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Резюме
Цель исследования. Разработать отечественную иммуноферментную тест-систему для определения имму-
ноглобулинов класса М к вирусу гепатита Е (ВГЕ) в сыворотке крови людей «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» с высокой 
чувствительностью и специфичностью.
Материалы и методы. База для данной научной работы — УЗ «Городская клиническая инфекционная 
больница» г. Минска. Качественное определение антител класса М в образцах сывороток крови людей осу-
ществляли методом непрямого иммуноферментного анализа (ИФА) с применением референсных наборов — 
«ИФА-АНТИ-HEV-IgМ», Вектогеп Е-IgМ. Для конструирования национальной тест-системы для качественного 
выявления анти-ВГЕ-IgМ использовались разборные 96-луночные полистироловые планшеты; рекомбинантные  
антигены — аналоги белка ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа; конъюгированные с пероксидазой хрена антите-
ла к IgМ человека; постпокрывающий раствор; раствор для разведения сывороток и раствор для разведения 
конъюгата.
Результаты. Определены оптимальные концентрации для сорбции белков ОRF2 и ОRF3, составляю-
щие 2 мкг/мл и 1 мкг/мл соответственно, установлено время инкубации с тетраметилбензидином (ТМБ) —  
20 минут. Диагностическая чувствительность тест-системы составила не менее 99 %, диагностическая специ-
фичность — не менее 99 %. Показатель внутрисерийной воспроизводимости составил 92,3 %, межсерийной 
воспроизводимости — 86,1 %. Разработаны и утверждены технические условия ТУ BY 100185093.093-2023, 
Инструкция по применению набора реагентов тест-система «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ человека» для определения 
маркеров острого вирусного гепатита Е в сыворотке крови людей методом иммуноферментного анализа.
Заключение. Разработана первая отечественная тест-система для определения иммуноглобулинов класса М 
к ВГЕ в сыворотке крови людей «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ» методом непрямого ИФА. Проведены лабораторные и 
технические испытания экспериментального образца тест-системы, показавшие ее высокую диагностическую 
чувствительность, специфичность и воспроизводимость. Утверждена нормативно-техническая документация на 
тест-систему. 
Ключевые слова: вирус гепатита Е, ВГЕ, иммуноферментный анализ, иммуноглобулины класса М,  
анти-ВГЕ-IgМ
Вклад авторов: Жаворонок С.В., Давыдов В.В., Алаторцева Г.И., Притворова Л.Н., Нестеренко Л.Н., Зверев 
В.В., Симирский В.В.: существенный вклад в замысел и дизайн исследования; Анисько Л.А., Рогачева Т.А., За-
дора И.С.: подготовка, сбор материала, дизайн исследования, текущее и окончательное редактирование статьи; 
Алаторцева Г.И., Притворова Л.Н., Нестеренко Л.Н., Щербань А.И., Щука Н.В., Жаворонок С.В., Давыдов В.В.: 
окончательное одобрение варианта статьи для опубликования.
Благодарность. Авторы благодарят главного врача УЗ «Городская клиническая инфекционная больница» 
Н.Н. Юровского, коллектив клинико-диагностической лаборатории УЗ «Городская клиническая инфекционная 
больница» за помощь в организации и проведении исследований (О. Н. Долбуз, Е. А. Метлицкая, Н. В. Мали-
новская).
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Источники финансирования. Данная научно-исследовательская работа была выполнена в рамках финан-
сируемого мероприятия 13 «Разработать технологию промышленного изготовления тест-систем для выявления 
антител IgG и IgM-классов к вирусу гепатита Е у человека и животных с использованием иммуноферментного  
 

https://doi.org/10.51523/2708-6011.2025-22-2-04
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=https://doi.org/10.51523/2708-6011.2025-22-2-04&domain=pdf&date_stamp=27.05.2025


2025;22(2):35–45 Проблемы здоровья и экологии / Health and Ecology Issues

36

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МЕДИЦИНА И БИОЛОГИЯ /
EXPERIMENTAL MEDICINE AND BIOLOGY

метода анализа и организовать их производство» подпрограммы 5 «Химические продукты и молекулярные тех-
нологии» ГП «Наукоемкие технологии и техника» на 2021–2025 годы, № государственной регистрации 20213143.
Для цитирования: Задора ИС, Жаворонок СВ, Алаторцева ГИ, Щербань АИ, Притворова ЛН, Нестеренко 
ЛН, Давыдов ВВ, Анисько ЛА, Рогачева ТА, Баюр НГ, Щука НВ, Мытько ЮА, Симирский ВВ, Михайлов МИ, Зве-
рев ВВ. Разработка и оценка иммуноферментной тест-системы для диагностики острого вирусного гепа-
тита Е. Проблемы здоровья и экологии. 2025;22(2):35–45. DOI: https://doi.org/10.51523/2708-6011.2025-22-2-04

