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Введение. Вирус гепатита Е человека явля-
ется представителем рода , вид 

 Геном вируса содержит 
6,4-7,2 т.п.н. кэпированную линейную одноцепо-
чечную РНК с позитивной полярностью и тремя 
белками ORF, при этом неструктурные белки ко-
дируются ближе к 5'-концу генома, а структур-
ные - к 3'-концу. Дополнительная ORF4, пере-
крывающая начало ORF1, обнаружена у штам-
мов, принадлежащих к виду  
(1 генотип ВГЕ) [1]. Всего выделяют 1 серотип и 
8 генотипов вируса [2, 3].

ВГЕ имеет уникальный цикл репродукции. 
При реализации фекально-орального механиз-
ма передачи вирус сначала попадает в организм 
хозяина через желудочно-кишечный тракт и ре-
плицируется в эпителиальных клетках кишечни-
ка. Впоследствии вирус попадает в кровоток и 
достигает органа-мишени – печень [4]. Прикре-
пление вируса происходит за счет связывания с 
гепарансульфат-протеогликанами (HSPG) [5]. 
После проникновения вируса внутрь клетки и 
депротеинизации, область ORF1 транслируется 
в полипротеин, используя положительную цепь в 
качестве матрицы [6]. Вирусная репликаза синте-
зирует комплементарную РНК с отрицательным 
смыслом, которая служит матрицей для репли-
кации ВГЕ и транскрипции субгеномной сгРНК, 
которая отвечает за трансляцию белков ORF2 и 
ORF3 [7-9]. Секретируемая форма ORF2 под-
вергается посттрансляционным модификациям 
и действует как иммунная ловушка, тогда как 
ассоциированная с капсидом форма ORF2 само-
собирается в вирусо-подобные частицы и упа-
ковывает геномную РНК в потомство вирионов 
HEV [10]. Белок ORF3 взаимодействует с микро-
трубочками и множеством клеточных белков хо-
зяина, способствуя репликации и отпочкованию 
возникающих вирионов в мультивезикулярные 

тельца [11]. Мультивезикулярные тельца слива-
ются с плазматической мембраной, вирионы вы-
свобождаются из клеток печени либо в кровоток, 
обернутые липидной мембраной, либо в желчные 
протоки, где квазиоболочка разрушается солями 
желчных кислот [12].

Вирионы, секретируемые с фекалиями, пред-
ставляют собой безоболочечные сферические ча-
стицы диаметром примерно 27–34 нм, обладают 
большей инфекционностью. Однако вирионы, 
секретируемые в циркулирующую кровь и супер-
натант инфицированных культур клеток, явля-
ются квазиоболочечными, покрытыми липидной 
оболочкой, устойчивыми к нейтрализации анти-
телами против капсидного белка вируса [13, 14].

Диагностика вирусного гепатита Е (ВГЕ) 
проводится на основании клинических, эпидеми-
ологических и лабораторных данных. Ввиду схо-
жести клинических проявлений, особенно важна 
лабораторная диагностика, позволяющая диф-
ференцировать вирусную этиологию инфекци-
онных заболеваний. Клиническое течение ВГЕ-
инфекции различается: вирус 1 и 2 генотипов ча-
сто вызывает острое заболевание, может приве-
сти к острой печеночной недостаточности (ОПН) 
или острой печеночной недостаточности, развив-
шейся на фоне хронической, с высокой летально-
стью беременных до 20%. При этом большинство 
ВГЕ-инфекций 3 и 4 генотипов имеют клиниче-
ски бессимптомное течение, изредка приводят к 
ОПН у пожилых людей или пациентов с сопут-
ствующим заболеванием печени. Известны слу-
чаи хронизации гепатита Е, вызванного 3-м и 4-м 
генотипом вируса, у пациентов с транспланти-
рованными паренхиматозными органами, у лиц, 
получающих химиотерапию, гематологических 
пациентов и пациентов с ревматоидной патоло-
гией, что затем может привести к опасному для 
жизни циррозу печени [16, 17] 

Лабораторная верификация острого вирусно-
го гепатита Е основывается на выявлении спец-
ифических маркеров: антител классов IgM и IgG, 
а также вирусной РНК. Эти исследования про-
водятся в биологическом материале, таком как 
фекалии, желчь и сыворотка крови, с применени-
ем серологических и молекулярно-генетических 
методов. Серологические методы исследования 
обладают рядом преимуществ, включая высо-
кую доступность, специфичность и чувствитель-
ность, а также относительную простоту выполне-
ния. Эти характеристики обеспечивают быстрое 
и точное установление диагноза, что, в свою оче-
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редь, предотвращает дальнейшее распростране-
ние инфекции.

