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Современным удобным средством оценки эф-
фективности (полезности) диагностических тест-
систем является метод, основанный на анализе опера-
ционной характеристической кривой (ROC Receiver 
Operating Characteristic curve), широко известный 
в научных кругах [4]. ROC-кривая показывает за-
висимость количества верно классифицированных 
тест-системой положительных проб от количества 
неверно классифицированных отрицательных проб 
при выбранной точке отсечения (cut-off value). Для 
построения ROC-кривой для каждого значения точки 
отсечения, которое меняется от 0 до 1, с определен-
ным шагом рассчитываются значения чувствительно-
сти (Se) и специфичности (Sp) теста и строится гра-
фик их зависимости. Анализ классификаций с при-
менением ROC-кривых называется ROC-анализом 
[4]. Анализ ROC-кривых успешно применялся для 
оценки эффективности методов диагностики бурк-
хольдерий [9, 10]. В эндемичных по мелиоидозу 
районах в практической медицине при выявлении 

антигенов B. pseudomallei и антител к ним серологи-
ческие методы являются основными [7]. Однако их 
чувствительность и специфичность не достаточны 
при диагностике различных форм мелиоидоза у лю-
дей [12, 13]. Продолжается поиск антигенов, приме-
нение которых в твердофазном иммуноферментном 
анализе (ТИФА) и реакции пассивной гемагглюти-
нации обеспечило бы тест-системам высокие значе-
ния чувствительности и специфичности [5, 6]. Так, 
M.Kunakorn и соавт., используя анализ ROC-кривых, 
оценили эффективность выявления антител в сыво-
ротках больных мелиоидозом в Таиланде вариантами 
ТИФА с 5 антигенами разного молекулярного веса, 
выделенными из клеток B. pseudomallei [9]. Ранее мы 
сообщали об использовании полученных иммунных 
кроличьих сывороток к клеточным и экстрацеллю-
лярным антигенам (ЭЦА) штаммов B. pseudomal-
lei, B. mallei, B. cepacia, B. thailandensis для выявле-
ния различий составов ЭЦА буркхольдерий группы 
«pseudo mallei» и B. cepacia в реакции иммунодиффу-
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зии (РИД) и иммуноэлектрофорезе (ИЭФ) [1].
Цель работы – сравнить с помощью ROC-анализа 

прогностическую способность вариантов ТИФА с 
иммунными кроличьими сыворотками к клеточным 
антигенам и к ЭЦА буркхольдерий при выявлении 
антигенов возбудителей сапа и мелиоидоза. 

Материалы и методы

В работе использовали 21 штамм буркхольдерий 
(Burkholderia pseudomallei – 9, B. mallei – 4, B. cepa-
cia – 6, B. thailandensis – 2) и 6 штаммов псевдомонад 
(Pseudomonas alcaligenes 4138, P. fragi 898, P. fluore-
scens В1602, P. aeruginosa 4000 и PAO, P. stutzeri 903) 
из коллекционного центра Волгоградского НИПЧИ. 
Бактерии выращивали на F-агаре «Difco» (США). 
Клеточные антигены получали из высушенных в 
ацетоне клеток, обработанных ультразвуком [2]. 
ЭЦА выделяли по методике P.Liu [11]. Иммунные 
кроличьи сыворотки получали к клеточным анти-
генам и ЭЦА типичных штаммов буркхольдерий: 
B. mallei 10230, B. pseudomallei С141, B. cepacia 
25416, B. thailandensis 264. Кроликов иммунизи-
ровали внутрикожно антигенами (концентрация  
2 мг/мл) с неполным адъювантом Фрейнда в соотно-
шении 1:1 дозой 2 мл за три цикла [3]. Одно введе-
ние состояло из инъекций 0,2 мл антигенной смеси в 
10 точек животному вдоль позвоночника. Интервалы 
между введениями составляли 7 сут, между цикла-
ми – 30. Кровь отбирали при титре антител в РИД 
не менее 1:32. При постановке ТИФА использовали 
96-луночные планшеты для иммунологических ре-
акций «Dynatech» (Швейцария), сенсибилизирован-
ные клеточными антигенами исследуемых штаммов, 
(концентрация 10 мкг/мл). Свободные сайты блоки-
ровали 1 % раствором бычьего сывороточного альбу-
мина. Затем в лунки последовательно вносили ана-
лизируемые сыворотки в разведении от 10–1 до 10–7 и 
меченные пероксидазой антитела против кроличьих 
иммуноглобулинов (Медгамал, Россия) в разведении 
1:8000. В качестве субстрата применяли тетраме-
тилбензидин. Реакцию учитывали на приборе «Stat 
Fax 2100» (Awareness Technology, США) при длине 
волны 450 нм. Положительным считали результат, 
при котором значения оптической плотности иссле-
дуемых образцов превышают в 2 раза и более зна-
чение критической оптической плотности контроля 
конъюгата (0,2). При анализе ROC-кривых, постро-
енных для вариантов ТИФА с сыворотками против 
антигенов типичных штаммов буркхольдерий, был 
использован расчет по правилу трапеций площадей 
под кривыми AUC (Area Under Curve) [14].