Development and evaluation of an enzyme immunoassay 
for diagnosis of acute viral hepatitis E

Ilona S. Zadora1,2, Sergey V. Zhavoronok1, Galina I. Alatortseva3,  
Aleksandr I. Shcherban2, Lyudmila N. Pritvorova3, Lyubov N. Nesterenko3,  

Vladimir V. Davydov1, Lyudmila A. Anisko1,4, Tamara A. Rogacheva1,4,  
Nadzeya G. Bayur1,4, Natalia V. Shchuka2, Yulia A. Mytko2, Vladimir V. Simirsky2, 

Michail I. Mikhailov5, Vitaly V. Zverev3,6

1Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus
2 Pilot Production of the Institute of Bioorganic Chemistry National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus

3 I.I. Mechnikov Vaccine and Serum Research Institute, Moscow, Russia
4City Clinical Hospital of Infectious Diseases, Minsk, Belarus

5 Central Research Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor, Moscow, Russia
6I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenovskiy University), Moscow, Russia

Abstract
Objective. To develop a national high-sensitivity and marked specifity enzyme immunoassay test system for determin-
ing class М immunoglobulins to the hepatitis E virus (HEV) in human blood serum “ELISA-anti-HEV IgМ“.
Materials and methods. The base for this research is City Clinical Hospital of Infectious Diseases in Minsk. Qualitative 
determination of anti-HEV IgМ in human blood serum samples was carried out by indirect enzyme immunoassay using 
reference kits – “ELISA-ANTI-HEV-IgМ“, Vecto hep E-IgМ. 96-well polystyrol strip plates were used to design a national 
test system for the qualitative detection of anti-HЕV-IgМ; recombinant antigens – analogues of the protein ORF2 and 
ORF3 HЕV of the genotype 3; antibodies against human IgM conjugated with horseradish peroxidase; post-closing 
solution; serum dilution solution and conjugate dilution solution.
Results. Optimal concentrations for sorption of ORF2 and ORF3 proteins were determined, amounting to 2 mg/ml and 
1 mg/ml. The incubation time with TMB is set to 20 minutes. Diagnostic sensitivity of the test system was no less than 
99%, and diagnostic specificity was no less than 99%. The index of in-series reproducibility was 92,3%, inter-series re-
producibility was 86,1%. Technical specifications TU BY 100185093.093-2023 were developed and registered. Direction 
for use of the reagent kit of the test system “ELISA-anti-HEV-IgM human“ for determining markers of acute viral hepatitis 
E in human blood serum by enzyme immunoassay was approved.
Conclusion. The first national test system “ELISA-anti-HЕV-IgM” for the determination of class M immunoglobulins 
against hepatitis E virus in human blood serum by indirect enzyme immunoassay was developed. Laboratory and tech-
nical tests of the experimental sample of the test system were carried out, shown its high diagnostic sensitivity, spec-
ificity and reproducibility. The regulatory, technical and operational documentation for the test system was approved.
Keywords: hepatitis E virus, HEV, enzyme immunoassay, immunoglobulins class М
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Введение
Вирус гепатита E — это квазиоболочечный 

вирус, содержащий одноцепочечный РНК-пози-
тивный геном, размером 7,2 т.п.н., включающий 
три открытые рамки считывания (ORF) [1]. 

Генетически ВГЕ неоднороден, идентифи-
цировано 8 генотипов, первые четыре (ВГЕ-1, 
преимущественно бирманоподобные азиатские 
штаммы; ВГЕ-2 – мексиканский штамм, зооан-
тропонозы – ВГЕ-3 и ВГЕ-4) чаще всего вызыва-
ют инфекции у людей [2, 3]. 

