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Резюме
Цель исследования. Определить специфичность и чувствительность разработанного отечественного имму-
ноферментного набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» для выявления иммуноглобулинов классов М к вирусу гепатита Е 
(ВГЕ) в сыворотке крови людей в реальных клинических условиях.
Материалы и методы. Для определения чувствительности и специфичности использовались зарегистриро-
ванные промышленные образцы набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ», выпущенные УП «Хозрасчетное опытное про-
изводство Института биоорганической химии Национальной академии наук Беларуси» (УП «ХОП ИБОХ НАН 
Беларуси») согласно ТУ BY 100185093.093-2023. На базе клинико-диагностической лаборатории УЗ «Городская 
клиническая инфекционная больница» г. Минска исследовались 214 сывороток крови пациентов с установлен-
ным наличием антител к вирусу гепатита А, вирусу гепатита С, антигеном вируса гепатита B, гиперлипидемией, 
антителами класса М к цитомегаловирусу и повышенным содержании ревматоидного фактора (РФ). Для опре-
деления чувствительности и специфичности набора исследовались 72 пробы сывороток в параллели с рефе-
ренсными наборами «Вектогеп Е-IgМ» («Вектор-Бест», Россия).
Результаты. При использовании выпущенного в промышленных условиях набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» 
(ТУ BY 100185093.093-2023)  установлено отсутствие неспецифического перекрестного взаимодействия меж-
ду сорбированными рекомбинантными полипептидами ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа и белками в пробах 
пациентов с антителами к гепатиту С, гепатиту А, антигеном вируса гепатита В, плазме крови с гемолизом и 
хилезом, образцах с повышенным содержанием РФ и наличием антител класса М к цитомегаловирусу. При 
оценке показателей чувствительности и специфичности на сыворотках крови в реальных клинических услови-
ях установлены высокие показатели чувствительности — не менее 99 % и специфичности — не менее 99 %, 
что свидетельствует о возможности применения набора в практической деятельности лабораторий учрежде-
ний здравоохранения.
Заключение. Зарегистрированная и выпускаемая первая отечественная тест-система «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» для 
определения иммуноглобулинов класса М к ВГЕ в сыворотке крови людей методом непрямого иммунофер-
ментного анализа (ИФА) обладает высокими показателями аналитической надежности: чувствительность — не 
менее 99 %, специфичность — не менее 99 % 
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Abstract
Objective. To determine the specificity and sensitivity of the developed domestic enzyme-linked immunosorbent assay 
kit “ELISA-anti-HEV IgM” for detecting M class immunoglobulins to the hepatitis E virus (HEV) in human serum under 
real clinical conditions.
Materials and methods. To determine the sensitivity and specificity, we used registered industrial samples of the “ELI-
SA-anti-HEV IgM” kit, produced by Unitary Enterprise “Pilot Production of the Institute of Bioorganic Chemistry National 
Academy of Sciences of Belarus” in accordance with TU BY 100185093.093-2023. 214 blood serum samples from 
patients with established presence of antibodies to hepatitis A virus, hepatitis C virus, hepatitis B virus antigen, hyperlip-
idemia, class M antibodies to cytomegalovirus and increased content of rheumatoid factor were examined on the basis 
of the clinical and diagnostic laboratory of the healthcare institution “City Clinical Infectious Diseases Hospital” of Minsk. 
To determine the sensitivity and specificity of the set, 72 serum samples were examined in parallel with reference sets 
“Vecto gep E-IgM”.
Results. When using the industrially released “ELISA-anti-HEV IgM” (TU BY 100185093.093-2023), the absence of 
non-specific cross-interaction between the sorbed recombinant polypeptides ORF2 and ORF3 of hepatitis E virus gen-
otype 3 and proteins in samples of patients with antibodies to hepatitis C, hepatitis A, hepatitis B virus antigen, blood 
plasma with hemolysis and chylosis, samples with an increased content of rheumatoid factor and the presence of class 
M antibodies to cytomegalovirus. When evaluating sensitivity and specificity indicators on blood sera under real clinical 
conditions, high sensitivity indicators were established – at least 99% and specificity – at least 99%, which indicates the 
possibility of using the kit in the practical activities of laboratories of healthcare institutions.
Conclusion. The registered and manufactured first domestic test system for the determination of class M immunoglob-
ulins against hepatitis E virus (HЕV) in human blood serum “ELISA-anti-HEV IgM” by indirect enzyme immunoassay has 
high analytical reliability: sensitivity is at least 99%, specificity is at least 99%,
Keywords: hepatitis E virus, HEV, enzyme immunoassay, immunoglobulins class М
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Введение
Предшественником ИФА считается радиоим-