Результаты и обсуждение

В данной работе был проведен ROC-анализ ва-
риантов ТИФА на определение наиболее эффектив-
ных из них при выявлении антигенов B. pseudo mallei 
и B. mallei: ТИФА с сыворотками к клеточным анти-

генам и ЭЦА B. pseudomallei С141 и B. thailandensis 
264; ТИФА с сыворотками к ЭЦА четырех типич-
ных штаммов буркхольдерий. Для этого варианты 
ТИФА тестировались антигенами известных штам-
мов буркхольдерий и псевдомонад, распределенных 
на 5 групп: 1-я – B. pseudomallei (9 штаммов), 2-я – 
B. mallei (4), 3-я – B. cepacia (6), 4-я – B. thailandensis 
(2), 5-я – псевдомонады (6). Для определения точки 
отсечения проводили ТИФА с нормальной кроли-
чьей сывороткой (НКС), титр которой при выявлении 
анализируемых антигенов составил 10–3 и 10–4.. Точку 
отсечение определяли как сумму среднего значения 
титров НКС и трех среднеквадратичных отклонений 
[8]. Вычисленная точка отсечения составила минус 
3,3 десятичного логарифма. Значения чувствитель-
ности вариантов ТИФА с сыворотками к клеточным 
антигенам B. pseudomallei С141 и B. thailandensis 264 
при выявлении антигенов штаммов B. pseudomallei 
оказались выше (100 и 100 %), чем значения чув-
ствительности вариантов ТИФА с сыворотками к 
ЭЦА (88,8 и 88,8 %). Значения специфичности вари-
антов ТИФА с сыворотками к клеточным антигенам 
этих штаммов при выявлении антигенов штаммов 
B. pseudomallei были ниже (37,5 и 42,9 %), чем значе-
ния специфичности вариантов ТИФА с сыворотками 
к ЭЦА (62,5 и 71,4 %). Низкая специфичность вари-
антов ТИФА с сыворотками к клеточным антигенам 
B. pseudomallei С141 обуславливается высоким сход-
ством составов антигенов микроорганизмов B. mallei 
и B. thailandensis, взятых в качестве отрицательных 
проб, с антигенами штаммов B. pseudomallei – поло-
жительными пробами. Анализ скаттерграмм (рис. 1) 