Клинические и эпидемиологические характе-
ристики гепатита Е (ГЕ) в различных по уровню 
эндемичности странах имеют существенные от-
личия. Он является высокоэндемичным в ряде 
развивающихся стран Азии (Индия, Бангладеш, 
Китай и Малайзия) и Африки, где отсутствуют 
централизованные источники водоснабжения и 
возможна их контаминация [4]. В этих странах 
ВГЕ протекает в виде вспышек или спорадиче-
ских случаев, вызванных 1-м или 2-м генотипами 
вируса. При этом вирусы данных генотипов цир-
кулируют только среди людей, передаются в ос-
новном через воду, реализуя фекально-оральный 
механизм передачи. Они также ответственны за 
тяжелый гепатит у беременных, новорожденных 
и грудных детей. Самый высокий уровень забо-
леваемости наблюдается среди молодых людей 
в возрасте от 15 до 40 лет [5]. 

В развитых странах аутохтонные случаи ин-
фицирования ВГЕ носят спорадический харак-
тер, при этом превалирующее значение имеют 
животные резервуары инфекции. Гепатит Е чаще 
всего вызывается вирусами 3-го и 4-го геноти-
пов, по источнику инфекции относится к зооан-
тропонозам, путь передачи в большинстве слу-
чаев пищевой, передача от человека к человеку 
встречается редко. Данные генотипы вируса об-
наруживаются у свиней, диких кабанов, кроли-
ков, оленей, других млекопитающих, что повы-
шает риск инфицирования людей при работе с 
данными животными, охоте, а также потреблении 
недостаточно термически обработанного мяса и 
субпродуктов, инфицированных ВГЕ животных. 
ВГЕ-3 преимущественно распространен в за-
падных странах, тогда как ВГЕ-4 встречается в 
основном в азиатском регионе. Заболеваемость 
ВГЕ-инфекцией имеет неоднородную половоз-
растную структуру: мужчины в возрасте 50 лет 
и старше составляют большую часть от общего 
числа больных [6–8]. 

В Республике Беларусь выявлены аутохтон-
ные и завозные случаи ГЕ. Эндемичным генова-
риантом ВГЕ для Беларуси является генотип 3. 
Нуклеотидные последовательности ВГЕ, обнару-
женные в организме людей и животных, облада-
ют значительным генетическим полиморфизмом 
и кластеризуются с референсными последова-
тельностями 3c, 3i, 3f, 3g и 3ra субгенотипов ВГЕ. 
Последовательность ВГЕ 1-го генотипа, обла-
дающего потенциалом эпидемического распро-
странения, обнаружена в организме пациента, 
как выяснилось, в результате завоза из гиперэн-
демичного по ГЕ региона. Могут встречаться 
случаи ко-инфицирования с другими вирусными 
гепатитами (В, С), при этом ГЕ можно выявить 
только с помощью лабораторных тестов, что ос-
ложняется отсутствием эпидемиологической на-
стороженности врачей на ГЕ, поскольку инфек-
ция часто протекает в скрытой субклинической 
форме [9]. 

Особую опасность представляет наличие ви-
русной РНК и иммуноглобулинов класса М к ВГЕ 
в донорской крови, что является общественной 
проблемой здравоохранения во всем мире. В Ре-
спублике Беларусь также отсутствует тотальный 
скрининг донорской крови на РНК ВГЕ, антитела 
классов М и G [10].

Клиническое течение ВГЕ-инфекции раз-
личается: вирус 1-го и 2-го генотипов часто вы-
зывает острое заболевание, может привести к 
острой печеночной недостаточности (ОПН) или 
острой печеночной недостаточности, развив-
шейся на фоне хронической (ОХПН) с высокой 
летальностью беременных (до 20 %). При этом 
большинство случаев ВГЕ-инфекции, связанной 
с вирусами 3-го и 4-го генотипов, имеют клини-
чески бессимптомное течение и лишь изредка 
приводят к развитию ОПН и ОХПН у пожилых 
людей или пациентов с сопутствующими забо-
леваниями печени. Известны случаи хронизации 
ГЕ, вызванного вирусами 3-го и 4-го генотипов, 
у пациентов с трансплантированными паренхи-
матозными органами, у лиц, получающих хими-
отерапию, пациентов с гематологическими за-
болеваниями и ревматоидной патологией, что 
впоследствии может привести к опасному для 
жизни циррозу печени [11, 12].

Лабораторная верификация ГЕ основыва-
ется на обнаружении вирусной РНК в биологи-
ческом материале (кровь, кал и т. д.) методом 
полимеразной цепной реакции, а также иммуно-
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глобулинов классов G и М в сыворотке (плазме) 
крови с помощью ИФА.

