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Аннотация
В связи с отсутствием национальных аналогов был 
разработан прототип тест-системы для иммунофер-
ментного анализа (ИФА) для качественного определе-
ния иммуноглобулинов класса G к вирусу гепатита Е 
(ВГЕ) на основе рекомбинантных белков ORF2 и ORF3 
3-го генотипа (ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И. Мечникова», Россия). Представлены результаты 
исследования образцов сывороток крови при помо-
щи экспериментальной тест-системы, проводимых в 
параллели с референс тест-системой «ДС-ИФА-АНТИ-
HEV-G» (НПО «Диагностические системы», Российская 
Федерация (РФ)). На выбранной рабочей концентрации 
ORF2 и ORF3 2,5 мкг/мл и 0,25 мкг/мл соответственно 
были исследованы 200 образцов сывороток доноров и 
пациентов. В статье отражены результаты определения 
чувствительности, специфичности и воспроизводимо-
сти. Разработанная тест-система продемонстрировала 
высокую эффективность в выявлении специфичных 
анти-ВГЕ-IgG. 
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Summary
Due to the lack of national analogies a prototype of enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) test system was 
developed for the qualitative determination of antibodies class 
G to hepatitis E virus (HEV) based on the using of antigenic 
polypeptides ORF2 and ORF3 of the 3rd genotype (FSBSI 
«I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Serums», 
Russia). The results of experimental ELISA conducted in 
parallel with the reference test system «DS-ELISA-ANTI-
HEV-G» (NPO Diagnostic Systems, Russia) are presented. 
The working concentrations of ORF2 and ORF3 antigens were 
2.5 µg/mL and 0.25 µg/mL, respectively. They were tested with 
200 donors and patients’ serum samples. The article reflects 
the determination of sensitivity, specificity and reproducibility 
results. The developed test system demonstrated high efficiency 
in the detection of specific anti-HEV-IgG.
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Введение
Вирус гепатита Е (ВГЕ) представляет собой 

небольшой квазиоболочечный вирус диаметром 
27-34 нм с одноцепочечной РНК. Геном ВГЕ вклю-
чает 3 области для считывания информации, 
называемые открытыми рамками считывания 
(ОRF), каждая из которых выполняет определен-
ные функции. Среди этих регионов ORF1 кодирует 
синтез неструктурных полипептидов, ORF2 коди-
рует вирусный капсидный белок, ORF3 кодирует 
функциональный ионный канал, играющий важ-
ную роль в высвобождении вирусных частиц [1]. 

Определение иммуноглобулинов класса G с 
помощью разрабатываемой тест-системы ИФА 
особенно актуально для нескольких групп людей. 
Установлено, что ВГЕ 3-го генотипа может привести 
к хроническому гепатиту с задержкой элиминации 
возбудителя у пациентов с ослабленным иммуни-
тетом, после трансплантации органов, трансплан-
тации стволовых клеток, ВИЧ-инфицированных 
пациентов, гематологических пациентов, получа-
ющих химиотерапию, и людей, страдающих рев-
матологическими заболеваниями. Помимо данных 
групп риска, показано определение антител к вирусу 
гепатита Е у беременных, доноров, лиц с острой и 
хронической патологией печени, охотников, ве-
теринаров, иностранных граждан, прибывших из 
эндемичных по вирусу гепатита Е регионов [2, 3].  

Серологические методы диагностики вирусных 
инфекций характеризуются простотой выполне-
ния, доступностью, а также высокой диагности-
ческой чувствительностью и специфичностью.

Цель исследования: разработка новой тест-
системы ИФА для качественного определения 
анти-ВГЕ IgG.

Материалы и методы
В качестве твердой фазы использовались раз-

борные полистирольные 96-луночные планшеты 
на 12 стрипов (Хема, РФ). Схема разработки тест-
системы ИФА включала в себя иммобилизацию 
рекомбинантных антигенов ОRF2 и ОRF3 3-го ге-
нотипа, разработанных в ФГБНУ «НИИ вакцин и 
сывороток им. И.И. Мечникова», РФ [4, 5] в объ-
еме 100 мкл/лунка на твердой фазе, инкубацию в 
течении 16-18 ч при температуре 2-8°С, промывку 
и постановку экспериментального исследования 
с положительными и отрицательными пробами 
сывороток крови с использованием контролей и 
конъюгата от набора «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» 
НПО «Диагностические системы», РФ (референс 
тест-система). Значение критической оптической 
плотности (ОП) для каждого экспериментально-
го ИФА рассчитывалось с применением стати-

стического подхода с прибавлением константы 
0,2 для определения положительных и отрица-
тельных результатов. Статистическая обработка 
данных проводилась с помощью программы для 
анализа данных Microsoft Excel пакета Microsoft 
Office операционной системы Windows 10.0.