Рис. 1. Скаттерграммы титров в ТИФА иммунных кроличьих 
сывороток к клеточным антигенам B. pseudomallei С141 (А) и к 
ЭЦА B. pseudomallei С141 (Б) при выявлении антигенов 6 групп 
штаммов B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia, 
псевдомонады: 
─ ─ ─ ─  – линия отсечения
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позволил составить матрицы сопряженности с вы-
численными значениями чувствительности (Se – 
доля истинно положительных проб) и специфично-
сти (Sp – доля истинно отрицательных проб) в точках 
отсечения, взятых через интервал в один десятичный 
логарифм [4]. По данным матриц, были построены 
ROC-кривые рассматриваемых вариантов ТИФА 
при выявлении антигенов штаммов B. pseudomallei 
и B. mallei (рис. 2). Анализ ROC-кривых проводили, 
учитывая, что ROC-кривая «идеального классифика-
тора» проходит через верхний левый угол графика, 
где доля истинно положительных проб составляет 
100 % (идеальная чувствительность), а доля ложно-
положительных проб равна нулю (специфичность 
равна 100 %) и поэтому чем ближе кривая к верхнему 
левому углу, тем выше прогностическая способность 
тест-системы, а значит выше ее эффективность; диа-
гональная пунктирная линия соответствует «бес-
полезному» классификатору, то есть, полной нераз-
личимости двух классов проб – неэффективности 
тест-системы [15].

Построенная ROC-кривая варианта ТИФА с 
сывороткой к клеточным антигенам B. pseudomallei 
С141 – f1(x) оказалась ближе к углу (0 %, 100 %), а 
значит и более эффективной в обнаружении анти-
генов штаммов B. pseudomallei, чем вариант ТИФА 
с сывороткой к внеклеточным антигенам, ее кри-
вая – f2(x) расположена ближе к диагонали (рис. 2, 
А). Визуальный анализ ROC-кривых вариантов 
ТИФА с сыворотками к клеточным антигенам и ЭЦА 
B. thailandensis 264 при идентификации антигенов 
B. pseudomallei не дал явного ответа, какой из ва-
риантов более эффективен. Поэтому был применен 
количественный метод сравнения ROC-кривых – вы-
числение и оценка AUC. Анализ AUC проводили, 
учитывая, что теоретически AUC изменяется от 0 до 
1; так как диагностическая модель всегда характе-
ризуются кривой, расположенной выше диагонали, 
то реально AUC изменяется от 0,5 («бесполезный» 
классификатор) до 1 («идеальная» модель), а значит, 
чем больше AUC приближается к 1, тем эффектив-
нее тест-система [14]. В нашем случае AUC вариан-

та ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 264 
равна 0,78, а AUC варианта ТИФА с сывороткой к 
клеточным антигенам B. thailandensis 264 равна 0,75. 
Так как AUC первого варианта больше AUC второ-
го, то из этого следует, что этот вариант ТИФА бо-
лее эффективен при выявлении антигенов штаммов 
B. pseudomallei, чем второй. Эти варианты ТИФА с 
AUC от 0,7 до 0,8 по экспертной шкале относятся к 
моделям хорошего качества [14].

Визуальный анализ ROC-кривых этих же ва-
риантов ТИФА при выявлении антигенов штаммов 
B. mallei показал, что более эффективными оказа-
лись варианты с сыворотками к клеточным анти-
генам B. pseudomallei С141 и B. thailandensis 264 
(ROC-кривые f1(x) и f3(x) соответственно), так как 
их кривые на графике располагались ближе к углу с 
параметрами 0 %, 100 % (рис. 2, В). При этом вари-
ант ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 264 
для выявления антигенов оказался совсем непригод-
ным, так как его ROC-кривая (f4(x)) расположилась 
ниже диагонали. Как отмечалось выше, эти класси-
фикаторы относятся к «бесполезным». Такие резуль-
таты связаны с тем, что в качестве отрицательных 
проб были взяты антигены штаммов B. pseudomallei, 
вида близкородственного B. mallei, которые выяв-
ляются этим вариантом ТИФА как положительные 
пробы. Это значительно снизило специфичность 
варианта ТИФА. Значения чувствительности вари-
антов ТИФА с сыворотками к клеточным антиге-
нам B. pseudomallei С141 и B. thai landensis 264 при 
обнаружении антигенов B. mallei составили 100 %, 
а значения специфичности – 58,3 и 31,6 % соответ-
ственно. Чувствительность при выявлении антиге-
нов B. mallei вариантом ТИФА с сыворотками к ЭЦА 
B. pseudomallei С141 составила 100 %, а вариантом 
ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 264 – 
25 %. Значения специфичности были соответствен-
но 83,3 и 52,7 %. Низкое значение чувствительности 
варианта ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 
264 указывает на значимые различия в составе ЭЦА 
B. thailandensis 264 и B. mallei 10230, ранее выявлен-
ные нами в ИЭФ [1]. 