В соответствии с нормативными актами и 
санитарными правилами, действующими в Ре-
спублике Беларусь, диагностика острого ВГЕ 
включает комплексный подход на основе кли-
нических, лабораторных и эпидемиологических 
данных. При этом окончательная верификация 
проводится на основании выявления иммуногло-
булинов класса М к ВГЕ (анти-ВГЕ-IgM). 

Цель исследования 
Разработать отечественную иммунофер-

ментную тест-систему для определения имму-
ноглобулинов класса М к ВГЕ в сыворотке крови 
людей «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ» с высокой чувстви-
тельностью и специфичностью.

Материалы и методы 
В работе использованы образцы сывороток 

крови, собранные в УЗ «Городская клиническая 
инфекционная больница» г. Минска, где для 
определения анти-ВГЕ-IgМ применялись ком-
мерческие наборы реагентов «ИФА-АНТИ-HEV-
IgM» (НПО «Диагностические системы», Россия) 
и «Вектогеп Е-IgМ» («Вектор-Бест», Россия) в со-
ответствии с инструкциями производителей.

Для разработки тест-системы были исполь-
зованы следующие материалы: 96-луночные по-
листироловые планшеты с высокой сорбционной 
активностью («Хема», Россия); рекомбинантные 
антигены ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа, пре-
доставленные ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток 
имени И. И. Мечникова» (Россия); конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена антитела к IgМ чело-
века («Полигност», Россия); соли для карбонат-
но-бикарбонатного буферного раствора (Na2CO3, 
NaHСO3); постпокрывающий раствор, включаю-
щий инертный белок, дисахарид, ингибитор проте-
иназ и бактериостатик (УП «Хозрасчетное опытное 
производство Института биоорганической химии 
НАН Беларуси» (УП «ХОП ИБОХ НАН Беларуси»)); 
раствор для разведения сывороток и раствор для 
разведения конъюгата (УП «ХОП ИБОХ НАН Бе-
ларуси»); субстратный раствор с ТМБ; 5% раствор 
серной кислоты (H2SO4); термостат; универсаль-
ный фотометр «Витязь» Ф300, спектрофотометр 
Microplate Photometer MPP-96 BioSan (Латвия).

Обработка полученных данных проводилась 
с использованием статистических пакетов Excel 
for Windows, 10.0 и пакета статистического ана-
лиза данных Statistica for Windows, 10.0 (StatSoft 
Inc., Талса, США). Количественные переменные 
представляли в виде медианы (Ме), средних 
значений, верхнего и нижнего квартилей (р25%–
р75%). Количественные данные проверяли на 
соответствие закону нормального распределе-

ния (критерий Колмогорова – Смирнова). При 
ненормальном распределении признака и при 
малом объеме выборки (n < 30) для обработки 
данных использовали методы непараметриче-
ской статистики — U-критерий Манна – Уитни 
для двух независимых групп, при большем коли-
честве анализируемых групп использовали кри-
терий Краскела – Уоллиса. В качестве критерия 
статистической достоверной значимости резуль-
татов рассматривается уровень p < 0,05. 

Результаты и обсуждение 
Для создания иммуносорбента использова-

лись рекомбинантные полипептиды ORF2 (145,1 
кДа, участок с 404 по 660 а.о) и ORF3 (128,4 кДа) 
ВГЕ 3-го генотипа, разработанные и предостав-
ленные ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток имени 
И. И. Мечникова» (Россия). Рекомбинантный бе-
лок ОRF2 содержал следующую последователь-
ность  аминокислот:  NGEPTVKLYTSVGNAQQDK
GIAIPHDIDLGDSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAP
SRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQTTYGSSTNPM
YVSDTVTFVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPL
TTIQQYSKTFYVLPLRGKLSFWEAGTTKAGYPYN
YNTTASDQILIENAAGHRVAISTYTTVGSLGAGPV
SVSAVLAPHSALAVLEDTIDYPARAHTFDDFCPEC
RNLGLQGCAFQSTVAELQRLKMKVGKTRES. 

Рекомбинантный белок ОRF3 содержал сле-
дующую последоательность  аминокислот:  MGS
PCALGLFCCCSSCFCLCCPRHRPASRLAAVVGG
AAAVPAVVSGVTGLILSPSPSPIFIQPTPLPPTSFH
NPGLELALDSRPAPSAPLGLTSPSAPPLPPVV [13, 
14]. 