мунный анализ, разработанный Розалином Ялоу 
и Соломоном Берсоном в 1950-х гг. [1]. Метод 
ИФА был впервые описан почти одновременно  
в 1971 г. двумя независимыми исследовательски-
ми группами — П. Перлмана в Швеции и А. Шур-
са в Нидерландах.  Группа П. Перлмана разрабо-
тала метод ИФА на основании радиоиммунного 
анализа, путем конъюгации меченых радиоизо-
топов антигена и антитела не с радиоактивным 
йодом-125, а с ферментами для определения 
уровней IgG в сыворотке кроликов [2]. В том же 
году группе А. Шурса удалось количественно 
определить хорионический гонадотропин чело-
века в моче с помощью фермента пероксидазы 
хрена (EC 1.11.17) [3].

После 1970-х гг. ИФА стал стремительно раз-
виваться, появились разные варианты его клас-
сификаций и разновидностей. Выделяют гомо-
генные и гетерогенные методы ИФА. 

Гомогенный метод относится к конкурент-
ным, предназначен для определения низкомо-
лекулярных соединений в однофазной системе 
и не требует разделения связанных с антитела-
ми и свободных антигенов. Удельная активность 
фермента измеряется при связывании антител  
с мечеными антигенами. По мере увеличения 
концентрации антигена с ним связывается боль-
ше антител и сохраняется больше свободных 
конъюгатов, способных гидролизовать высоко-
молекулярный субстрат [4–6].

Гетерогенный вариант анализа осуществля-
ется в двухфазной системе с участием носителя, 
с обязательным отделением иммунных комплек-
сов на твердой фазе от компонентов, которые 
находятся в растворе в свободном состоянии. 
Гетерогенные методы называют твердофазны-
ми, если иммунные комплексы на первой стадии 
иммобилизируются на специальном сорбенте [7]. 

При прямом ИФА твердую фазу покрывают 
антигеном или антителом, а затем инкубируют 
конъюгированное с ферментом антитело или 
антиген соответственно с образованием ком-
плекса «антиген – антитело». После инкубации 
и промывки добавляют субстрат, фермент пре-
вращает субстрат в продукт, дающий измеримый 
сигнал (например, цвет). Метод быстр и требует 

малых количеств реагентов, однако объектив-
ными минусами являются меньшая чувстви-
тельность, необходимость наличия фермент-
ной метки на каждом антигене или антителе, 
возможность ложноположительных результатов 
за счет неспецифического связывания [8]. Эту 
проблему удалось преодолеть с помощью не-
прямого варианта ИФА. В данном случае анти-
ген фиксируется на пластине. Затем добавляют 
первичные антитела (не меченные ферментом), 
специфичные к антигену. После промывки добав-
ляют фермент-связанные вторичные антитела, 
которые связываются с первичными антителами. 
Далее добавляют субстрат и оценивают интен-
сивность сигнала. В случае непрямого вариан-
та ИФА отмечают высокую чувствительность за 
счет усиления сигнала (множество вторичных 
антител могут связываться с одним первичным) 
и экономическую эффективность использования 
ферментных антител — универсальные вторич-
ные антитела можно использовать для разных 
первичных. Постановка проходит в несколько 
этапов, более длительная, чем прямой вариант, 
также возможен риск неспецифического связы-
вания вторичных антител [8–11].

В зависимости от субстрата конечный про-
дукт можно зарегистрировать визуально (измене-
ние цвета раствора) или с помощью спектрофо-
тометра, либо посредством хемилюминесценции 
(с использованием люминометра), либо флуо-
ресценции (с использованием флуорометра). 