Ранее уже были представлены наши работы 
по разработке и выпуску отечественных наборов 
«ИФА-анти-ВГЕ IgM» [17]. В качестве альтер-
нативного варианта диагностическому набору 
«ИФА-анти-ВГЕ IgM», для выявления иммуно-
глобулинов класса М в сыворотке крови человека 
была разработана тест-система, основанная на 
ловушечном методе иммуноферментного анали-
за. В отличии от классического непрямого вари-
анта иммуноферментного анализа, в данном слу-
чае для сенсибилизации планшета наносят очи-
щенные антитела к иммуноглобулинам человека 
класса M с последующей инкубацией с исследу-
емой сывороткой. В результате все IgM связыва-
ются с иммуносорбентом, а наличие специфич-
ных иммуноглобулинов класса М к вирусу гепа-
тита Е выявляется с помощью рекомбинантного 
полипептида ORF2 3-го генотипа ВГЕ, конъюги-
рованного с ферментом.

Цель исследования – разработка иммуно-
ферментной тест-системы, основанной на лову-
шечном методе, для выявления иммуноглобули-
нов класса М в сыворотке крови людей.

Материал и методы. Антитела к иммуногло-
булинам класса M человека (FineTest) разводи-
лись в карбонатно-бикарбонатном буфере и нано-
сились на 96-луночные разборные полистироль-
ные планшеты (Хема, РФ). Для сорбции антител 
планшеты инкубировались в течение 16-18 ч при 
температуре +2…+8°С, после этого раствор уда-
лялся из всех лунок автоматической аспираци-
ей. Планшеты сенсибилизировали в разные дни, 
ИФА проводили несколько раз. Образцы сыворо-
ток крови людей в процессе постановки анализа 
разводили 1:10. В качестве конъюгата использо-
вался рекомбинантный полипептид ORF2 3-го 
генотипа ВГЕ, связанный с ферментом.

Результаты исследования. Этапы констру-
ирования иммуноферментной тест-системы для 
определения анти-ВГЕ IgМ ловушечным мето-
дом у людей являлись: подбор оптимальной кон-
центрации антител к иммуноглобулинам класса 
M человека для получения иммуносорбента; под-
бор рабочего разведения конъюгата; подбор оп-
тимального времени инкубации с ТМБ и отработ-
ка метода учета реакции; определение основных 
валидационных характеристик разработанной 
тест-системы.

Для выбора ориентировочных диапазонов ре-
комендуемых концентраций для сорбции белки 

разводились в 0,05М карбонатно-бикарбонатном 
буфере (рН 8,5) до 8 мг/л и последовательно раз-
водились в 2 раза до концентраций 4, 2, 1, 0,05 
мг/л. В результате исследования были получены 
достоверные различия значений ОП положитель-
ных и отрицательных контрольных смесей при 
анализе всех сорбированных концентраций анти-
IgM (р<0,001) для определения иммуноглобули-
нов класса М к вирусу гепатита Е. 

Разведение 1 мг/л мышиных антител к им-
муноглобулинам класса М человека установлено 
как наиболее оптимальное для создания иммуно-
сорбента для определения IgM к вирусу гепатита 
Е (рис. 1).

Рисунок 1 – Диаграмма размаха показателей ОП 
сывороток крови с анти-ВГЕ IgM в зависимости 

от наносимых концентраций МКАТ

После подбора оптимальных условий для 
создания иммуносорбента, основанного на лову-
шечном методе, следующим этапам было опре-
деление ориентировочного диапазона разведения 
рекомбинантного полипептида ORF2 3 генотипа 
ВГЕ, меченного пероксидазой хрена. ORF2 – ПХ 
разводили до значений от 1:1 000 до 1:128 000 в 
специальном растворе, приготовленном на ос-
новании аналитического буферного раствора и 
стабилизирующего раствора, для блокирования 
неспецифического взаимодействия. ИФА прово-
дился в повторах с использованием положитель-
ных и отрицательной сывороток (рис. 2). Время 
инкубации конъюгата – 30 минут. Критерием вы-
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бора разведения конъюгата для детекции марке-
ров острого вирусного процесса ловушечным ме-
тодом ИФА является способность связывать мак-
симальное количество иммуноглобулинов класса 
М при минимальном фоновом показателе.

