50 нг/мл), после чего инкубировали в течение 

60 минут при 37°C и перемешивании со скоростью 

600 об./мин. По завершении инкубации планшет пя-

тикратно промывали раствором ТБС-Т и однократ-

но — 50 мМ цитратным буфером с pH 6, после чего 

проводили ферментативную реакцию. Для этого 

в лунки добавляли 100 мкл субстратного раствора, 

содержащего 1  мМ о-фенилендиамина и 80  мкМ 

H2O2 в 50 мМ цитратном буфере (pH 6) с добавкой 

5 мкг/мл бычьего сывороточного альбумина (БСА). 

Ферментативную реакцию проводили в течение 

5 минут при 37°C и перемешивании со скоростью 

600 об./мин, после чего отбирали аликвоту в 50 мкл 

и переносили её в пробирки со 100 мкл 1,5 М цит

ратного буфера (pH 3) для остановки реакции. По-

лученную смесь смешивали с золем серебряных 

наночастиц в соотношении 1:1 и через 2  минуты 

после этого регистрировали спектры гигантского 

комбинационного рассеяния из суспензии агре-

гированных наночастиц с помощью портативного 

спектрометра i-Raman Pro BWS475-785  H (BWTek, 

Плейнсборо, Нью-Джерси, США) с длиной вол-

ны возбуждения 785  нм, объективом с 20-крат-

ным увеличением, мощностью на образце 135 мВт 

и длительностью накопления 0,5 секунды в 30 авто-

матически усредняемых повторах. Зарегистриро-

ванные для каждой концентрации галактоманнана 

спектры гигантского комбинационного рассеяния 

были обработаны, как описано ранее  [21], для по-

лучения интенсивности полосы 733  см-1, соответ-

ствующей протонированной форме 2,3-диамино-

феназина (ДАФ) [24], — продукта ферментативной 

реакции.

Статистический анализ
Расчёты всех статистических параметров про

водили с использованием встроенных функций  

пакета Mathematica 10.2 (Wolfram Research, США): 

арифметическое среднее (M), стандартное откло

нение (SD), коэффициент корреляции Спирмена  
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(Spearman Rho), p-значение корреляции (Spearman 

Rank Test), медиана и процентили выборки с авто

матическим построением графика (Box Whisker 

Chart). Предел обнаружения рассчитывали как кон-

центрацию, соответствующую на калибровочной 

кривой сигналу, равному сумме среднего значения 

сигнала для раствора с нулевым содержанием га-

лактоманнана и утроенного значения стандартного 

отклонения. При расчёте среднего коэффициента 

вариации рассчитывали отношение стандартного 

отклонения к арифметическому среднему для каж-

дого образца и усредняли полученные величины; 

для оценки повторяемости измерений калибровоч-

ных образцов — для всех концентраций в рабочем 

диапазоне, для оценки внутрилабораторного коэф-

фициента вариации — по всем измеренным образ-

цам группы.

Результаты
Объекты исследования
С помощью набора реагентов «GalMAg-ИФА» 

(ХЕМА, Россия) и разработанного ранее метода ИФА 

с ГКР-детекцией, использующего субстрат о-фени-

лендиамин и золь наночастиц серебра, проанализи-

рованы 10 образцов бронхоальвеолярного лаважа.

Образцы смыва с поверхности слизистой обо-

лочки трахеи и бронхов, полученные с помощью 

процедуры бронхоальвеолярного лаважа, были 

предоставлены ООО «ХЕМА» из коллекции биоло-

гического материала, собранного в процессе ис-

пытаний и регистрации набора «GalMAg-ИФА». Все 

образцы были собраны с письменного согласия 

пациентов.

Основные результаты исследования
Применение разработанного ранее протокола 

ИФА с ГКР-детекцией [22] к анализу образов брон-

хоальвеолярного лаважа потребовало внесения 

в него минорных модификаций: снижения до 50 мкл 

объёма подготовленного образца, вносимого в лун-

ку планшета, и снижения концентрации конъюгата 

проявляющих антител с пероксидазой хрена. Для 

подтверждения аналитических характеристик мо-

дифицированного протокола была получена калиб

ровочная зависимость с использованием образ-

цов с известными концентрациями культурального 

галактоманнана (16–10  800  пг/мл), добавленного 

в супернатант денатурированной плазмы крови 

человека, обеднённый нативным галактоманна-

ном. Аналитическим сигналом являлась интен-

сивность полосы 733  см-1, соответствующей ДАФ 

(2,3-диаминофеназину)  — продукту ферментатив-
ной реакции (рис. 1). Предел обнаружения галакто-
маннана составил 53 пг/мл с рабочим диапазоном  
до 10,8 нг/мл и средним коэффициентом вариации 
в рабочем диапазоне 4%.

