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Введение. Вирус гепатита Е (ВГЕ) способен вызывать как острые, так и 

хронические гепатиты. В большинстве случаев, инфекция протекает 

практически бессимптомно и проходит без осложнений, однако, согласно 

данным ВОЗ ежегодно фиксируется более 20 000 000 случаев этого 

заболевания. Порядка 15-20% случаев протекает с выраженной симптоматикой 

и часть из них приводит к летальному исходу. В количественном выражении 

ВГЕ несет ответственность за десятки тысяч смертей по всему миру. Учитывая 

достаточно большое число способов передачи его от животных человеку и от 

человека к человеку, специалисты не могут пренебречь угрозой ВГЕ. 

Например, в общей популяции смертность от гепатита Е колеблется от 0,1% до 

4%, а среди женщин в третьем триместре беременности может составлять 

10-50% [1, 2].  
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Наиболее эффективным методом выявления ВГЕ считается ОТ-ПЦР-РВ 

со специфическими праймерами и зондами к консервативным областям генома 

вируса. В тоже время, высокая степень полиморфизма генома ВГЕ делает 

сложной рутинную диагностику, оставляя ложноотрицательными порядка 50% 

всех анализируемых образцов. На серьезность проблемы указывает и наличие 

упоминания о ней непосредственно в инструкциях к диагностическим наборам 

(Instructions for Use RealStar®HEV RT-PCR Kit 2.0, Altona Diagnostics, 

Germany). Одним из возможных вариантов решения проблемы является 

конструирование и оптимизация ОТ-ПЦР-РВ тест-системы использующей 

праймеры и зонды с вырождениями, способными полностью или, что более 

вероятно, частично компенсировать полиморфизм генома ВГЕ и повысить 

качество диагностики [3, 4].  

В связи с этим целью настоящей работы является дизайн и оптимизация 

ОТ-ПЦР-РВ тест-системы для выявления РНК ВГЕ в образцах биологического 

материала человека и др. млекопитающих, использующей олигонуклеотиды с 

вырождениями.  

Материалы и методы исследования. В исследование включены 

образцы каловых масс, цельной крови, мочи и желчи, полученные от пациентов 

с установленным диагнозом гепатита (n = 80). Пациенты у которых был 

подтвержден вирусный гепатит типа А, В или С исключались из исследования. 

Также исследовали образцы каловых масс и желчи домашних свиней (n = 48), 

каловых масс диких кабанов (n=24) и кроликов (n=12; содержались в виварии). 

Образцы были забраны и подготовлены в течение периода 2017 – 2021 гг. 

Выбор генетических локусов и анализ нуклеотидных последовательностей ВГЕ 

(3 генотиптип), полученных из GenBank (525 отсеквенированных 

последовательностей генома) выполняли с помощью программного 

обеспечения Ugene v.1.31.1 (UniPro, Россия). Дизайн и анализ пригодности 

олигонуклеотидных праймеров для проведения ОТ-ПЦР-РВ осуществляли при 

помощи on-line сервисов Primer3 и OligoAnalyzer3.1. 

В качестве референсного метода использовали коммерческий набор 

регантов «HEV RT-PCR Kit 2.0» (RealStar®, Altona Diagnostics GmbH, 

Германия), а также «in house» гнездовую ПЦР с праймерами доступными в 

литературных источниках. Для проведения ОТ-ПЦР-РВ с разработанными 

праймерами использовали реагенты производства ОДО «Праймтех» (Беларусь) 

а также использовали приборы ДТ-322 (ДНК-Технология, РФ), CFX96, 

CFX96touch и CFX connect (Bio-Rad, США). 

Результаты. В результате дизайна олигонуклеотидных праймеров и 

модификации определенных сайтов вырождениями был получен комплект 

кандидатов, включающий прямой/обратный праймеры и зонд, которые 

обладали существенно более высокой специфичностью в отношении изучаемых 

последовательностей ВГЕ. Комплект праймеров ориентированных на 

ОРС2/ОРС3 (локусы генома ВГЕ), используемых в коммерческих наборах при 

проведении ОТ-ПЦР-РВ: Прямой 5' – GGTGGTTTCTGGGGTGAC – 3', 

специфичность 50,7%; Обратный 5' – AGGGGTTGGTTGGATGAA – 3', 

специфичность 98,1%; зонд 5' – FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-MGB – 3', 

специфичность 93,1%. Оптимизированный комплект праймеров, используемых 
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для проведения ПЦР-РВ, и их специфичность относительно изученных 525 

выровненных полногеномных последовательностей ВГЕ: прямой 5' – 

GCRGTGGTTTCTGGGGTG – 3', специфичность 98,3%; обратный 5' – 

AAGGGGTTGGTTGGATGA – 3', специфичность 98,1%; зонд 5' – FAM-

GGYTGATTCYCAGCCCTT- BHQ1 – 3', специфичность 96,4%. 

Расчетная специфичность детекции выбранных для изучения 

полногеномных последовательностей составила 490/525 (93,3%±0,42 p<0,001).  

При использовании разработанного нами набора реагентов для ОТ-ПЦР-

РВ РНК ВГЕ была выявлена в 60% случаев. Референсный метод 

(«RealStar®_HEV_RT-PCR_Kit_2.0») позволил выявить РНК ВГЕ в 50% 

образцов. Второй референсный метод (гнездовая ПЦР) позволил выявить РНК 

ВГЕ) в 40% случаев. Из всех положительных образцов, полученных при 

помощи гнездовой ПЦР, коммерческим набором было подтверждено 75% и 

83% подтверждений было получено с помощью разработанного ОТ-ПЦР-РВ. 

Таким образом, внесенные изменения в последовательности праймеров и зонда 

увеличили аналитическую специфичность разработанной нами тест-системы.  
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