В результате сравнительного анализа показа-
телей ОП положительных и отрицательных об-
разцов сывороток крови людей при титровании 
ORF2-ПХ установлен оптимум разведения конъю-
гата 1:4 000 при минимальных показателях фона. 

Далее необходимо было определить время ин-
кубации с ТМБ. Для этого использовались пози-
тивная и негативная по анти-ВГЕ-IgМ сыворотки 
крови людей при времени инкубации с ТМБ 5, 10, 
15, 20, 25 минут. Такие параметры, как наноси-
мая на планшеты концентрация анти-IgM анти-
тел (1 мг/л) и титр разведения конъюгата ORF2-
ПХ (1: 4000), не изменялись. Критерием выбора 
являлось достижение максимального показателя 
коэффициента позитивности. КП достигал мак-
симального значения (63,600) при инкубации с 
ТМБ в течение 20 минут, соответственно это вре-
мя и было определено как наиболее оптимальное 
при детекции антител класса М к вирусу гепатита 
Е ловушечным методом.

Для оценки аналитических свойств разра-
ботанной тест-системы ИФА для определения 
антител класса М в сыворотке (плазме) крови 
человека ловушечным методом, проведен срав-
нительный анализ разработанной тест-системы 
с референсным коммерческим набором «ИФА-
АНТИ- HEV-IgМ» (НПО «Диагностические си-

стемы», РФ). Для этого исследовались образцы 
37 позитивных и негативных сывороток кро-
ви людей, входящих в контрольную панель. По 
результатам ROC-анализа автоматически была 
установлена точка отсечения (cut-off ) 0,155 (рис. 
3). Площадь под кривой (АUC) составила 0,987 
(95% ДИ 0,957 – 1,017, р<0,001). Cпецифичность 
теста, представляющая отношение истинно от-
рицательных к числу фактически отрицательных 
случаев, составила 100%, точность теста 97%, 
чувствительность, согласно отношению истинно 
положительных к числу фактически положитель-

Рисунок 2 – Медианные показатели ОП образцов сывороток крови людей при титровании конъюгата ORF2-ПХ 

Рисунок 3 – ROC- кривая для оценки 
сконструированного набора ИФА для детекции анти-

ВГЕ IgМ ловушечным методом
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ных случаев, равна 95%. Положительная про-
гностическая значимость 100%, отрицательная 
прогностическая значимость 95%, отношение 
шансов (ОШ) – 19 (95% ДИ 5,6 – 24,0, р<0,001), 
значение теста Каппа-Коэна 0,946 (95% ДИ 0,826 
– 1,000, р<0,001), что соответствует сильной свя-
зи с эталонными тестами.

Данные показатели указывают на высокую 
диагностическую надёжность разработанного 
набора ИФА ловушечным методом для детекции 
антител класса М к вирусу гепатита Е. Однако, 
стоит отметить, что отечественный диагностиче-
ский набор «ИФА-анти-ВГЕ IgM» обладает более 
высокой чувствительностью – не менее 99% при 
детекции IgM на контрольной панели сывороток, 
непрямой метод ИФА более технологичен, тогда 
как ловушечный вариант определения антител 
класса М к вирусу гепатита Е представляет на-
учный интерес.

