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Введение. Республику Беларусь не относят к странам,  высокоэндемичным по вирусному гепатиту Е, 
при этом многочисленные исследования показали активную циркуляцию вируса гепатита Е (ВГЕ) среди лю-
дей и животных, имеющую латентный характер, что затрудняет своевременную диагностику инфекции. 

Цель исследования. Разработать и оценить качество отечественной иммуноферментной тест-систе-
мы для определения анти-ВГЕ IgM. 

Материал и методы. 96-луночные разборные планшеты, рекомбинантные белки ORF2 и ORF3 ВГЕ  
3-го генотипа, пероксидазный конъюгат к IgM человека, растворы для разведения сывороток и конъюгата, 
содержащие бычий сывороточный альбумин. 

Результаты. Рекомендуемая концентрация рекомбинантных полипептидов ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го  
генотипа для сорбции составляет 2 и 1 мкг/мл, соответственно, оптимум разведения конъюгата 1:13 000.  
Ложноположительных и ложноотрицательных результатов не выявлено, чувствительность и специфич-
ность составляют не менее 99%. Среднее значение коэффициента вариации внутри одного планшета – 
6,4%, в пределах двух планшетов – 11,3%. 

Выводы. Характеристики разработанной национальной тест-системы соответствуют рекомендуе-
мым стандартам, что свидетельствует о возможности ее внедрения в практику клинической лаборатор-
ной диагностики. 
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Background. Though the Republic of Belarus does not belong to countries endemic for viral hepatitis E, numerous 
studies have proved that hepatitis E virus (HEV) actively circulates among humans and animals. However, the circulation 
is latent that makes it difficult to diagnose the infection in a timely manner.

Objective. To develop and evaluate the quality of a domestic ELISA test system for the detection of anti-HEI IgM.
Material and methods. 96-well plates, recombinant proteins ORF2 and ORF3 of the 3rd HEV genotype, conjugate 

of monoclonal antibodies to human IgM with horseradish peroxidase, solutions for dilution of serums and conjugate 
containing bovine serum albumin.

Results. The recommended concentrations of recombinant polypeptides ORF2 and ORF3 of hepatitis E virus 
genotype 3 for sorption are 2 and 1 μg/ml, respectively. The optimum dilution of the conjugate is 1:13 000. False 
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positive and false negative results were not detected, sensitivity and specificity being at least 99%. The mean value for 
coefficient of variation within one plate is 6.4%, within two plates is 11.3%.

Conclusions. The characteristics of the developed national test system comply with the recommended standards, 
thus indicating the possibility of its implementation into clinical laboratory diagnostics.
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Введение

Paslahepevirus balayani, известный как вирус 
гепатита Е (ВГЕ), встречается повсеместно; к 
группам повышенного риска инфицирования 
ВГЕ относят работников свиноферм, пациентов 
с патологией печени. Особенно опасен данный 
вирус для беременных женщин, у которых может 
приводить к преждевременным родам и высокой 
смертности [1]. У иммунокомпроментированных 
пациентов ГЕ может перейти в хроническую 
форму с замедленной элиминацией возбудите-
ля [2]. Традиционно ВГЕ относят к энтеральным 
инфекциям с алиментарным и водным путями 
передачи, однако доказана возможность парен-
теральной передачи вируса, что особо актуально 
в условиях отсутствия тотального скрининга до-
норской крови на ВГЕ [3]. Возбудитель ГЕ – это 
небольшой вирус с позитивным РНК-геномом, 
циркулирует в виде квазиоболочечных вирионов 
в супернатантах крови и клеточных культур, од-
нако с калом и желчью секретируется в виде ви-
руса без оболочки [4]. У ВГЕ выделяют 1 серотип 
и 8 генотипов; для человека характерно инфи-
цирование генотипами 1-4, при этом отдельного 
внимания требуют генотипы 3, 4 с широким спек-
тром хозяев – люди, дикие кабаны, домашние 
свиньи, олени, кролики, верблюды, овцы, козы, 
дельфины – что создает возможность передачи 
вируса от животных людям [5]. Установлено, что 
дикие и домашние свиньи – основная ниша для 
ВГЕ, люди заражаются при употреблении недо-
статочно термически обработанного мяса и пе-
чени зараженных животных [6].