Схема приготовления иммуносорбента для 
«ИФА-анти-ВГЕ-IgМ человека» включает следу-
ющие этапы:

1. Приготовление разведений рекомбинант-
ных белков ORF2 и ORF3 в карбонатно-бикарбо-
натном буфере и внесение их по 110 мкл в лунки 
полистироловых планшет.

2. Инкубация в течение 16–18 ч при темпера-
туре от +2 до +8 ºС.

3. Промывание и обработка постпокрываю-
щим раствором в объеме 160 мкл/лунка в тече-
ние 16–18 ч при температуре от +2 до +8 ºС.

4. Удаление раствора из всех лунок планше-
та, высушивание в течение 16–18 ч при темпера-
туре от +20 до +25 ºС.

Для выбора ориентировочных диапазо-
нов рекомендуемых концентраций для сорб-
ции белки разводились в 0,05М карбонатно-би-
карбонатном буфере (рН 8,5) до концентрации  
5 мкг/мл и последовательно разводились  
в 2 раза до концентраций 2,5, 1,25 и 0,625 мкг/мл. 
Конъюгат антител к IgM человека с пероксидазой 
(«Биосервис», Россия) использовался в рабочем 
значении 1:800 000.
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Планшеты сенсибилизировали в разные 
дни, образцы сывороток крови людей в процессе 
проведения анализа разводили 1:10, из них по-
ложительные контрольные образцы содержали 
иммуноглобулины класса М в высоких, средних 
и низких титрах. Продолжительность инкубаций 
исследуемых образцов и конъюгата составляла 
30 минут, температура инкубаций — 37 ºС.

На первом этапе определения оптимальных 
диапазонов разведений исследуемые рекомби-
нантные полипептиды ORF2 и ORF3 вносились 
в лунки полистироловых планшет раздельно (ри-
сунки 1, 2).

В результате исследования были получе-
ны достоверные различия значений оптической 
плотности (ОП) положительных и отрицательных 
образцов для всех использованных разведений 
антигена ORF2 (р < 0,001) при определении анти-
ВГЕ-IgМ. На основании критерия Краскела – Уо-
ллиса устанавливались статистические различия 
между всеми концентрациями рекомбинантного 
полипептида ORF2, используемого для сорбции 
(Н = 19,190, р = 0,0002). Определены статистиче-
ски значимые различия в парах концентраций 5 и 
0,625 мкг/мл (z = 4,139, р = 0,0002), а также в паре 
2,5 и 0,625 мкг/мл (z = 3,057, р = 0,013).

Рисунок 1. Показатели оптических плотностей контрольных анти-ВГЕ-IgM образцов сывороток крови людей  
в зависимости от концентрации рекомбинантного полипептида ORF2. 1КО+, 2КО+, 3КО+, 4КО+ — положительные  

контрольные образцы, 5КО-, 6КО- — отрицательные контрольные образцы 
Figure 1. Optical density indices of control anti-HEV-IgM human blood serum samples depending on the concentration of 

recombinant ORF2 polypeptide. 1KO+, 2KO+, 3KO+, 4KO+ – positive control samples, 5KO-, 6KO- – negative control samples

Для белка ORF3 также были установлены 
медианные значения оптических плотностей по-
ложительных и отрицательных образцов сыворо-

ток крови людей, а также определены статисти-
чески значимые различия в исследуемых группах 
концентраций (рисунок 2).

Рисунок 2. Показатели оптических плотностей контрольных анти-ВГЕ-IgM образцов сывороток крови людей  
в зависимости от концентраций рекомбинантного полипептида ORF3. 1КО+, 2КО+, 3КО+, 4КО+ — положительные  

контрольные образцы, 5КО-, 6КО- — отрицательные контрольные образцы 
Figure 2. Optical density indices of control anti-HEV-IgM samples of human blood serum depending on the concentration of 

recombinant ORF3 polypeptide. 1KO+, 2KO+, 3KO+, 4KO+ – positive control samples, 5KO-, 6KO- – negative control samples
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При анализе различий значений ОП положи-
тельных и отрицательных образцов установлены 
достоверные различия всех использованных кон-
центраций полипептида ORF3 (U = 19, р < 0,001). 
С помощью критерия Краскела – Уоллиса были 
оценены статистически достоверные различия 
между всеми используемыми для сорбции кон-
центрациями рекомбинантного полипептида (Н = 
20,607, р = 0,0001). Установлены статистически 
значимые различия в парах концентраций 5 и 
0,625 мкг/мл (z = 4,315, р = 0,000096), а также в 
паре 5 и 1,25 мкг/мл (z = 4,315, р = 0,0087).