Иммуноферментный анализ применяется 
для диагностики инфекционных заболеваний 
(например, ВИЧ, вирусные гепатиты), опреде-
ления гормонов, в контроле качества пищевых 
продуктов (определение аллергенов, токсинов), 
в других исследованиях в области иммунологии 
и биохимии.

При изучении ВГЕ установлено, что рас-
пространение штаммов ВГЕ эволюционирует. 
Генетически ВГЕ неоднороден, из 8 идентифи-
цированных генотипов первые четыре (ВГЕ-1— 
преимущественно бирманоподобные азиатские 
штаммы; ВГЕ-2 — мексиканский штамм; зоо-
антропонозы — ВГЕ-3 и ВГЕ-4) чаще всего вы-
зывают инфекции у людей [12, 13]. В развитых 
странах случаи инфицирования ВГЕ носят спо-
радический характер, при этом превалирующее 
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значение имеют животные резервуары инфек-
ции. Гепатит Е чаще всего вызывается генотипом 
3-го и 4-го вируса, по источнику инфекции отно-
сится к зооантропонозам, путь передачи в боль-
шинстве случаев пищевой, передача от человека 
к человеку встречается редко. Данные генотипы 
обнаруживаются у свиней, диких кабанов, кро-
ликов, оленей, других млекопитающих, что по-
вышает риск инфицирования людей при работе 
с данными животными, охоте, а также потребле-
нии недостаточно термически обработанного 
мяса и субпродуктов, инфицированных ВГЕ жи-
вотных. ВГЕ-3 преимущественно распространен 
в западных странах, тогда как ВГЕ-4 встречается 
в основном в азиатском регионе [14–16]. Могут 
встречаться случаи ко-инфицирования с другими 
вирусными гепатитами (В, С), при этом гепатит Е 
можно выявить только с помощью лабораторных 
тестов, что осложняется отсутствием эпидемио-
логической настороженности врачей на гепатит Е, 
так как ВГЕ часто протекает в скрытой субклини-
ческой форме.

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 [19].

Согласно Санитарным нормам, правилам и 
гигиеническим нормативам «Требования к про-
ведению эпидемиологического надзора за ви-
русными гепатитами в Республике Беларусь», 
утвержденным постановлением Министер-
ства здравоохранения Республики Беларусь от 
14.11.2011 № 112, диагноз «Вирусный гепатит Е» 
устанавливается на основании клинических, ла-
бораторных и эпидемиологических данных. При 
этом окончательная верификация проводится на 
основании выявления анти-ВГЕ IgM. Определе-
ние маркеров острого инфекционного процесса, 
вызванного гепатитом Е (B17.2), иммуноглобу-
линов класса M к ВГЕ [19] также внесено в пе-
речень исследований клинических протоколов 
«Диагностика и лечение пациентов (взрослое 
население) с инфекционными и паразитарными 
заболеваниями», утвержденных приказом Мини-
стерства здравоохранения Республики Беларусь 
от 13.12.2018 № 94.

Цель исследования 
Определить специфичность и чувствитель-

ность разработанного отечественного иммуно-
ферментного набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» для 
выявления иммуноглобулинов классов М к ВГЕ в 
сыворотке крови людей в реальных клинических 
условиях.

Материалы и методы 
В работе использованы образцы сывороток 

крови пациентов УЗ «Городская клиническая ин-
фекционная больница» г. Минска. Для определе-
ния наличия антител класса М к ВГЕ применялись 
коммерческие наборы реагентов «ИФА-АНТИ-HEV-
IgM» (НПО «Диагностические системы», Россия)  
и «Вектогеп Е-IgМ» («Вектор-Бест», Россия) в па-
раллели с набором «ИФА-анти-ВГЕ-IgМ человека» 
(ТУ BY 100185093.093-2023), выпущенным и пре-
доставленным УП «ХОП ИБОХ НАН Беларуси». 

При производстве данного набора исполь-
зовались рекомбинантные полипептиды ОRF2  
и ОRF3 ВГЕ 3-го генотипа, составляющие 2 мг/л 
и 1 мг/л соответственно. Рекомбинантные анти-
гены — аналоги белка ORF2 145,1 кДа, участок  
с 404 по 660 а. о. [17] и ORF3 128,4 кДа — полно-
размерный белковый продукт ORF3, С-концевой 
фрагмент [18] ВГЕ 3-го генотипа (ФГБНУ «Науч-
но-исследовательский институт вакцин и сыворо-
ток им. И. И. Мечникова», Россия).

