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Обоснование. При применении комплекса регламентированных лабораторных методов диагности­
ки сифилитической инфекции могут возникать проблемы, связанные с необходимостью проведения 
дифференциации поздних скрытых форм данной инфекции с ложноположительными или неспеци­
фическими серологическими реакциями на сифилис, которые выявляются у лиц, не страдающих 
сифилитической инфекцией и не болевших сифилисом в прошлом. Диагностика сифилиса с ис­
пользованием иммуночипов, дополненная методом дискриминантного анализа полученных резуль­
татов, может привести к упрощению и повышению точности такой дифференциации.
Цель исследования. Разработка решающего правила разделения пациентов со скрытым поздним 
сифилисом и с ложноположительными серологическими реакциями на сифилис методом дискрими­
нантного анализа.
Материалы и методы. Сыворотки крови 34 больных поздним скрытым сифилисом и 31 пациента 
с ложноположительными серологическими реакциями на сифилис были исследованы на иммуночи­
пах методом непрямого иммунофлуоресцентного анализа (нРИФ) с детекцией антител двух клас­
сов IgG и IgM к 12 рекомбинантным антигенам T. pallidum.
Результаты. На основании полученных данных была создана математическая модель, позволяю­
щая с высокой вероятностью дифференцировать пациентов указанных групп.
Заключение. Показано, что метод дискриминантного анализа позволяет создавать достоверные 
математические модели, которые могут быть использованы в классификации пациентов со скры­
тым поздним сифилисом и с ложноположительными серологическими реакциями на сифилис.
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минантный анализ.
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Developing and researching a discriminant analysis model as a tool 
for difference of  syphilis latent stage from false positive results using 
12 antigens Treponema pallidum immunochip
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Background. Using a set of regulated laboratory diagnositic methods for syphilitic infection, problems 
concerning differentiation late latent forms of this infection with false positive or nonspecific serological 
reactions to syphilis may be relating. The study of the spectrum of two classes antibodies (IgM, IgG) to 12 
T. pallidum antigens in an indirect immunofluorescence reaction (nRIF) on immunochip, supplemented 
by the method of discriminant analysis of the results obtained, can simplify and improve accuracy of 
differentiation.
Aim. To find the optimal attributing rules to distinguish groups of latent stages of syphilis and false positive 
serological tests of using multivariate discriminant analysis.
Materials and methods. The objects of the study were serum samples from patients with late latent 
(N = 34) syphilis and false positive serological tests (N = 31).
The samples were studied to determine IgG and IgM levels using indirect immunofluorescent reaction with 
immunochip containing recombinant antigens T. pallidum. 
Results. The mathematical model allows to differentiate with a high degree of confidence patients with late 
latent syphilis and with false­positive serological reactions to syphilis.
Conclusion. Multivariate discriminant analysis makes possible to create reliable mathematical models to 
classify patients with late latent syphilis and with false­positive serological reactions to syphilis.
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  Введение
По  официальным статистическим данным, забо­

леваемость сифилисом в  Российской Федерации ста­
бильно снижается. Так, в 2018 г. показатель заболева­
емости сифилисом в целом составил 16,7 на 100 тыс. 
населения, однако в  общей структуре доля поздних 
форм, в том числе скрытого позднего сифилиса, сохра­
няется на высоком уровне [1].

Основными методами для диагностики сифи­
лиса являются серологические лабораторные те­
сты, выявляющие антитела к  возбудителю сифи­
лиса (Treponema  pallidum) в  сыворотке крови [2]. 
В России к числу регламентированных серологических 
методов исследования крови относят нетрепонемные 
тесты (НТТ)  — реакцию микропреципитации (РМП) 
или ее аналоги, такие как тест быстрых плазменных 
реагинов (РПР), тест Исследовательской лаборатории 
венерических заболеваний (Venereal Disease Research 
Laboratorytest, VDRL) и трепонемные тесты (ТТ) — им­
муноферментный анализ (ИФА), реакцию пассивной 
гемагглютинации (РПГА), реакцию иммунофлюоресцен­
ции (РИФ) в  модификациях РИФабс и  РИФ200, реак­
цию иммобилизации бледных трепонем (РИБТ), метод 
иммунохемилюминесценции (ИХЛ) и метод иммунохро­
матографии (ИХГ) [2, 3].