Для определения диагностической значимо-
сти рекомбинантных полипептидов ORF2 и ORF3 

при детекции маркеров острого инфекционного 
процесса проведено сравнительное исследова-
ние зависимости ОП положительных образцов 
от концентраций антигенов, использованных для 
получения иммуносорбента (рисунок 3). Обра-
щают на себя внимание более низкие значения 
ОП исследуемых сывороток при использовании 
белка ORF3, что подтверждено статистически. 
Определены достоверные различия показателей 
ОП положительных сывороток при всех сорбиру-
емых концентраций антигенов: 5 мкг/ мл (U = 21,0, 
р = 0,000060), 2,5 мкг/мл (U = 5,0, р = 0,000004), 
1,25 мкг/мл (U = 2,0, р = 0,000002), 0,625 мкг/мл 
(U = 10,0, р = 0,000009). 

Рисунок 3. Значения оптических плотностей контрольных положительных образцов при раздельном использовании  
ORF2 и ORF3 

Figure 3. Optical densities values  of control positive samples using separated ORF2 and ORF3

Для определения точного значения конечной 
концентрации антигенов ORF2 и ORF3 при вне-
сении в лунки планшета для создания твердой 

фазы «ИФА-анти-ВГЕ-IgM», белки сорбирова-
лись также совместно (таблица 1).

Таблица 1. Медианные значения ОП сывороток крови при нанесении одинаковой концентрации 
антигенов ORF2 и ORF3
Table 1. Median OD values of human blood serum depending on applying the same concentration of 
antigens ORF2 and ORF3 

Образцы сывороток 
крови людей

Концентрации рекомбинантных полипептидов ORF2 и ORF3, мкг/мл при совместной сорбции

5 + 5 2,5 + 2,5 1,25 + 1,25 0,625 + 0,625

1 КО+ 1,190 1,125 0,959 0,786

2 КО+ 0,735 0,722 0,617 0,536

3 КО+ 1,256 1,167 1,046 0,984

4 КО+ 1,355 1,282 1,059 0,907

5 КО– 0,023 0,028 0,024 0,020

6 КО– 0,025 0,024 0,021 0,030

Источник: составлено авторами.

Source: сompiled by the authors.
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Значения ОП положительных и отрицатель-
ных образцов при детекции на иммуносорбентах, 
полученных при совместной сорбции рекомби-
нантных полипептидов, статистически различа-
ются между собой (р < 0,001). Также установлены 
статистически значимые различия при сравнении 
данных с показателями ОП сывороток при ис-
пользовании для сорбции только антигена ORF2 
(U = 1201,0, р =  0,00005). Найдены достоверные 
различия в паре 5 мкг/мл ORF2 и совместной со-
рбции по 5 мкг/мл каждого белка ORF2 и ORF3 

(U = 50,0, р = 0,0035), паре 2,5 мкг/мл ORF2 и 
совместной сорбции по 2,5 мкг/мл каждого белка 
ORF2 и ORF3 (U = 66,0, р = 0,020), паре 1,25 мкг/
мл ORF2 и совместной сорбции по 1,25 мкг/мл 
каждого белка ORF2 и ORF3 (U = 71,0, р = 0,033).

В связи с этим на следующем этапе нашей 
работы по созданию тест-системы для опреде-
ления IgМ-антител к ВГЕ исследовались имму-
носорбенты с рекомбинантным полипептидом 
ORF2 в более высокой концентрации по сравне-
нию с антигеном ORF3 (таблица 2). 