Рис. 2. Сравнение ROC-кривых выявления антигенов штаммов B. pseudomallei, B. mallei вариантами ТИФА с сыворотками к клеточ-
ным антигенам и ЭЦА B. pseudomallei С141 и B. thailandensis 264:
ROC-кривые выявления антигенов штаммов B. pseudomallei ТИФА с сывороткой к клеточным антигенам (f1(x)) и к ЭЦА (f2(x)) B. pseudomallei  
С141 (А); ROC-кривые выявления антигенов штаммов B. pseudomallei ТИФА с сывороткой к клеточным антигенам: (f1(x)) и к ЭЦА (f2(x)) B. thailand-
ensis 264 ( Б); ROC-кривые выявления антигенов штаммов B. mallei ТИФА с сыворотками: к клеточным антигенам (f1(x)) и к ЭЦА (f2(x)) B. pseudomal-
lei С141: к клеточным антигенам (f3(x)) и к ЭЦА (f4(x)) B. thailandensis 264(В).  Sp – значение специфичности
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Был проведен сравнительный анализ ROC-
кривых вариантов ТИФА с сыворотками к ЭЦА 
4 видов буркхольдерий при выявлении антигенов 
B. pseudomallei и B. mallei. При обнаружении анти-
генов B. pseudomallei более эффективным оказался 
ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 264, так 
как его ROC-кривая располагалась ближе остальных 
к углу графика с параметрами 0 %, 100 % (рис. 3, 
А). Наименее эффективным оказался вариант ТИФА 
с сывороткой к ЭЦА B. cepacia 25416, так как его 
ROC-кривая располагалась ближе других кривых к 
диагонали (рис. 3, А). Это объясняется значитель-
ными различиями составов ЭЦА B. pseu do mallei и 
B. cepacia [1]. При обнаружении антигенов B. mallei 
наиболее эффективным оказался вариант ТИФА с 
сывороткой к ЭЦА B. mallei, так как его ROC-кривая 
на графике ближе других расположилась к углу с 
координатами 0 %, 100 %. Анализ определил беспо-
лезным вариант для выявления антигенов штаммов 
B. mallei ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 
264, о чем говорилось выше (рис. 3, Б). Интересным 
явился тот факт, что при выявлении антигенов штам-
мов B. mallei эффективность варианта ТИФА с сыво-
роткой к ЭЦА B. cepa cia 25416 оказалась выше, чем 
ТИФА с сывороткой к ЭЦА B. thailandensis 264, что 
коррелирует с данными по различиям составов ЭЦА 
B. thailandensis 264 и ЭЦА B. cepacia 25416 [1].

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что ROC-анализ применим для оценки 
прогностической способности вариантов ТИФА с 
сыворотками к разным антигенам буркхольдерий 
при выявлении антигенов B. pseudomallei, B. mallei. 
Анализ ROC-кривых позволил сделать вывод, что 
более эффективными при выявлении антигенов па-
тогенных буркхольдерий являются варианты ТИФА 
с сыворотками к гомологичным клеточным антиге-
нам. Изучение ROC-кривых вариантов ТИФА с сы-
воротками к ЭЦА четырех штаммов буркхольдерий 
выявило различия в эффективности их при иденти-
фикации антигенов патогенных буркхольдерий, свя-
занные с различиями составов ЭЦА анализируемых 
видов. Эти факты определили перспективность даль-
нейшего изучения состава ЭЦА штаммов анализи-
руемых видов с целью выявления индивидуальных 
и перекрестных антигенов, которые будучи выделен-
ными, могли быть использованы в создании эффек-

тивных тест-систем идентификации B. pseu do mallei, 
B. mallei. 
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