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Целью данного исследования являлось создание подходов к стандартизации лабораторной диагностики гепатита Е. 
Нами были выполнены три ключевых этапа стандартизации — определение аналитической чувствительности молеку-
лярного теста для выявления РНК вируса гепатита Е (ВГЕ); определение аналитической чувствительности в Между-
народных единицах ИФА-теста, широко применяемого в России для выявления анти-ВГЕ; и создание отечественного 
референсного материала — стандарта анти-ВГЕ IgG, валидированного относительно Международного стандарта.  
В результате проведенных исследований получены инструменты для стандартизации лабораторной диагностики гепа-
тита Е и эпидемиологического надзора за данной инфекцией — молекулярный тест для выявления РНК ВГЕ с чувстви-
тельностью в диапазоне 125—250 МЕ/мл, данные по аналитической чувствительности коммерческого ИФА-теста для 
выявления анти-ВГЕ (0,25 МЕ/мл) и отечественный стандарт анти-ВГЕ концентрацией 5 МЕ/мл.
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Введение. Гепатит Е (ГЕ) является вирусной инфекцией, 
широко распространенной в странах тропического пояса, где 
по сути занимает экологическую нишу гепатита А (ГА), вы-
зывая вспышки и спорадические случаи заболевания преиму-
щественно среди молодых взрослых [1]. Накопление сведений 

о циркуляции вируса ГЕ (ВГЕ) и случаях ассоциированного с 
ним заболевания на территориях, ранее считавшихся неэнде-
мичными (страны умеренного климата, в том числе Россия), 
сделало актуальным надзор за данной инфекцией и включе-
ние маркеров ГЕ в систему дифференциальной лабораторной 
диагностики гепатитов [2]. С 2013 г. ГЕ является официально 
регистрируемой в России нозологической формой. Основны-
ми маркерами ГЕ, применяемыми для его лабораторной диа-
гностики, являются антитела к ВГЕ (анти-ВГЕ) классов IgM и 
IgG, а также вирусная РНК, выявляемая в образцах кала и/или 
сыворотки крови у инфицированных лиц. Как правило, период 
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виремии при ГЕ (т. е. присутствие РНК ВГЕ в крови) составля-
ет не более 2 нед на начальных этапах инфекции. Выделение 
вируса с фекалиями и соответственно обнаружение РНК ВГЕ 
в кале происходит, как правило, на протяжении всей инфекции 
[3]. Поэтому с диагностической точки зрения выявление вирус-
ной РНК в образцах фекалий более информативно по сравне-
нию с тестированием образцов сыворотки крови. Выявление 
анти-ВГЕ IgM свидетельствует об острой или недавно перене-
сенной ВГЕ-инфекции, тогда как присутствие анти-ВГЕ IgG без 
антител класса М указывает на перенесенную ранее инфекцию. 
Считается, что анамнестические анти-ВГЕ IgG сохраняются на 
протяжении многих лет и обеспечивают пожизненный иммуни-
тет против повторного инфицирования [1].

Выявление анти-ВГЕ и РНК ВГЕ важно не только для адек-
ватной диагностики ГЕ, но и для эпидемиологического надзора 
за инфекцией. Анти-ВГЕ IgG определяют в сероэпидемиоло-
гических исследованиях для оценки широты прослойки лиц, 
встречавшихся с данным возбудителем. Выявление РНК ВГЕ 
у заболевших и последующий анализ генетического материала 
вируса необходимы для установления источников инфекции и 
возможных путей передачи ВГЕ. Однако проведенный ранее 
анализ чувствительности и специфичности разных тестов на 
анти-ВГЕ методом иммуноферментного анализа (ИФА) по-
казал существование значительных различий между диагно-
стикумами [4]. Именно эти различия, как считается, являются 
причиной противоречивых результатов сероэпидемиологиче-
ских исследований, выполненных на одних и тех же террито-
риях [5]. Аналогичным образом различаются и молекулярные 
тесты для выявления РНК ВГЕ [6].