Скрытый поздний сифилис характеризуется от­
сутствием клинических проявлений, поэтому для уста­
новления этого диагноза используют анамнестические 
данные с  указанием на  вероятное заражение более 
2 лет назад, когда пациент мог отмечать клинические 
проявления, сходные с  симптомами раннего сифили­
са, отсутствием указаний на лечение сифилиса в про­
шлом, а  также отсутствием, как правило, сифилиса 
у  половых партнеров. Однако решающее значение 
для установления диагноза скрытого позднего сифи­
лиса имеют лабораторные серологические методы 
исследования. По  литературным данным [2, 4–6] чув­
ствительность нетрепонемных тестов недостаточно вы­
сока и при скрытых формах сифилиса варьирует от 30 
до 75%, трепонемные серологические реакции, напро­
тив, обладают более высокой чувствительностью, в за­
висимости от вида теста и стадии сифилиса, — от 70 
до  100%. Вместе с  тем на  практике при применении 
спектра разнообразных лабораторных методов неред­
ко возникает ряд проблем, связанных с несовпадением 
результатов отдельных исследований, что может приво­
дить к несвоевременному выявлению случаев скрытых 
и поздних форм сифилиса. Одной из причин расхожде­
ния результатов серологических реакций на  сифилис 
могут быть различия сроков их позитивации и негати­
вации, связанные с особенностями развития иммунного 
ответа при сифилисе [7]. Кроме того, при расхождении 
результатов лабораторных тестов: противоречивых, со­
мнительных, нередко слабоположительных результатах 
серологических реакций, а  также при изолированной 
позитивности одного теста среди отрицательных дру­
гих и колебаний результатов тестов в повторных иссле­
дованиях, возникает необходимость проведения диф­
ференциальной диагностики с ложноположительными, 
или неспецифическими серологическими реакциями 
на  сифилис, выявляющимися у  лиц, не  страдающих 
сифилитической инфекцией и не болевших сифилисом 
в прошлом [2, 7].

Ложноположительные результаты серологических 
реакций на  сифилис могут наблюдаться во  время бе­

ременности, при многих инфекционных заболеваниях, 
при аутоиммунных заболеваниях, системных болезнях 
соединительной ткани, онкологических заболевани­
ях, хронической патологии печени и  желчевыводящих 
путей, при сердечно­сосудистой и  эндокринной пато­
логиях, при заболеваниях крови, при хронических за­
болеваниях легких, при инъекционном применении нар­
котиков, в  старческом возрасте [2, 7–13]. Кроме того, 
одной из причин ложноположительных тестов на сифи­
лис являются технические погрешности, сопровожда­
ющие сбор, доставку, хранение образцов сыворотки 
крови и  постановку серологических реакций, а  также 
низкое качество применяемых диагностикумов [2, 7, 
14]. Для дифференциальной диагностики различных 
форм сифилитической инфекции и  ложноположитель­
ных серологических реакций на  сифилис используют 
комплекс клинико­анамнестических и  лабораторных 
критериев, а  также новые технологии, основанные 
на  применении математических алгоритмов и  много­
факторного дискриминантного анализа [2, 7, 15–17]. 

Одним из основных направлений современной ме­
дицины является мультиплексная диагностика, которая 
предполагает одновременное определение множества 
различных аналитов в  одном образце. При разработ­
ке систем для комплексного выявления маркеров ин­
фекционных заболеваний перспективным подходом 
представляется использование технологии микрочипов 
(биочипов). Относительно недавно разработан имму­
ночип для трепонема­специфической серологической 
диагностики сифилиса на основе определения антител 
двух классов к  10 и  к  12 рекомбинантным антигенам 
T. pallidum [18–19]. Для дифференциации скрытых форм 
сифилиса на основе исследования уровня иммуногло­
булинов классов IgG и IgM в сыворотке крови на имму­
ночипе с 12 антигенами T. pallidum описано применение 
метода линейного дискриминантного анализа [19]. 