Десять образцов бронхоальвеолярного лава-
жа были проанализированы с помощью набора 
реагентов «GalMAg-ИФА». В соответствии с про-
токолом производителя набора 4 были отнесены 
к отрицательным (индексы позитивности 0,64; 0,69; 
0,74; 0,78), 6  — к положительным (индексы пози-
тивности 1,38; 1,97; 2,46; 5,64; 11,8; 15,9). Эти же 
10  образцов были проанализированы при помощи 
ИФА с ГКР-детекцией, по два независимых повтора 
в 2 дня для оценки внутрилабораторного коэффици-
ента вариации, который составил 15% для отрица-
тельных образцов и 9% для положительных. В связи 
с тем, что зависимость результатов ИФА с ГКР-детек-
цией от измеренного индекса позитивности (рис. 2) 
является нелинейной, для каждого из 4  повторов 
был рассчитан коэффициент корреляции Спирме-
на, составивший 0,93; 0,95; 0,95; 0,93 с p=1,1×10-4;  
2,3×10-5; 2,3×10-5; 1,1×10-4 соответственно.

Для оценки возможности интерпретации ре-
зультата анализа на основании единичного из-
мерения образца методом ИФА с ГКР-детекцией 
был проанализирован весь пул интенсивностей 
на полосе 733  см-1 отрицательных и положитель-
ных образцов (рис.  3). Для отрицательных образ-
цов медиана составила 167 импульсов, минимум 
и максимум — 118 и 271 импульс соответственно. 

Рис.  1. Калибровочная зависимость интенсивности 
полосы 733 см-1 в спектрах гигантского комбинацион-
ного рассеяния (n=2) от концентрации галактоманнана 
(16–10 800 пг/мл): на врезке представлена часть калиб
ровочной зависимости с концентрациями галактоман-
нана до 450 пг/мл (предел обнаружения и соответст-
вующий ему уровень сигнала отмечены на графике 
красным ромбом).
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Медиана результатов положительных образцов — 

1861  с минимальным и максимальным значением 

829 и 3137 импульсов.

Обсуждение

Постоянная разработка улучшенных аналогов 

существующих коммерческих продуктов служит 

основой прогресса, в том числе в области лабора-

торной клинической диагностики. Спектроскопия 

гигантского комбинационного рассеяния, являясь 

оптическим методом, потенциально способным ре-

гистрировать соединения в предельно низких кон-

центрациях, в последние десятилетия широко при-

меняется для создания различных аналитических 

методик. В недавней работе [21] путём детального 

изучения физико-химических основ формирования 

сигнала гигантского комбинационного рассеяния 

на поверхности наночастиц серебра были найдены 

условия специфического и высокочувствительного 

измерения 2,3-диаминофеназина  — продукта пе-

роксидазной реакции окисления о-фенилендиами-

на, что позволило разработать методику измерения 

пероксидазы хрена с использованием гигантского 

комбинационного рассеяния с пределом обнару-

жения 67  фМ. В дальнейшем на калибровочных 

образцах, содержащих культуральный галактоман-

нан Aspergillus, и с использованием высокоспеци-

фичных антител 7B8 была показана совместимость 

этой методики с процедурами ИФА в микроплан-

шетном формате и разработан протокол ИФА для 

высокочувствительного и селективного определе-

ния галактоманнана [22]. В настоящем исследова-

нии данный протокол с минорными изменениями, 

потребовавшимися для его адаптации к новому 

типу образцов, был применён к реальным клини-

ческим образцам смывов с поверхности слизистой 

оболочки трахеи и бронхов, полученных с помощью 

процедуры бронхоальвеолярного лаважа.

В связи с модификацией протокола его аналити-

ческие характеристики были независимо оценены 

с использованием калибровочных образцов с из-

вестными концентрациями культурального галак-

томаннана. Предел обнаружения галактоманнана 

(53 пг/мл) был сопоставим с предыдущей оценкой 

(43 пг/мл) [22], рабочий диапазон остался неизмен-

ным (до 10,8  нг/мл), средний коэффициент вариа-

ции в рабочем диапазоне снизился с 11% до 4%. 