Острая форма ГЕ по клиническим и биохими-
ческим критериям не отличается от других видов 
гепатитов, проявляется повышением содержа-
ния печеночных ферментов, билирубина. Сле-
довательно, дифференциальная диагностика и 
точная верификация диагноза возможна только 
при определении IgМ и IgG методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА), а также при детекции 

РНК вируса при исследовании плазмы, кала и 
мочи пациента методом ОТ-ПЦР. Анти-ВГЕ IgM 
обнаруживаются уже на 10 день заболевания и 
свидетельствуют о недавнем инфицировании, 
могут сохраняться в течение нескольких меся-
цев. Республику Беларусь не относят к странам, 
высокоэндемичным по гепатиту Е, при этом мно-
гочисленные исследования показали активную 
циркуляцию ВГЕ среди людей и животных, име-
ющую латентный характер, что затрудняет сво-
евременную диагностику инфекции. В 2022 г. до-
казан эпизод завоза ВГЕ в Гродненский регион с 
гиперэндемичной территории [7]. 

Цель исследования – разработка отече-
ственной иммуноферментной тест-системы для 
определения анти-ВГЕ IgM.

Материал и методы

Рекомбинантные антигены ORF2 (145,1 кДа) 
и ORF3 (128,4 кДа) ВГЕ 3-го генотипа (раз-
работаны и предоставлены ФГБНУ НИИВС  
им. И. И. Мечникова, Москва, Россия) [8]  
сорбировали в лунках разборных 96-луночных 
полистироловых планшетов (ООО «Хема», РФ) 
в разных концентрациях. Для предупреждения 
неспецифического связывания и стабилизации 
иммобилизованных рекомбинантных антигенов 
твердая фаза после сенсибилизации и промыв-
ки обрабатывалась специальным буферным 
раствором, содержащим бычий сывороточный 
альбумин, дисахарид, ингибитор протеиназ и 
бактериостатик. Для проведения непрямого  
варианта твердофазного ИФА использовали 
стабилизирующие растворы для разведения  
сывороток и конъюгата, содержащие БСА, NaCI, 
ЭДТА, Tween-20. Исследуемые сыворотки раз-
водили 1:10, конъюгат мышиных моноклональ-
ных антител к IgМ человека с пероксидазой 
хрена (ООО «Полигност», РФ) использовали в 
разных разведениях. Учет результатов прово-
дили спектрофотометрически при длине волны 
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450 нм и референс-светофильтре 620 нм на уни-
версальном спектрофотометре «Витязь» Ф300, 
а также BioSan Microplate Photometer, HiPo MPP-
96 не позднее чем через 5 минут после внесения 
стоп-реагента. Для подтверждения результа-
тов использовалась референсная тест-система  
ИФА – «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-М» (НПО «Диагно-
стические системы», Российская Федерация).

Для учета результатов рассчитывали кри-
тическое значение оптической плотности  
(ОПКРИТ), для чего к среднему значению опти-
ческой плотности (ОП) отрицательных контролей 
добавляли константу 0,2: ОП крит=ОП (К-)+0,2.

Воспроизводимость, которую характеризует 
коэффициент вариации (CV%), рассчитывалась 
по формуле: CV=σ/ОПср, где σ – среднеквадра-
тическое отклонение, ОПср – среднее значение 
оптической плотности. Для определения чувстви-
тельности и специфичности строилась таблица 
по матрице сопряженности. Относительная чув-
ствительность (Se) и относительная специфич-
ность (Sp) рассчитывались по формулам: 

где ИП – истинно положительные результаты,  
ЛО – ложноотрицательные результаты, ИО – истинно 
отрицательные результаты, ЛП – ложноположитель-
ные результаты.

Материалом для исследования были образ-
цы сыворотки крови, полученные от 452 доно-
ров, осуществлявших донации крови в г. Минске 
в период с 2020 по 2022 гг. Средний возраст ис-
следуемой когорты Me (Q25-Q75) cоставлял 37,0 
(29,0-44,5) лет. В исследовании участвовали две 
категории лиц. Одна из них включала доноров 
(n=99), имеющих содержание в крови гепато-
тропного фермента аланинаминотрансферазы 
(АлАТ),  специфичного для повреждения пе-
чени, в пределах клинической нормы (менее  
53 МЕ/л). В другую группу исследования (n=353) 
были включены доноры, имеющие повышенное 
содержание АлАТ.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов производили с использованием про-
граммы Microsoft Excel пакета Microsoft Office. 
Количественные признаки оценивались с помо-
щью методов описательной статистики.