Для стандартизации диагностики ГЕ Всемирной органи-
зацией здравоохранения (ВОЗ) были выпущены два рефе-
ренсных материала — Стандарт анти-ВГЕ, разработанный 
Национальным институтом биологических стандартов и кон-
тролей (NIBSC) [7], и Стандарт РНК ВГЕ, разработанный Ин-
ститутом Пауля Эрлиха [8]. Целью данной работы являлось 
определение в международных единицах чувствительности 
применяемых в России тестов для определения анти-ВГЕ и 
РНК ВГЕ, а также создание вторичного отечественного стан-
дарта анти-ВГЕ на основе Международного стандарта ВОЗ.

Материал и методы. Определение чувствительности 
выявления РНК ВГЕ. Для проведения испытаний были ис-
пользованы следующие материалы:

1. 1-й Международный стандарт ВОЗ для РНК ВГЕ (1st 
World Health Organization International Standard for Hepatitis E 
Virus RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based 
Assays). PEI code 6329/102. Концентрация РНК ВГЕ 2,5•106 
МЕ/мл.

2. Экспериментальный образец тест-системы для выявле-
ния РНК ВГЕ методом обратной транскрипции (ОТ) — по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР). Количество — 1 набор 
реагентов на 100 определений.

Исходная концентрация стандарта ВОЗ составляла  
250 000 МЕ/мл. Для восстановления лиофилизованного 
стандарта в ампулу вносили 500 мкл воды для ПЦР для по-
лучения раствора РНК ВГЕ с концентрацией 250 000 МЕ/мл.  
Готовили серию разведений стандарта в стерильном 
фосфатно-солевом буфере (ФСБ) с шагом 1 g МЕ/мл в диа-
пазоне концентраций, меняя наконечник дозатора на каждом 
разведении. В результате была получена серия разведений в 
диапазоне концентраций от 250 000 до 0,25 МЕ/мл. Для по-
лучения большего количества точек разведений в диапазоне 
250—25 МЕ/мл аналогичным образом готовили дополни-
тельную серию разведений стандарта в стерильном ФСБ с 
концентрациями 125, 62,5 и 31,25 МЕ/мл.

Для каждого разведения стандарта РНК ВГЕ проводили 
параллельно выделение нуклеиновых кислот двумя способа-
ми — из 50 мкл образца с помощью набора для выделения 

ДНК/РНК из сыворотки/плазмы крови (НПО «Литех») и из 
400 мкл образца с помощью набора MagNA Pure Compact 
Nucleic Acid Isolation kit I для применения в автоматизиро-
ванной системе для выделения нуклеиновых кислот MagNA 
Pure Compact System (Roche Diagnostics Ltd.). В каждом вы-
делении в качестве отрицательного контроля использовали 
ФСБ, которым разводили стандарт. Для каждого разведе-
ния определяли РНК ВГЕ в трех повторах методом ОТ — 
гнездной ПЦР (ОТ-ПЦР). Выявление РНК ВГЕ проводили 
методом ОТ-ПЦР с вырожденными праймерами к участку 
открытой рамки считывания 2 (ОРС 2), кодирующей капсид-
ный белок ВГЕ. Использовали следующие олигонуклеоти-
ды: внешняя пара праймеров — 5'-aaytatgcmcagtaccgggttg-3' 
(прямой) и 5'-cccttatcctgctgagcattctc-3' (обратный), внутрен-
няя пара праймеров — 5'-gtyatgytytgcatacatggct-3' (прямой) и 
5'-agccgacgaaatyaattctgtc-3'(обратный).

Первый раунд ПЦР проводили совместно с ОТ, условия ре-
акции были следующими: 42°C — 1 ч, затем 5 мин — 94°C (де-
натурация и инактивация фермента ОТ), затем 35 циклов: 94°C 
— 30 с, 45°C — 30 с, 72°C — 45 с, финальная элонгация — 72°C 
— 7 мин. Условия для второго раунда ПЦР — 35 циклов: 94°C 
— 30 с, 45°C — 30 с, 72°C — 45 с, финальная элонгация — 72°C 
— 7 мин. Полученные продукты ПЦР, соответствующие ВГЕ, 
определяли в 1,5% агарозном геле в ТВЕ. Величина продукта 
амплификации для ВГЕ составляла 350 пар оснований.