Целью настоящего исследования была разработ­
ка решающего правила [20] разделения пациентов 
со скрытым поздним сифилисом и с ложноположитель­
ными серологическими реакциями на  сифилис мето­
дом дискриминантного анализа на основе результатов 
исследования на  иммуночипах уровней антител двух 
классов к  12 рекомбинантным антигенам T.  pallidum 
в сыворотке крови.

Материалы и методы
Уровень антител классов IgG и  IgM исследовали 

на  иммуночипах с  12 рекомбинантными антигенами 
T.  pallidum: Тр15, Тр17, Тр47 и  TmpA (Имтек, Россия), 
традиционно применяемыми для трепонема­специ­
фической диагностики сифилиса, Тр0163 и  Тр0971 
(Cusabio, Китай), отобранными на  основе биоинфор­
матического анализа протеома T. pallidum [21], а также 
Тр0453, Тр0319, Тр1038, Тр0965, Тр0277, Тр0684, полу­
ченными путем клонирования и гетерологической экс­
прессии в клетках E. coli [18].

Иммуночипы были изготовлены с  использовани­
ем технологии сополимеризационной иммобилизации 
в ООО «Биочип ИМБ» на базе Института молекулярной 
биологии им. В. А. Энгельгардта РАН. Каждый реком­
бинантный белок в смеси гель­образующих полимеров 
наносили на активированную (bind­silane) поверхность 
стеклянного слайда в четырех повторах. Кроме белков 
T. pallidum на поверхность слайда наносили контроль­
ные элементы: смесь гель­образующих полимеров 
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Таблица 1. Итоги анализа дискриминантных функций для двух групп
Table 1. Discriminant function analysis results for two groups

n = 59
Лямбда Уилкса: ,13098 прибл. F (8,50) = 41,468 p < 0,0000

Лямбда Уилкса Частичная лямбда F-искл. (1,50) p-уров.

Tp17G 0,242756 0,539545 42,67072 0,000000

Tp0453G 0,179758 0,728635 18,62144 0,000075

Tp1038M 0,187491 0,698581 21,57365 0,000025

Tp0971G 0,196688 0,665918 25,08434 0,000007

Tp0319G 0,147593 0,887428 6,34260 0,015033

Tp0163G 0,160056 0,818327 11,10028 0,001629

TmpAG 0,146914 0,891525 6,08367 0,017115

как контроль фоновой реакции; раствор бычьего сыво­
роточного альбумина (БСА) (Диаэм, Россия) для кон­
троля неспецифического связывания; IgG и IgM челове­
ка (Thermo, США) для контроля связывания вторичных 
антител; антитела козы против иммуноглобулинов че­
ловека (анти­IgG и анти­IgM) (KPL, США) для контроля 
внесения исследуемого образца сыворотки. Границы 
печати маркировали флуоресцентными красителями 
Су5 и Су3. После завершения процесса печати иммуно­
чипы промывали в фосфатно­солевом буфере c 0,05% 
Tween­20, реакционную область блокировали 1% рас­
твором поливинилового спирта в том же буфере и вы­
сушивали в потоке воздуха. Область печати закрывали 
пластиковой реакционной камерой. 

Образцы сыворотки крови в разведении 1:10 вно­
сили в  реакционную камеру иммуночипа в  фосфатно­
солевом буфере (1х PBS) с  0,05% Tween­20 и  инку­
бировали 12  ч при 37  °С. Несвязавшийся материал 
отмывали 1xPBS с  0,05% Tween 20. С  иммуночипа 
удаляли реакционную камеру и на поверхность нано­
сили вторичные антитела к  иммуноглобулину IgG че­
ловека, меченые флуоресцентным красителем Cy5, 
и антитела к иммуноглобулину IgM человека, меченые 
флуоресцентным красителем Cy3. Чипы инкубировали 
в  течение 1  ч при 37  °С, промывали деионизирован­
ной водой и  высушивали в  потоке воздуха. Визуали­
зацию результатов исследования проводили на аппа­
ратно­программном комплексе для анализа биочипов 
(ООО  «Биочип ИМБ», Россия), регистрирующего ин­
тенсивность флуоресцентного сигнала флуорохромов 
Cy5 и Cy3. Интенсивность флуоресценции для каждо­
го антигена рассчитывали как средний сигнал от 4 по­
вторных ячеек с данным антигеном за вычетом сред­
него фонового значения данного иммуночипа (ячейки 
контроля фона). Интенсивность флуоресценции выра­
жают в условных единицах.