Схема приготовления иммуносорбента 
«ИФА-анти-ВГЕ IgМ» для детекции маркеров 
острого ВГЕ у человека схожа с технологией из-
готовления сенсибилизованного планшета для 
определения иммуноглобулинов класса G [20] 
и включает следующие этапы: 

1. Разведение рекомбинантных белков ORF2 
и ORF3 в карбонатно-бикарбонатном буфере 
и их нанесение на полистирольные  планшеты 
(производство ООО «ХЕМА», Россия) в объеме  
110 мкл/лунка. 

2. Инкубация в течение 16–18 ч при темпера-
туре +2…+8 °С.

3. Промывка и обработка постпокрывающим 
раствором в объеме 160 мкл/лунка в течение 16–
18 ч при температуре +2…+8 °С.

4. Удаление раствора из всех лунок автома-
тической аспирацией, сушка в течение 16–18 ч 
при температуре +20…+25 °С [19].

Обработка полученных данных проводи-
лась с использованием статистических пакетов 
Excel for Windows, 10.0 и пакета статистическо-
го анализа данных Statistica for Windows, 10.0 
(«StatSoft Inc.», Талса, США). Количественные 
переменные представляли в виде медианы (Ме), 
средних значений верхнего и нижнего квартилей  
(р 25 % — р 75 %). Количественные данные про-
веряли на соответствие закону нормального рас-
пределения (критерий Колмогорова – Смирно-
ва). При ненормальном распределении признака 
и при малом объеме выборки (n < 30) для обра-
ботки данных использовали методы непараме-
трической статистики — U-критерий Манна – Уит-
ни для 2 независимых групп. В качестве критерия 
статистической достоверной значимости резуль-
татов рассматривается уровень p < 0,05. 
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Результаты и обсуждение 
Для изучения неспецифического взаимо-

действия сорбированных на полистироловые 
планшеты рекомбинантных полипептидов ORF2 
и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа для отечественного на-
бора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» (ТУ BY 100185093.093-
2023) с белками крови людей были отобраны 
сыворотки крови пациентов с установленным 
наличием антител к вирусу гепатита А (32 про-
бы), вирусу гепатита С (32 пробы), антигеном ви-
руса гепатита B (HBsAg, 33 пробы), гемолизом 
(35 проб) и гиперлипидемией (хилезом, 34 про-
бы), антителами класса М к цитомегаловирусу  

(20 проб). Традиционно считается, что исполь-
зование мутных хилезных сывороток и гемоли-
зированных образцов может привести к иска-
жению результатов. Это связано с тем, что при 
гемолизе целый ряд компонентов могут высво-
бождаться из клеток крови, изменяя ее состав 
и снижая достоверность результатов анализа. 
Также для тест-системы оценивалось влияние 
повышенного РФ, так как при повышенном со-
держании РФ в сыворотках крови содержатся 
аутоантитела преимущественно IgM, которые 
могут перекрестно давать ложноположительные 
результаты (таблица 1).

Таблица 1. Результаты определения оптической плотности проб сывороток крови с помощью 
разработанной «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» и контрольной тест-систем 
Table 1. Median OD values of human blood serum while using developed «ELISA-anti-HEV IgM» and 
control test systems

Признак Количество
проб

Медианное значение оптической плотности образцов
сывороток крови людей (25–75 %)

«ИФА-анти-ВГЕ IgМ»
(УП «ХОП ИБОХ 
НАН Беларуси»)

«ДС-ИФА-АНТИ-HEV-М» 
(НПО «Диагностические 

системы», Россия)

Образцы сывороток крови с антителами 
к вирусу гепатита С 32 0,021 (0,008–0,036) 0,005 (0,003–0,009)

Образцы сывороток крови с установленным 
наличием HBsAg 33 0,012 (0,009–0,030) 0,005 (0,004–0,007)