Определение чувствительности теста для выявления 
анти-ВГЕ IgG. Лиофилизованный стандарт ВОЗ для анти-
ВГЕ (NIBSC code: 95/584) восстанавливали стерильной во-
дой до концентрации 100 ед. в 1 мл (МЕ/мл) в соответствии с 
инструкцией производителя. Из восстановленного стандарта 
готовили в стерильной воде серию разведений в диапазоне 
концентраций от 10 до 0,001 МЕ/мл. Полученные разведения 
тестировали на анти-ВГЕ IgG методом ИФА с использовани-
ем набора реагентов НПО «Диагностические системы» (ДС-
ИФА-АНТИ-HEV-G) согласно инструкции производителя. 
Каждое разведение тестировали в трех повторах. Значения 
оптической плотности (ОП), полученные при анализе, были 
статистически обработаны с помощью программного обе-
спечения Microsoft Excel.

Разработка вторичного стандарта анти-ВГЕ. Для при-
готовления вторичного стандарта анти-ВГЕ был выбран об-
разец донорской плазмы, положительный по анти-ВГЕ IgG в 
тесте ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G с высоким значением ОП (бо-
лее 2,5). Образец был нереактивным в лицензированных те-
стах на антитела к вирусу гепатита C (ВГС), антитела к ВИЧ, 
HBsAg, антитела к HBc; негативным по РНК ВИЧ, РНК ВГС, 
ДНК ВГВ. Содержимое мешка с донорской плазмой центри-
фугировали в течение 1 ч при 4000 об/мин, отбирали супер-
натант и делали 500 аликвот объемом 0,5 мл. Из трех аликвот 
готовили три идентичных серии разведений в стерильной во-
де: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128. Каждую серию разве-
дений независимо тестировали на анти-ВГЕ IgG с использо-
ванием набора реагентов НПО «Диагностические системы» 
(ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G), согласно инструкции производи-
теля. В каждой постановке ИФА в качестве количественного 
стандарта использовали разведения стандарта ВОЗ для анти-
ВГЕ (NIBSC code: 95/584) в концентрациях 0,25; 0,5; 1; 5; 10 
МЕ/мл. На основании полученной калибровочной кривой в 
каждом разведении тестируемой серии определяли концен-
трацию анти-ВГЕ (в МЕ/мл).

Оставшиеся 497 аликвот лиофилизовали. Три лиофи-
лизованных образца восстанавливали стерильной водой 
до объема 0,5 мл и готовили из них три идентичных серии 
разведений в стерильной воде: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 
1:128. Каждую серию разведений независимо тестировали на 
анти-ВГЕ IgG, аналогично образцам до лиофилизации с ис-
пользованием набора ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G и рассчитыва-
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ли концентрацию анти-ВГЕ в каждом образце относительно 
калибровочной кривой стандарта ВОЗ.

Полученные значения концентрации анти-ВГЕ по каждо-
му флакону вторичного стандарта до и после лиофилизации 
сравнивали попарно со значениями, полученными для стан-
дарта ВОЗ, методом параллельных линий с применением 
дисперсионного анализа, реализованного в виде программ-
ного модуля в среде Microsoft Excel.

Результаты. Полученные результаты выявления РНК 
ВГЕ в серии разведений первого Международного стандар-
та ВОЗ для РНК ВГЕ приведены в таблице. По результатам 
тестирования серии разведений Международного стандар-
та ВОЗ чувствительность испытуемой тест-системы соста-
вила не менее 250 МЕ/мл при выделении РНК из образца 
объемом 50 мкл и не менее 125 МЕ/мл при выделении РНК 
из образца объемом 400 мкл. Для всех трестировавшихся 
серий разведений были получены идентичные результаты.

На рис. 1 приведены результаты выявления анти-ВГЕ IgG 
в разведениях стандарта ВОЗ для анти-ВГЕ (NIBSC code: 
95/584). Положительный результат был получен для образ-
цов с номинальной концентрацией 0,25 МЕ/мл и выше в трех 
трестировавшихся сериях разведений стандарта ВОЗ. Таким 
образом, чувствительность выявления анти-ВГЕ IgG в тест-
системе ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G оставила 0,25 МЕ/мл.