Биологический материал получали от доноров, 
пациентов отделений городской клинической 
инфекционной больницы, лиц с хроническими 
вирусными гепатитами консультативно-диагно-
стического кабинета (КДК), а также из других уч-
реждений здравоохранения г. Минска. Все пробы 
сывороток проходили предварительные исследо-
вания на наличие или отсутствие антител класса 
G к ВГЕ с использованием референс-набора «ДС-
ИФА-АНТИ-HEV-G» НПО «Диагностические си-
стемы», РФ согласно инструкции производителя. 

Результаты исследования
Выполнены постановки «непрямого» вари-

анта ИФА квадратно-гнездовым методом с на-
несением каждого из белков в лунку по отдель-
ности и в совокупности. Рабочие концентрации 
рекомбинантных белков разводились в 0,05М 
карбонатно-бикарбонатном буфере (рН 9,5-9,6) 
и составляли 2,5; 2; 1,5; 1; 0,5 и 0,25 мкг/мл. 

Установлено, что комбинация белков ОRF2 в 
концентрации 2,5 мкг/мл и ОRF3 в концентрации 
0,25 мкг/мл является наиболее оптимальным ва-
риантом, поскольку обеспечивает высокую опти-
ческую плотность как положительного контроля 
из референс тест-системы, так и положительных 
на IgG к ВГЕ проб исследуемых сывороток при 
низких показателях отрицательного контроля и 
сывороток, не содержащих анти-ВГЕ IgG. 

Всего было исследовано 14 положительных 
и 186 отрицательных сывороток. При этом в 
параллели с референс тест-системой ложнопо-
ложительные и ложноотрицательные результаты 
отсутствовали. Таким образом, на данном этапе 
диагностическая чувствительность и специфич-
ность составляют не менее 99%.

Для оценки воспроизводимости были проведе-
ны опыты на 2 планшетах с нанесенными белками 
в установленной концентрации 2,5 и 0,25 мкг/мл в 
параллели с набором «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» и 
использованием двух положительных по IgG проб 
сывороток и отрицательных сывороток, предвари-
тельно объеденных в один пул (табл. 1). 

Для определения внутрисерийной воспроиз-
водимости использовались положительные сыво-
ротки №1 (8 повторов) и №2 (32 повтора), анализ 
результатов проводился в пределах отклонения 
одной сигмы (табл. 1).
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Для оценки межсерийной воспроизводимости 
данные пробы в тех же повторах исследовались 
на планшете 2 с учетом измерений оптических 
плотностей всех образцов (табл. 2).

Данные показателя коэффициента вариации для 
оценки внутрисерийной воспроизводимости превы-
шают допустимую величину в 10%, что может быть 
скорректировано в дальнейшем при использовании 
автоматического нанесения рекомбинантных поли-
пептидов на производстве, а также при использовании 
блокирующих растворов для уменьшения неспецифи-
ческого связывания и высоких фоновых показателей.

Заключение
Использование комбинации высокоиммуноген-

ного ОRF2 как основного белка в концентрации 
2,5 мкг/мл и ОRF3 в концентрации 0,25 мкг/мл как 
дополнительного является наиболее перспектив-
ным при создании тест-системы ИФА для каче-
ственного определения anti-ВГЕ IgG. Разработан-
ный вариант «непрямого» ИФА обладает высокой 
диагностической чувствительностью – не менее 
99% и специфичностью – не менее 99%, что по-
зволяет использовать его для серологической 
диагностики в дальнейшем.

Таблица 1. Определение внутрисерийной воспроизводимости разработанной тест-системы ИФА для определе-
ния анти-ВГЕ IgG (планшет 1)

Номер образца Среднее значение 
оптической плотности

Стандартное 
отклонение

Коэффициент вариации 
(CV), %

Положительная проба №1 1,392 0,203 10,5
Положительная проба №2 1,348 0,155 11,5
Отрицательные пробы 0,103 0,012 11,9

Таблица 2. Оценка воспроизводимости разработанного метода ИФА с учетом измерений оптической плотности 
всех положительных образцов

Номер образца Значение оптической 
плотности (мин…макс)

Стандартное 
отклонение

Коэффициент вариации 
(CV), %

Планшет 1 1,305 (0,821…1,796) 0,280 21,5
Планшет 2 0,822 (0,492…1,357) 0,208 25,3
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