Таким образом, модификация протокола сущест-

венным образом не повлияла на его аналитические 

характеристики.

Десять образцов бронхоальвеолярного лаважа 

были проанализированы как с использованием ком-

мерческого набора «GalMAg-ИФА», так и с исполь-

зованием ИФА с ГКР-регистрацией в 4  повторах. 

Взаимосвязь результатов двух методов являлась 

нелинейной (см. рис.  2) вследствие нелинейности 

зависимостей обоих сигналов от концентрации га-

лактоманнана. Для колориметрической методики 

это происходит прежде всего из-за отклонения от 

Рис. 2. Сопоставление интенсивности полосы 733 см-1 
в спектрах гигантского комбинационного рассеяния 
для 10 образцов смыва бронхоальвеолярного лава-
жа (один повтор) и их индекса позитивности, опре-
делённого с использованием коммерческого набора 
«GalMAg-ИФА»: пунктирные линии обозначают отрица-
тельное (<0,9, синий) и положительное (>1,1, красный) 
пороговое значение индекса позитивности; зона не-
определённых образцов (индекс позитивности от 
0,9 до 1,1) показана серой заливкой.
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Рис. 3. Интенсивности полосы 733 см-1 в спектрах ги-
гантского комбинационного рассеяния для отрицатель-
ных и положительных образцов бронхоальвеолярного 
лаважа: точками обозначены исходные данные в  че-
тырёх повторностях в вертикальных рядах; закрашен-
ные прямоугольники обозначают 25-й и 75-й процен-
тили; белыми полосами обозначены медианы; планки 
диаграммы и числовые значения отмечают минималь-
ное и максимальное значения интенсивности в группе.
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закона Бугера–Ламберта–Бера при высоких по-

глощениях. Для методики на основе гигантского 

комбинационного рассеяния концентрационные 

зависимости по регистрируемому соединению 

(2,3-диаминофеназин, ДАФ) являются S-образны-

ми  [21]. Нелинейность взаимосвязи результатов 

двух методов обусловливает выбор способа оцен-

ки их корреляции в пользу коэффициента ран-

говой корреляции Спирмена, который составил  

0,93–0,95 с уровнем значимости <0,0005.

Рассмотрение результатов всех измерений 

образцов бронхоальвеолярного лаважа методом 

ИФА с ГКР-регистрацией (см. рис.  3) позволя-

ет предварительно (вследствие малости выбор-

ки — 10 образцов) заключить, что классификация 

образца как положительного/отрицательного воз-

можна на основании одного измерения при ис-

пользовании порога в диапазоне от 271 импульса 

(максимальный сигнал отрицательных образцов) 

до 829 импульсов (минимальный сигнал положи-

тельных образцов). Преимуществом регистрации 

методом гигантского комбинационного рассеяния 

по сравнению с хромогенной детекцией являются 

снижение предела обнаружения галактоманнана 

и повышение чувствительности в области индекса 

позитивности до 2, что в будущем может позволить 

более точно определить порог разграничения по-

ложительных и отрицательных результатов.

Ограничения исследования
Разработанный ИФА с ГКР-детекцией для опре-

деления галактоманнана Aspergillus был опробован 

на малой выборке образцов (10 образцов бронхо-

альвеолярного лаважа) и требует более широкой 

проверки для предоставления заключения о воз-

можности использования в клинико-лабораторной 

диагностике. Расширение выборки образцов пла-

нируется в дальнейших исследованиях.

Заключение
Продемонстрирована сопоставимость резуль-

татов определения галактоманнана в образцах 

бронхоальвеолярного лаважа с помощью коммер-

ческого набора «GalMAg-ИФА» и разработанного 

ранее иммуноферментного анализа с детекцией 

сигнала методом гигантского комбинационного 

рассеяния. Полученные результаты свидетельству-

ют, что предложенный протокол иммунофермент

ного анализа с ГКР-детекцией для определения 

галактоманнана Aspergillus обладает высокой 

чувствительностью, его результаты коррелируют 

с референтным методом. На пилотной выборке из 

10  образцов продемонстрирована возможность 

однозначной интерпретации результата анализа 

как положительного/отрицательного. 

Исследование предоставляет обоснование для 

испытаний предлагаемого протокола на большей 

выборке с целью получения заключения о возмож-

ности его использования в клинико-лабораторной 

диагностике.
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