Объектом исследования были образцы сывороток 
крови больных поздним скрытым сифилисом (n  =  34) 
и пациентов с ложноположительными реакциями (ЛПР) 
на сифилис (n = 31). Диагноз устанавливался на осно­
вании клинико­анамнестических данных и результатов 
лабораторного исследования сыворотки крови в соот­
ветствии с клиническими рекомендациями «Сифилис» 
Министерства здравоохранения РФ [2]. Регистрация 
и  кодирование вновь выявленных случаев позднего 
скрытого сифилиса и  ложноположительных результа­
тов серологических реакций на  сифилис проводилась 

согласно Международной классификации болезней 
и проблем, связанных со здоровьем, десятого пересмо­
тра (МКБ­10) [22]. У пациентов, представленных в вы­
борках, помимо результатов стандартных серологи­
ческих тестов исследования сыворотки крови также 
имелись данные исследования сыворотки крови с  ис­
пользованием иммуночипа.

Статистическую обработку результатов выпол­
няли с  помощью программного пакета Statistica 13.0. 
Для дифференциальной диагностики больных поздним 
скрытым сифилисом (ПСС) и пациентов с ложнополо­
жительными реакциями (ЛПР) применяли метод линей­
ного дискриминантного анализа, цель которого состо­
ит в  построении решающего правила, позволяющего 
наилучшим образом отделить одну группу исследуемых 
от другой, а также в идентификации новых пациентов 
и отнесении их к уже имеющимся группам.

Для проведения дискриминантного анализа исполь­
зовали результаты, полученные методом непрямой ре­
акции иммунофлуоресценции (нРИФ) на  иммуночипе, 
а именно значения флуоресценции антител классов IgG 
и  IgM при взаимодействии исследованных сывороток 
с 12 рекомбинантными антигенами T. pallidum (всего 24 
показателя).

Результаты исследования
Исходные данные для дискриминантного анализа 

представляют собой совокупность объектов, разделен­
ных на группы. Все признаки являются количественны­
ми. Критерии к числу объектов наблюдения также со­
блюдены [23, 24].

Для построения диагностической модели из сыво­
роток крови пациентов с ПСС и ЛПР на сифилис были 
сформированы две выборки  — обучающая (n  =  59) 
и тестовая (n = 6). Обучающая выборка содержала 30 
образцов сывороток больных с диагнозом ПСС и 28 — 
пациентов с ЛПР. В состав тестовой выборки входили 
по 3 образца сывороток пациентов каждой группы. По­
иск решающего правила проводили по элементам обу­
чающей выборки. Уровень значимости (р), при котором 
результаты объявляются статистически значимыми, 
установлен равным 0,05.

В  результате процедуры пошагового включения 
на основе обучающей выборки в оптимальное множе­
ство наиболее информативных признаков были вклю­
чены 8 дискриминантных переменных из 24, информа­
тивность признаков которых указана в табл. 1. 
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На  следующем этапе дискриминантного анализа 
наиболее информативные переменные, отобранные 
на  основании обучающей выборки, были использова­
ны для вычисления функций классификации. Функции 
классификации рассчитываются для каждой группы 
пациентов и  используются для их дифференциации. 
В табл. 2 приведены коэффициенты и константы клас­
сификационных уравнений к 8 переменным, вошедшим 
в окончательную модель. 

С учетом данных табл. 2 функции классификации 
(решающее правило) для отнесения пациентов к груп­
пе с ПСС или с ЛПР на основании исследования сыво­
роток методом нРИФ на иммуночипах имеют следую­
щий вид:

ПСС = 0,0138*Tp17 IgG – 0,0097*Tp0453 IgG + 
0,1562*Tp1038 IgM + 0,0162*Tp0971 IgG – 0,0039*Tp0319 
IgG + 0,0061*Tp0163 IgG  – 0,0094*TmpAIgG  – 
0,0291*Tp0163 IgM – 13,8784; 

ЛПР = 0,0003*Tp17 IgG + 0,00125*Tp0453 IgG  – 
0,01989*Tp1038 IgM + 0,00026*Tp0971 IgG + 0,00247*Tp0319 
IgG  – 0,00185*Tp0163 IgG + 0,00224*TmpAIgG + 
0,02035*Tp0163 IgM – 1,85152. 