Таблица 2. Медианные значения ОП сывороток крови людей в зависимости от концентрации  
сорбируемых антигенов ORF2 и ORF3 
Table 2. Median OD values of human blood serum depending on the concentration of sorbed antigens 
ORF2 and ORF3 

Образцы сывороток 
крови людей

Концентрации рекомбинантных полипептидов ORF2 и ORF3, мкг/мл при совместной сорбции

3 + 1 2,5 + 1 2 + 1 1,5 ORF2

1 КО+ 1,236 1,204 1,175 0,769

2 КО+ 0,498 0,449 0,445 0,306

3 КО+ 0,835 0,817 0,758 0,479

4 КО+ 1,326 1,288 1,372 0,738

5 КО- 0,014 0,018 0,022 0,022

6 КО- 0,010 0,010 0,006 0,011

Источник: составлено авторами.
Source: сompiled by the authors.

Значения ОП положительных и отрицатель-
ных образцов достоверно различались при всех 
исследуемых концентрациях сорбируемых ан-
тигенов (р < 0,001). Для оценки статистически 
значимых различий между исследуемыми кон-
центрациями смеси антигенов ORF2 и ORF3  
(3 и 1; 2,5 и 1; 2 и 1 мкг/мл), а также 1,5 мкг/мл 
белка ORF2, использовался критерий Краске-
ла – Уоллиса (Н = 13,538, р = 0,003). Установ-
лены статистически значимые различия в па-
рах концентраций 3 + 1 и 1,5 мкг/мл (z = 3,199,  
р = 0,008), 2,5 + 1 и 1,5 мкг/мл (z = 2,943,  
р = 0,019), а также в паре 2 + 1 и 1,5 мкг/мл  
(z = 2,819, р = 0,028). Разведение 2 мкг/мл ORF2 
и 1 мкг/мл ORF3 установлено как наиболее опти-
мальное для создания иммуносорбента разраба-
тываемой тест-системы.

Для определения рекомендуемого диапа-
зона разведений конъюгат моноклональных 
антител к IgM-антителам человека с перокси-
дазой хрена (МКАТ-IgМ человека — ПХ) (ООО 
«Полигност», Россия) титровали в значениях от 
1:1000 до 1:128 000 в растворе, приготовленном 
на основании аналитического буферного рас-
твора и стабилизирующего раствора для бло-
кирования неспецифического взаимодействия с 

другими белками. ИФА проводился в повторах с 
использованием положительных и отрицатель-
ной сывороток (рисунок 4). Условия инкубации с 
конъюгатом — 30 минут при температуре 37 ºС. 
Критерием выбора диапазона разведений конъ-
югата являлась способность связывать макси-
мальное количество иммуноглобулинов класса 
М к ВГЕ при минимальном фоновом показателе.

В результате сравнения значений ОП поло-
жительных и отрицательных образцов сыворо-
ток при титровании МКАТ-IgM-ПХ установлен 
оптимум разведения 1:4000–1:8000. Конечное 
разведение конъюгата к IgM человека было 
определено 1:8000 для предупреждения неспеци- 
фического связывания и возникновения ложно-
положительных результатов.

Для определения рекомендуемого времени 
инкубации с ТМБ использовались позитивный и 
негативный по анти-ВГЕ-IgМ образцы сывороток. 
Анализировалась продолжительность инкубации с 
добавленным ТМБ: 5, 10, 15, 20, 25 минут. Концен-
трация полипептидов (2 мкг/мл ORF2 и 1 мкг/мл 
ORF3) и титр разведения конъюгата («Полиг-
ност», 1:8 000) не изменялись. Критерием выбора 
являлось достижение максимального значения 
коэффициента позитивности (КП) (таблица 3). 
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Рисунок 4. Титрование конъюгата к IgМ человека в лунках с положительными и отрицательным образцами сывороток 
крови людей

Figure 4. Titration of the conjugate to human IgМ in slots with positive and negative human blood serum samples

Таблица 3. Значения КП в зависимости от продолжительности инкубации с ТМБ 
Table 3. CP values depending on the time of incubation with TMB 

Время инкубации (мин) Медианное значение ОП КО+ (25%–75%) Медианное значение ОП КО– (25%–75%) КП

5 0,052 (0,050–0,064) 0,006 (0,004–0,007) 8,583

10 0,331 (0,278–0,363) 0,004 (0,004–0,005) 82,750

15 0,442 (0,409–0,457) 0,007 (0,007–0,010) 63,357

20 0,842 (0,819–0,871) 0,005 (0,002–0,008) 168,300
25 1,121 (1,110–1,131) 0,058 (0,049–0,062) 19,319

Источник: составлено авторами.

Source: сompiled by the authors.