Образцы сывороток крови с антителами класса 
М к вирусу гепатита А 32 0,022 (0,009–0,035) 0,012 (0,007–0,037)

Образцы сывороток крови с гемолизом 35 0,014 (0,007–0,027) 0,005 (0,003–0,008)

Образцы сывороток крови с гиперлипидемией 34 0,014 (0,006–0,028) 0,005 (0,003–0,007)

Образцы сывороток крови с повышенным РФ 20 0,031 (0,025–0,038) 0,006 (0,004–0,009)

Образцы сывороток крови с установленным 
наличием анти-ЦМВ IgM 28 0,070 (0,063–0,085) 0,077 (0,064–0,090)

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

При оценке показателей специфичности  
в отношении проб от пациентов с антителами к 
гепатиту С, гепатиту А, антигеном вируса гепати-
та В, для образцов плазмы крови с гемолизом и 
хилезом, образцах с повышенным РФ и наличи-
ем анти-ЦМВ IgM ложноположительных и ложно-
отрицательных результатов не зафиксировано, 
что свидетельствует о высокой специфичности 
рекомбинантных полипептидов ORF2 и ORF3 
3-го генотипа и оптимальном соотношении всех 
компонентов, используемых для разработанного 
отечественного набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» для 
определения иммуноглобулинов класса М к ВГЕ. 

Для определения чувствительности и специ- 
фичности набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» на базе 
клинико-диагностической лаборатории УЗ «Го-
родская клиническая инфекционная больница»  
г. Минска в параллели с референсными набо-
рами «Вектогеп Е-IgМ» (ЗАО «Вектор-Бест», 
Россия) исследовались образцы сывороток 
крови, не задействованных в разработке отече-
ственной тест-системы ранее. Сводные данные 
по определению иммуноглобулинов класса М  
с применением таблицы сопряженности «2 × 2» 
представлены в таблице 2. 
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Таблица 2. Оценка чувствительности и специфичности разработанной иммуноферментной 
тест-системы «ИФА-анти-ВГЕ IgM»
Table 2. Evaluation of the sensitivity and specificity of the developed enzyme-linked immunosorbent assay 
system “ELISA-anti-HEV IgM”

«Вектогеп Е-IgМ»
(ЗАО «Вектор-Бест», Россия)

Разработанная отечественная тест- система для качественного определения анти-ВГЕ 
IgМ

Положительные пробы Отрицательные пробы Всего

Положительные пробы 7/а 0/с 7 (a + c)

Отрицательные пробы 0/d 65/b 65 (d + b)

Всего 7 (a + d) 65 (c + b) n = 72

Примечание. a — истинно положительные результаты, b — истинно отрицательные результаты, c — ложноотрица-
тельные результаты, d — ложноположительные результаты.

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

Ложноположительные и ложноотрицатель-
ные результаты отсутствовали. Специфичность, 
представляющая отношение истинно отрица-
тельных к числу фактически отрицательных слу-
чаев, составила не менее 99 %, чувствитель-
ность, соответствующая отношению истинно 
положительных к числу фактически положитель-
ных случаев, также была не менее 99 %, что ха-
рактеризует диагностическую надежность и эф-
фективность промышленного варианта набора 
«ИФА-анти-ВГЕ IgМ». 

Заключение 
На основании полученных данных об исполь-

зовании выпущенного в промышленных усло-
виях набора «ИФА-анти-ВГЕ IgМ» согласно тех-

ническим условиям ТУ BY 100185093.093-2023 
можно сделать вывод об отсутствии неспецифи-
ческого перекрестного взаимодействия между 
сорбированными рекомбинантными полипепти-
дами и белками проб пациентов с антителами  
к гепатиту С, гепатиту А, антигеном вируса гепа-
тита В, плазмы крови с гемолизом и хилезом, об-
разцах с повышенным РФ и наличием анти-ЦМВ 
IgM. При оценке показателей чувствительности 
и специфичности на сыворотках крови пациентов 
в реальных клинических условиях установлены 
высокие показатели чувствительности — не ме-
нее 99 % и специфичности — не менее 99 %, что 
свидетельствует о возможности применения на-
бора в практической деятельности лабораторий 
учреждений здравоохранения.
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