Результаты определения анти-ВГЕ IgG в разведениях вто-
ричного стандарта до и после лиофилизации приведены на 
рис. 2. Разведения до 1:16 включительно дали положительный 
результат, при этом значения ОП в разведениях, полученных 
для образцов до и после лиофилизации, не имели значимых 
различий. На рис. 3 приведены значения концентрации анти-
ВГЕ в разведениях вторичного стандарта до и после лиофили-
зации, выраженные в МЕ/мл. Для построения калибровочной 
кривой для расчета значений в МЕ/мл разведений вторичного 
стандарта были использованы значения ОП, полученные в 
той же постановке ИФА для Международного стандарта ВОЗ. 
Концентрация анти-ВГЕ в разработанном вторичном стандар-
те составила 5 МЕ/мл. Концентрация анти-ВГЕ, выраженная 
в МЕ/мл, снижалась в разведениях вторичного стандарта до и 
после лиофилизации согласованно и не отличалась от линей-
ности снижения концентрации в разведениях Международно-
го стандарта ВОЗ. Полученные результаты свидетельствуют 
об отсутствии деградации анти-ВГЕ IgG в полученном вто-
ричном стандарте в результате лиофилизации.

Обсуждение. Целью данного исследования являлось соз-
дание подходов к стандартизации лабораторной диагностики 

Результат выявления РНК ВГЕ в разведениях первого Междуна-
родного стандарта ВОЗ для РНК ВГЕ 

Концентрация 
РНК ВГЕ, МЕ/мл

Результат выявления РНК ВГЕ в ОТ-ПЦР

выделение из 50 мкл выделение из 400 мкл

повторы повторы

1 2 3 1 2 3

250 000 + + + + + +
25 000 + + + + + +
2 500 + + + + + +
250 + + + + + +
125 — — — + + +
62,5 — — — — — —
31,25 — — — — — —
25 — — — — — —
2,5 — — — — — —
0,25 — — — — — —

Рис. 1. Результаты выявления анти-ВГЕ IgG в разведениях 
стандарта ВОЗ.

Рис. 3. Концентрация анти-ВГЕ IgG во вторичном стандарте, 
рассчитанная в МЕ/мл относительно Международного стан-
дарта ВОЗ.

Рис. 2. Значения ОП при определении анти-ВГЕ IgG в разве-
дениях вторичного стандарта до и после лиофилизации.
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ГЕ. Нами были выполнены 3 ключевых этапа стандартиза-
ции — определение аналитической чувствительности моле-
кулярного теста для выявления РНК ВГЕ; определение ана-
литической чувствительности в международных единицах 
ИФА-теста, широко применяемого в России для выявления 
анти-ВГЕ; создание отечественного референсного материала 
— стандарта анти-ВГЕ IgG, валидированного относительно 
Международного стандарта. На первом этапе исследования 
нами проведена валидация ПЦР-системы для детекции РНК 
ВГЕ относительно Международного стандарта ВОЗ. Специ-
фичность данной системы и ее способность выявлять разные 
генотипы ВГЕ была описана ранее [9]. Применение серии раз-
ведений первого Международного стандарта ВОЗ для РНК 
ВГЕ позволило определить аналитическую чувствительность 
разработанной нами тест-системы для выявления РНК ВГЕ и 
установить четкую зависимость чувствительности детекции от 
объема анализируемого образца. Чувствительность выявления 
РНК ВГЕ составила не менее 250 МЕ/мл при выделении РНК 
из образца объемом 50 мкл и не менее 125 МЕ/мл при выделе-
нии РНК из образца объемом 400 мкл. Полученные для данной 
тест-системы показатели чувствительности равны или превы-
шают аналогичные показатели, описанные в литературе. Так, 
по данным A. Girón-Callejas и соавт. [10], чувствительность те-
ста для выявления РНК ВГЕ, основанного на ПЦР в реальном 
времени с праймерами к участку перекрытия открытых рамок 
2 и 3 генома ВГЕ, составляет 250 МЕ/мл при анализе образцов 
объемом 200 мкл. Очевидно, более высокая чувствительность 
выявления РНК ВГЕ может достигаться, как в нашем случае, 
применением гнездной ПЦР с двумя парами праймеров, а так-
же выделением РНК из образцов большего объема.