Заключение. Установлен оптимум разведения 
антител к иммуноглобулинам класса М человека 
для создания иммуносорбента – 1,0 мг/л. Оптимум 
разведения специфического конъюгата ORF2 3-го 
генотипа ВГЕ, меченого пероксидазой хрена, со-
ставил 1:4 000, время инкубации с ТМБ – 20 мин. 
Cпецифичность теста, представляющая отноше-
ние истинно отрицательных к числу фактически 
отрицательных случаев, составила 100%, точность 
теста 97%, чувствительность, согласно отноше-
нию истинно положительных к числу фактически 
положительных случаев, равна 95%.
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СИСТЕМЫ, ЗНАЧЕНИЕ ДЛЯ ВОИНСКИХ 

КОЛЛЕКТИВОВ

Неврологические заболевания являются од-
ной из главных причин инвалидности и леталь-
ности во всем мире [1]. С 1990 г. совокупное бре-
мя обусловленной ими инвалидности, заболева-
емости и преждевременной смертности выросло 
на 18% [1]. Поражения нервной системы разно-
образны и частота их встречаемости зависит от 
конкретного диагноза. По данным статистики, 
инфекционные поражения центральной нервной 
системы (ЦНС) достигают 40% в структуре не-
врологической патологии человека [2]. Раннее 
выявление этиологического агента, своевре-
менное начало адекватной терапии позволяют 
снизить уровень инвалидизации и смертности и 
улучшить прогноз данных заболеваний. Однако, 
несмотря на наличие современных лабораторных 
методов диагностики, до 35-55% нейроинфекций 
остаются неверифицированными [3]. Кроме того, 
в последние годы появилось понятие «виром че-
ловека». Виром человека характеризуется удиви-
тельной таксономической и генетической слож-
ностью [4]. Он включает вирусы, инфицирующие 
эукариотные клетки; бактериофаги; фаги, зара-
жающие археи; профаги; эндогенные ретрови-

русы и вирусные элементы, встроенные в геном 
человека [4]. Состав вирома активно изучается и 
постоянно пополняется. Представителем вирома 
человека является и Torque Teno вирус (TTV), об-
наруженный практических во всех жидкостях и 
тканях человека. В течение длительного времени 
исследователи занимаются изучением влияния 
богатого спектра представителей человеческого 
вирома на развитие патологического процесса в 
макроорганизме, в том числе и инфекций ЦНС. 
Однако роль большинства вирусов в патогенезе 
конкретных заболеваний остается до конца не 
ясной, что подчеркивает необходимость проведе-
ния дополнительных исследований.

Цель исследования – оценить наличие и уро-
вень ДНК TTV в цереброспинальной жидкости 
(ЦСЖ) у пациентов с патологией ЦНС различной 
этиологии и у практически здоровых людей, в том 
числе у лиц призывного возраста (с 18 по 27 лет).

Материал и методы. В исследование было 
включено 148 пациентов с патологией ЦНС, 20 из 
которых составили группу пациентов с инфекцион-
ными поражениями ЦНС (менингиты, энцефалиты, 
менингоэнцефалиты) бактериальной этиологии, 67 
пациентов – с вирусными поражениями, 61 пациент 
– с патологией ЦНС неинфекционной этиологии. 
Группу контроля составили 70 пациентов без по-
ражения центральной нервной системы. Люмбаль-
ная пункция у этих пациентов проводилась в связи 
с наличием лихорадки и симптомов внутричереп-
ной гипертензии (головная боль, тошнота, рвота). 
Средний возраст обследованных составил 33,1 года 
(min – 6 дней, max – 91 г.), представителями жен-
ского пола были 103 человека (47,2%), мужского 
– 115 (52,8%). Среди пациентов, включенных в ис-
следование, 33 были призывного возраста: 12 – с 
инфекциями ЦНС вирусной этиологии, 1 – с бак-
териальным менингитом неуточненной этиологии, 
6 пациентов – с патологией ЦНС неинфекционной 
этиологии и 14 пациентов – без патологии ЦНС. У 
всех пациентов забор ликвора выполнялся на 1-6 
сутки госпитализации, 38 пациентов были обследо-
ваны повторно. В целом было протестировано 287 
образцов ЦСЖ. Обнаружение и количественное 
определение ДНК TTV в ЦСЖ осуществлялось ме-
тодом ПЦР в режиме реального времени разрабо-
танной нами методикой [5].

Результаты исследования. ДНК TTV была 
обнаружена в ЦСЖ у 60 обследованных пациен-
тов, что составило 27,5%. Среди этих пациентов 
20 были из группы с вирусными поражениями 
ЦНС, 16 – из группы с бактериальной этиологией 