Результаты и обсуждение

При создании иммуносорбента для каче-
ственного определения анти-ВГЕ IgM к ВГЕ ис-
пользовались рекомбинантные белки ORF2 и 
ORF3 3-го генотипа вируса в разных комбина-
циях для определения оптимального варианта 
сорбции на твердой фазе. Для этих целей гото-
вили разведения белков в концентрациях от 2,5  
до 0,25 мкг/мл в 0,05М карбонатно-бикарбонат-
ном буфере (рН 9,5-9,6). Установлено, что для 

определения анти-ВГЕ IgM оптимальное значе-
ние наносимых антигенов – комбинация ORF2 и 
ORF3 в концентрации 2 и 1 мкг/мл, соответствен-
но. Ген orf2 кодирует белок вирусного капсида, 
участвует в сборке вириона и взаимодействии 
с клеткой-хозяином. Кроме того, данный белок 
содержит наибольшее количество иммунодоми-
нантных эпитопов, что служит ключевым фак-
тором для иммунохимического определения 
анти-ВГЕ антител [9]. ОRF3 кодирует неболь-
шой белок, необходимый для репликации ВГЕ, 
в особенности для сборки вируса и его выхода 
из клетки [10]. 

При подборе диапазона разведений исследу-
емого конъюгата  установлен оптимум от 1:8000 
до 1:16 000 при тестировании 2 сывороток крови 
из панелей положительных и отрицательных об-
разцов (рисунок). 

Рисунок. – Пример тестирования положительных и отри-
цательных проб 
Figure. – Example of testing positive and negative samples

При дальнейшем подборе точной концентра-
ции конъюгата установлено рекомендуемое зна-
чение 1:13 000 при наиболее низких показателях 
неспецифического связывания (фона). 

Для оценки надежности разработанной 
тест-системы были определены диагностическая 
чувствительность и специфичность, показатели 
внутрисерийной и межсерийной воспроизводи-
мости. Для этого использовали 4 положитель-
ные по содержанию анти-ВГЕ IgM сыворотки с 
разными показателями оптической плотности,  
1 ПЦР-положительную сыворотку с пограничным 
значением ОП по наличию антител класса М,  
а также пул из 15 отрицательных сывороток.  
Моделирование условий для оценки внутри-
серийной воспроизводимости заключалось  
в тестировании положительных образцов сыво-
роток в 8 повторах и пула объединенных отри-
цательных сывороток в 28 повторах на одном 
планшете (табл. 1). 

При анализе воспроизводимости в пределах 
одного планшета  установлено, что показатель 
коэффициента вариации не превышает реко-
мендуемую величину в 10%. Среднее значение 
CV по одному планшету составило 6,4%, соот-
ветственно, показатель внутрисерийной воспро-
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изводимости – 93,6%, что указывает на стабиль-
ность действия  разработанной тест-системы 
для определения IgМ к ВГЕ.

Для оценки межсерийной воспроизводимо-
сти (табл. 2) исследуемые сыворотки тестирова-
ли на другом сенсибилизированном планшете,  
основные параметры ИФА при этом не изменя-
ли. Коэффициент вариации рассчитывали с уче-
том результатов 16 исследований для каждой 
положительной пробы по двум планшетам.

Таблица 1. – Оценка внутрисерийной воспро-
изводимости разработанной ИФА тест-системы 
Table 1. – Evaluation of in-series reproducibility of the 
developed ELISA test system

Номер 
образца

Среднее 
значение ОП 

(min-max)

Стандартное 
отклонение 

(σ)

Коэффициент 
вариации (СV), 

%

1 0,671 
(0,542-0,739)

0,065 9,7%

2 0,881 
(0,787-0,952)

0,052 5,9%

3 1,079 
(0,984-1,133)

0,048 4,5%

4 0,650 
(0,592-0,713)

0,042 6,5%

5 0,195 
(0,181-0,205)

0,010 5,4%

Таблица 2. – Межсерийная воспроизводимость 
разработанной ИФА тест-системы
Table 2. – The inter-series reproducibility of the developed 
ELISA test system

Номер 
образца

Среднее 
значение ОП 

(min-max)

Стандартное 
отклонение 

(σ)

Коэффициент 
вариации (СV), 

%

1
0,667 

(0,542-0,739)
0,061 9,2%

2
0,980 

(0,787-1,184)
0,120 12,2%

3
1,161 

(0,984-1,32)
0,107 9,2%

4
0,710 

(0,592-0,882)
0,087 12,3%

5
0,177 

(0,137-0,205)
0,024 13,7%

Установлено, что коэффициент вариации 
для показателей оптических плотностей иссле-
дуемых сывороток не превышал 15%, среднее 
значение CV по двум планшетам – 11,3%, соот-
ветственно, межсерийная воспроизводимость 
составляет 88,7%.  

