Влияние размера и морфологии наночастиц золота на аналитический сигнал иммунохроматографической тест-системы для детекции антител к Treponema pallidum 
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 Иммунохроматографический анализ (ИХА) широко применяется для экспресс-диагностики  социально значимых инфекций, включая сифилис, вызываемый Treponema pallidum. Ключевым компонентом, который определяет чувствительность и специфичность тест-системы, является конъюгат наночастиц золота (НЧЗ) со специфическими антителами [1]. Подбор оптимального  размера и морфологий НЧЗ является крайне важным этапом на начальной стадии разработки для достижения максимальной чувствительности системы и отсутствия неспецифического  связывания [2]. Цель данной работы – сравнительный анализ конъюгатов на основе НЧЗ различного размера и морфологии для выбора наиболее перспективного типа частиц при создании тест-системы для детекции антител к T. pallidum. Сферические НЧЗ диаметром 18, 30 нм синтезированы цитратным методом Туркевича–Френса [3], частицы 60 нм сферической формы и нанозвёзды размером 70 нм синтезировали методом посевного роста (seed-mediated growth). Полученные частицы были охарактеризованы методами УФ-видимой спектрофотометрии, динамического светорассеяния и сканирующей электронной микроскопии. Для каждого типа НЧЗ приготовлены конъюгаты с рекомбинантным антигеном TpN17 и антителами (IgG кролика) методом пассивной адсорбции при фиксированных условиях, подобранных ранее (pH 8,0, соотношение НЧЗ:антитело - 1:10 мкг/мл). Проведён визуальный скрининг прототипов тест-полосок на стандартной панели образцов, содержащей антитела к T. pallidum в концентрациях: 0; 0,018 и 0,024 МЕ/мл. Спектрофотометрический анализ подтвердил ожидаемый батохромный сдвиг длинноволнового максимума поглощения при увеличении размера частиц (от 520 нм для 18 нм – 60 нм, до 700 нм для нанозвёзд). Визуальная оценка тест-полосок показала, что конъюгаты на основе сферических НЧЗ 18 и 60 нм, а также нанозвёзд 70 нм дают либо слабый сигнал при минимальном количестве антител, либо неспецифическое окрашивание. Наилучшее сочетание специфического сигнала и отсутствия фона было достигнуто для сферических частиц диаметром 30 нм. Таким образом, было установлено, что для детекции антител к T. pallidum в формате ИХА наиболее перспективным вариантом являются сферические НЧЗ диаметром около 30 нм. На следующем этапе разработки планируется оптимизация условий конъюгации для выбранного типа частиц: подбор pH, ионной силы, соотношения НЧЗ/антитело, а также состава блокирующих и стабилизирующих растворов с целью повышения чувствительности и стабильности ИХ тест-системы.  
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