Пациент должен получить тот диагноз, которому 
соответствует большее значение классификационного 
уравнения.

Качество разработанной классификации оценива­
лось с помощью классификационной матрицы (табл. 3). 
Матрица содержит информацию о  количестве и  про­
центе корректно классифицированных случаев. Строки 
матрицы — исходные случаи, столбцы — предсказан­
ные. Для обучающей выборки модель показала 100% 
результативность. 

Для определения ошибки классификации опреде­
ляли квадрат расстояний Махаланобиса (D2) (табл. 4).

Для выборки, по  которой была проведена оценка 
дискриминирующей функции, классификация всегда 

Таблица 2. Коэффициенты и константы классификационных функций для дифференциации пациентов с ППС и ЛПР
Table 2. Coefficients and constants of classification functions for differentiation groups of latent stages of syphilis and false positive serological tests

Переменные линейных классификационных функций
Коэффициенты классификационных уравнений

ПСС ЛПР

Tp17 IgG 0,0138 0,00030

Tp0453 IgG -0,0097 0,00125

Tp1038 IgM 0,1562 -0,01989

Tp0971 IgG 0,0162 0,00026

Tp0319 IgG -0,0039 0,00247

Tp0163 IgG 0,0061 -0,00185

TmpA IgG -0,0094 0,00224

Tp0163 IgM -0,0291 0,02035

Константа -13,8784 -1,85152

Таблица 3. Классификационная матрица для обучающей выборки
Table 3. Training sample classification matrix

ПСС ЛПР Корректно классифицировано (%)

ПСС 31 0 100

ЛПР 0 28 100

Результативность 100

Таблица 4. Квадрат расстояний Махаланобиса между группами
Table 4. Squared Mahalanobis distance between groups

Группа
Квадрат расстояний (D2)

Поздний скрытый сифилис Ложноположительные результаты

Поздний скрытый сифилис 0,0000 25,70635

Ложноположительные результаты 25,70635 0,0000
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Таблица 5. Классификационная матрица для тестовой выборки
Table 5. Test sample classification matrix

ПСС ЛПР Корректно классифицировано (%)

ПСС 2 1* 67

ЛПР 0 3 100

Результативность 86,8

Примечание: звездочкой отмечены неправильно классифицированные образцы.
Note: incorrect classification are marked with *.

действует лучшим образом. Поэтому качество работы 
решающего правила было испытано на тестовой выбор­
ке. Для этого к 59 пациентам обучающей выборки было 
добавлено 6 пациентов тестовой без указания группы. 
В  результате классификации один из  образцов сыво­
ротки больного с  ПСС был ошибочно отнесен к  груп­
пе пациентов с  ЛПР. Коэффициент результативности 
для тестовой выборки составил более 86% (табл.  5). 
Эти данные говорят о том, что получена хорошая дис­
криминантная модель.

Таким образом, в работе был выполнен дискрими­
нантный анализ результатов исследования на  имму­
ночипах уровней антител двух классов к  12 рекомби­
нантным антигенам T. pallidum в сыворотках пациентов 
с  ПСС и  ЛПР; было определено оптимальное число 
переменных, которые вносят наибольший вклад в раз­
личение двух выборок, построено решающее правило 
классификации изучаемых групп, проведена оценка ин­
формативности переменных в модели и качества раз­
работанной процедуры классификации.