Максимального значения КП достигал 
(168,300) при инкубации с ТМБ в течение 20 ми-
нут, соответственно эта продолжительность ре-
акции с хромогеном была определена как наибо-
лее оптимальная.

Для оценки качества и эффективности раз-
работанного набора «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ челове-
ка» определялись показатели воспроизводимо-
сти, чувствительности и специфичности. 

Воспроизводимость метода определяли по-
средством тестирования пяти положительных 
образцов сывороток крови людей в 8 параллель-
ных повторах для каждого образца в пределах 
одного планшета (внутрисерийная воспроизво-
димость) с повторением анализа в четырех не-
зависимых экспериментах (межсерийная вос-
производимость). Показатель внутрисерийной 
воспроизводимости для набора «ИФА-анти-ВГЕ-
IgM» составил 92,3 % при среднем показателе 
коэффициента вариации 7,7 %. Показатель ко-

эффициента вариации при оценке ОП образцов 
на всех 4 планшетах составил 13,9 %, соответ-
ственно межсерийная воспроизводимость равна 
86,1 %. 

Для оценки аналитических свойств разра-
ботанного нами экспериментального образца 
тест-системы «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ» для опреде-
ления антител класса М в сыворотке (плазме) 
крови человека, проведены ее лабораторные 
испытания в сравнении с референсным коммер-
ческим набором «ИФА-АНТИ-HEV-IgМ» (НПО 
«Диагностические системы», Россия). Для этого 
исследовались образцы 37 позитивных и нега-
тивных сывороток крови людей, входящих в кон-
трольную панель. В соответствии с ROC-анали-
зом (рисунок 5) автоматически была установлена 
точка отсечения (cut-off) 0,261. Площадь под кри-
вой (АUC) составила 1,0 (95 % ДИ 1,000–1,000,  
р < 0,001), что полностью соответствует показа-
телям коммерческой тест-системы сравнения. 
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Рисунок 5. ROC-кривая для оценки разработанной национальной тест-системы «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ» 
Figure 5. ROC curve for evaluation of the developed national test system «ELISA-anti-HEV-IgМ»

Диагностическая специфичность, представ-
ляющая отношение истинно отрицательных к 
числу фактически отрицательных случаев, со-
ставила 100 %, точность теста — 100 %. Диа-
гностическая чувствительность, соответствую-
щая отношению истинно положительных к числу 
фактически положительных случаев, была равна  
100 %, что характеризует высокую надежность 
разработанного набора «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ».

На основании полученных данных о концен-
трации рекомбинантных полипептидов, титра 
разведения иммуноконъюгата, времени инкуба-
ции с тетраметилбензидином зарегистрированы 
технические условия ТУ BY 100185093.093-2023, 
утверждена Инструкция по применению набора 
реагентов для определения антител класса IgМ к 
ВГЕ в сыворотке или плазме крови человека ме-
тодом иммуноферментного анализа «ИФА-анти-
ВГЕ-IgМ человека». 

Заключение 
В результате проведенных исследова-

ний в Республике Беларусь была разработа-
на первая национальная тест-система «ИФА-
анти-ВГЕ-IgМ человека» для определения 
маркеров острого ВГЕ в сыворотке крови лю-

дей методом ИФА в непрямом формате. Опре-
делены оптимальные концентрации для со-
рбции белков ОRF2 и ОRF3, составляющие 
2 мкг/мл и 1 мкг/мл соответственно, оптимальное 
значение разведения иммунопероксидазного 
конъюгата 1:8000, продолжительность инкуба-
ции с ТМБ — 20 минут. Проведенные лабора-
торные испытания экспериментального образца 
тест-системы показали высокую аналитическую 
надежность разработанной тест-системы. Ди-
агностическая чувствительность тест-систе-
мы составила не менее 99 %, диагностическая 
специфичность — не менее 99 %. Показатель 
внутрисерийной воспроизводимости составил  
92,3 %, межсерийной воспроизводимость —  
86,1 %. Разработаны и зарегистрированы тех-
нические условия ТУ BY 100185093.093-2023, 
утверждена Инструкция по применению набора 
реагентов. Созданная тест-система «ИФА-анти-
ВГЕ-IgМ человека» обладает высокой чувстви-
тельностью и специфичностью, что позволяет 
использовать данный набор реагентов для ди-
агностики in vitro в лабораториях учреждений 
здравоохранения, проводящих иммунофермент-
ные исследования. 
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