Вторым этапом исследования являлось определение анали-
тической чувствительности определения анти-ВГЕ IgG методом 
ИФА. Вопрос чувствительности применяемых для выявления 
анти-ВГЕ коммерческих тест-систем важен не только с точки 
зрения диагностики гепатита Е, но и для сероэпидемиологиче-
ских исследований, в основе которых лежит определение доли 
серопозитивных лиц в той или иной когорте. При изучении эпи-
демиологии ГЕ описаны противоречия в данных по частоте вы-
явления анти-ВГЕ на одних и тех же территориях, которые свя-
зывают с различиями в чувствительности применяемых тестов 
[5]. Для определения чувствительности, выраженной в между-
народных единицах в 1 мл нами была выбрана тест-система про-
изводства НПО «Диагностические системы» (ДС-ИФА-АНТИ-
HEV-G), поскольку для аналогичной тест-системы того же 
производителя для детекции анти-ВГЕ класса IgM ранее была 
подтверждена высокая специфичность и чувствительность при 
проведении сравнительных испытаний нескольких тест-систем 
с помощью панелей образцов, содержащих антитела к ВГЕ всех 
четырех генотипов, а также образцов, полученных от здоровых 
лиц и пациентов с ГЕ и ГА [11]. Полученные результаты пока-
зали, что аналитическая чувствительность выявления анти-ВГЕ 
IgG в испытуемой тест-системе составляет не менее 0,25 МЕ/мл.  
Этот показатель идентичен чувствительности теста, широко 
применяемого за рубежом (Wantai (PE2) HEV IgG EIA (Fortress 
Diagnostics, Antrim, Northern Ireland)), и в 10 раз выше чувстви-
тельности другого теста (2,5 МЕ/мл для системы Genelabs (GL) 
HEV IgG EIA (Genelabs, Inc., Singapore)) [12]. Таким образом, 
отечественная тест-система для выявления анти-ВГЕ, с помо-
щью которой несколькими группами исследователей были по-
лучены данные по сероэпидемиологии ГЕ в России [13, 14], об-
ладает одним из наиболее высоких показателей аналитической 
чувствительности среди существующих в мире тестов.

Создание национальных референсных материалов для 
контроля качества проведения лабораторных исследований 
является важнейшей задачей для оптимизации диагностики 
инфекционных заболеваний. Диагностика ГЕ не является 
исключением. Нами был разработан стандартный образец 

анти-ВГЕ IgG, валидированный относительно Междуна-
родного стандарта ВОЗ (NIBSC code: 95/584). Полученный 
вторичный стандарт представляет собой лиофилизованную 
донорскую плазму, негативную по маркерам ВИЧ-инфекции, 
гепатитов B и C, и имеет концентрацию анти-ВГЕ, равную 
5 МЕ/мл. Тестирование разведений данного стандарта пока-
зало линейность результатов определения анти-ВГЕ, совпа-
дающую с линейностью результатов тестирования Между-
народного стандарта ВОЗ. Таким образом, полученный вто-
ричный стандарт анти-ВГЕ может применяться для оценки 
аналитической чувствительности выполняемых исследова-
ний и выражения полученных результатов в МЕ/мл.

Заключение. В результате проведенных исследований 
получены инструменты для стандартизации лабораторной 
диагностики ГЕ и эпидемиологического надзора за данной 
инфекцией — молекулярный тест для выявления РНК ВГЕ с 
чувствительностью в диапазоне 125—250 МЕ/мл, данные по 
аналитической чувствительности коммерческого ИФА-теста 
для выявления анти-ВГЕ и отечественный стандарт анти-
ВГЕ с концентрацией 5 МЕ/мл.

Проект осуществлен при финансовой поддержке Мини-
стерства образования и науки Российской Федерации, уни-
кальный идентификатор проекта RFMEFI60414X0064.
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Отработаны оптимальные режимы постановки прямого варианта планшетного иммуноферментного анализа и дот-
иммуноанализа с применением моноклональных пероксидазных конъюгатов для экспрессного выявления холерных вибрио-
нов серогрупп О1 и О139 как в стационарных, так и в полевых условиях без приборного обеспечения. Прямой метод ИФА 
в планшетном варианте сокращает время анализа до 70—80 мин, а в случае дот-ИФА на мембране — до 70—90 мин. 
Установлено, что при проведении анализа в условиях комнатной температуры (20—25°C) чувствительность методов 
остается на исходном уровне.
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The optimal conditions of arrangement of direct alternative of flatbed enzyme-linked immunosorbent assay and dot-immunoanalysis 
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