Полученные данные свидетельствуют о вы-
сокой воспроизводимости результатов, получа-
емых с применением разработанной тест-систе-
мы для определения IgМ к ВГЕ.

Диагностическая чувствительность по ре-
зультатам тестирования контрольной пане-
ли сывороток, аттестованной по референсной 
тест-системе ИФА – «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-М» 
(НПО «Диагностические системы», РФ), соста-
вила не менее 99%, диагностическая специфич-
ность – не менее 99%. Ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов не выявлено.

Оценку относительной чувствительности и 
относительной специфичности тест-системы 
проводили на 28 образцах сывороток крови, ра-
нее не исследованных в ИФА (табл. 3).

Таблица 3. – Оценка относительной чувстви-
тельности и относительной специфичности раз-
работанной иммуноферментной тест-системы
Table 3. – Evaluation of the relative sensitivity and relative 
specificity of the developed enzyme immunoassay system

«ДС-ИФА-
АНТИ-HEV-М» 

Разработанная тест-система для 
качественного определения  

анти-ВГЕ IgМ

Положи- 
тельные 
 пробы

Отрица- 
тельные  
пробы

Всего

Положительные 
пробы

6/а 0/с 6 (a+c)

Отрицательные 
пробы

/d 22/b 22 (d+b)

Итого 6 (a+d) 22 (c+b) n=28

Ложноположительных и ложноотрицатель-
ных результатов не установлено, относительная 
чувствительность и специфичность составляют 
100%.

Разработанная тест-система апробиро-
вана при проведении эпидемиологических  
исследований для выявления групп риска по ГЕ 
в Республике Беларусь. Высокая доступность 
и эффективность экспериментальной тест-си-
стемы для выявления анти-ВГЕ IgM позволила 
провести массовый скрининг донорской крови  
в Республике Беларусь. В данном исследова-
нии установлено, что анти-ВГЕ IgM обнаружены  
в 8 из 452 образцов донорской крови, что состав-
ляет 1,77% (95% ДИ 0,9-3,45). При этом в груп-
пе АлАТ отрицательных доноров анти-ВГЕ IgM  
не выявлены, а в группе доноров с повышенным 
содержанием АлАТ анти-ВГЕ IgM были выявле-
ны в 8 из 353 образцов, что составляет 2,27% 
(95% ДИ 0,71-3,82).

Выводы

Разработанная отечественная иммуно-
ферментная тест-система на основе ре-
комбинантных белков ORF2 и ORF3 для 
серологической диагностики острого ГЕ проде-
монстрировала хорошие диагностические и техни-
ко-аналитические свойства: диагностическая чув-
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Оригинальные  исследования
ствительность – не менее 99%, диагностическая  
специфичность – не менее 99%, внутрисерийная 
воспроизводимость – 94,6%, межсерийная вос-
производимость – 88,7%. Данные характеристи-
ки соответствуют стандартам, рекомендуемым 
для иммуноферментных тест-систем, что позво-
ляет сделать вывод о перспективности внедре-
ния разработанной тест-системы в практику кли-
нической лабораторной диагностики.

Установленный факт наличия в крови бело-
русских доноров анти-ВГЕ IgM свидетельствует 
о сдаче крови в острой фазе ВГЕ-инфекции и 

возможности передачи вируса реципиенту при 
переливании данной порции крови. Выявлен-
ные в крови белорусских доноров анти-ВГЕ IgM 
обуславливают потенциальные риски развития 
гемотрансфузионной ВГЕ инфекции у реципи-
ентов донорской крови и ее компонентов. В си-
стему инфекционной безопасности донорской 
крови в Республике Беларусь необходимо вне-
дрение скрининга на ВГЕ. Наиболее оптимальный  
подход в Республике Беларусь, по нашему мне-
нию, – выборочный серологический скрининг на 
анти-ВГЕ IgM в образцах с повышенным уров-
нем АлАТ.
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