Обсуждение
Использованный при выполнении анализа метод 

пошагового включения переменных является одним 
из известных способов оценить сложность модели, пер­
спективность дискриминантного анализа и, возмож­
но, получить линейные дифференциальные функции 
с  приемлемой специфичностью и  чувствительностью 
[25]. При этом методе добавление каждой следующей 
переменной из 24 исходных меняет качество различе­
ния по разным критериям. Поиск прекращается, когда 
качество различения перестает улучшаться. При этом 
число отобранных переменных дает оценку сложности 
модели, такие значения, как общая статистика лямбда 
Уилкса = 0,13, критерий Фишера F = 41,468 и уровень 
статистической значимости p­level < 0,00001 с учетом 
задействованных переменных (верхняя строка табл. 1), 
свидетельствуют о  высокой чувствительности вы­
бранной модели. Вклад каждой переменной в  общую 
дискриминацию характеризуют значения статистик 
лямбда Уилкса и F­искл. (чем больше эти значения, тем 
больше вклад). Ценность признака характеризует так­
же значение частной лямбды — чем меньшим оказы­
вается данное значение, тем ценнее признак. Согласно 
данным табл. 1 наибольший вклад вносит переменная 
Тр17 IgG  — уровень флуоресценции антител класса 
IgG при взаимодействии с антигеном Тр17 на иммуно­
чипе. Следующая по значимости — переменная Tp0971 
IgG и т. д. 

В  результате дискриминантного анализа были 
получены линейные дискриминационные функции 

(табл.  2) для различения пациентов с  ППС и  ЛПР 
со  способностью дифференцировать новые наблю­
дения. Качество разработанной с  использованием 
обучающей выборки классификации было оценено 
с  помощью классификационной матрицы (табл. 3) 
и определяется как 100%. 

Проверку различимости групп (ошибку классифи­
кации) можно оценить при помощи квадрата рассто­
яния Махаланобиса (D2) (табл.  4), то есть расстояния 
между любым отдельным наблюдением и центром рас­
пределения случайной величины (центроидом) каждой 
группы. Чем ближе наблюдение к  центроиду группы, 
тем в большей степени можно быть уверенным, что оно 
принадлежит этой группе. Если квадрат расстояния Ма­
халанобиса между центроидами D2 > 6, то вероятность 
ошибки менее 0,14% [26]. В  нашем случае D2 >  25, 
то есть вероятность ошибки классификации обучаю­
щей выборки точно меньше 0,14%. 

Оценка качества работы решающего правила на те­
стовой выборке составила 86,8% (табл. 5). Полученная 
модель хуже классифицирует больных с ПСС (67% кор­
ректно классифицированных), чем пациентов с  ЛПР 
(100% корректно классифицированных). Следует учи­
тывать, что теоретические оценки качества дискрими­
нации и классификации новых наблюдений в реальных 
условиях достаточно приблизительны, т. к. на точность 
вычислений могут влиять объем выборки, метод обу­
чения, ошибки измерений, артефакты. В связи с этим, 
безусловно, больший объем генеральной выборки 
очень желателен.

Заключение
Разработана модель дифференциальной диагно­

стики скрытого позднего сифилиса и  ложноположи­
тельных серологических реакций на  основе данных 
о  взаимодействии антител двух классов с  12 реком­
бинантными антигенами T.  pallidum на  иммуночипах. 
Для вычисления функций классификации было отобра­
но 8 переменных, наилучшим образом разделяющих 
обучающие выборки. В  программе дискриминантного 
анализа по этим переменным были построены дискри­
минантные уравнения и  проведена дифференциация 
пациентов обеих выборок, точность которой составила 
100%. Точность классификации тестовой выборки ока­
залась равной 86,8%.

Таким образом показано, что метод дискрими­
нантного анализа позволяет создавать достаточно 
достоверные математические модели, которые могут 
иметь практическое значение. В  качестве основного 
направления дальнейшего совершенствования моде­
ли и диагностической системы в целом представляется 
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целесообразным как увеличение выборки пациентов, 
так и  использование дополнительных методов оценки 
классификации тестовой выборки.

Ожидаемый эффект от использования разработан­
ной модели — более точная дифференциация пациен­

тов с ПСС и ЛПР на основе данных о взаимодействии 
антител двух классов с 12 рекомбинантными антигена­
ми T. pallidum на иммуночипах. Использование предло­
женного способа в клинической практике может приве­
сти к упрощению и повышению точности диагноза. 
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