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Инфекция, вызванная Clostridioides difficile, является одной из ведущих причин антибиотик-ассоциированной диареи и тяжелых воспалительных заболеваний кишечника, своевременная диагностика играет ключевую роль в ограничении распространения заболевания. Несмотря на наличие различных лабораторных методов, актуальной задачей остается разработка доступных мультиплексных экспресс-тестов для одновременного определения нескольких диагностически значимых маркеров инфекции.
В связи с этим целью работы является создание прототипа цветной мультиплексной иммунохроматографической тест-системы для одновременного определения глутаматдегидрогеназы (ГДГ) и токсинов A и B.
Исследование проводилось на мультиплексной модели с использованием латексных частиц различных цветов в качестве визуальных меток. Ковалентная сшивка антител с карбоксилированными латексами осуществлялась карбодиимидно-сукцинимидным методом. 
В ходе разработки оптимизировалось расположение аналитических зон на тест-полоске, а также подбиралась нитроцеллюлозная мембрана из ряда коммерчески доступных вариантов («MDI» Индия, «Sartorius» Германия). Выбор мембраны и расположение на ней биореагентов является критически важным этапом, поскольку данные характеристики определяют стабильность потока и аналитическую чувствительность.
Отдельное внимание уделялось подбору состава экстрагирующего буфера, обеспечивающего эффективное высвобождение целевых антигенов из биологических образцов. Оптимизация состава проводилась с варьированием буферной основы (фосфатоно-солевая, Трис-HCl и боратная) в концентрациях 50–200 мМ и диапазоне pH 7,5–9,5. Изучалось влияние ионной силы при добавлении NaCl в концентрации 50–1000 мМ, а также содержание белкового стабилизатора (БСА) и детергентов в диапазоне 0,5–1,5 % для повышения эффективности высвобождения антигенов из образца и снижения неспецифического связывания.
После подбора состава буфера и формирования мультимембранного композита прототип тест-системы оценивался на предмет перекрестной реактивности и влияния потенциальных интерферирующих факторов. В ходе проверки показано отсутствие ложноположительных реакций с перекрестными инфекциями, значимое влияния интерферентов не выявлено.
В результате разработана мультиплексная иммунохроматографическая тест-система с оптимальной последовательностью аналитических зон и подобранной рабочей мембраной «Sartorius» (Германия) CN180. В качестве экстрагирующего буфера выбран 50 мМ фосфатно-солевой (pH=7.5), содержащий 200 мМ NaCl и 0,5 % БСА. Чувствительность полученного прототипа тест-системы составила: для ГДГ – 11,1 нг/мл, для токсина А – 1,4 нг/мл и для токсина В – 0,5 нг/мл. Короткое время проведение анализа (10 минут) и удобная интерпретация результатов обеспечивает значительное конкурентное преимущество в клинической диагностике.
