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цель. разработка диагностического набора для выявления маркеров лихорадки денге на всех стадиях заболе-
вания. материалы и методы. в сыворотках крови от пациентов с подозрением на лихорадку денге проводили вы-
явление антигена NS1 и специфических IgM и IgG методом иммуно-хроматографии, методом дот-иммуноанализа, 
иммуноферментного анализа, с использованием коммерческих тест-систем, а также экспериментальным набором 
«денге-спектр». результаты и обсуждение. разработан диагностический набор для выявления маркеров лихо-
радки денге, основанный на механизме одновременного дифференциального выявления белка NS1 возбудителя 
и антител класса IgM и класса IgG с образованием специфических комплексов между маркерами из исследуемо-
го образца и известными иммунореагентами захвата, в определенном порядке дискретно зафиксированными на 
плотной подложке. установлено, что эффективное выявление специфических IgG и Igм к вирусу денге может 
быть осуществлено по схеме, при которой захват IgG производится на суммарном антигене вируса с детекцией с 
помощью меченных антител против IgG человека, а выявление Igм осуществляется захватом на антителах про-
тив Igм человека с детекцией меченным суммарным вирусным антигеном. выявление белка NS1 вируса денге 
может быть выполнено с использованием подложки с иммобилизованными моноклональными антителами к NS1 
и иммунозоля золота, связанного с антителами к NS1. при такой постановке дот-анализа лимит определения 
рекомбинантного аналога белка NS1 составил 100 нг/мл. сравнительные испытания набора на панели клиничес-
ких образцов показали хорошее совпадение результатов с данными, полученными с использованием импортных 
коммерческих тестов. разработанный набор может найти применение для скрининга клинических образцов, как 
в лабораторных, так и в полевых условиях.
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Abstract. The aim. Development of diagnostic kit for identifying markers of dengue fever at all stages of the disease. 
Materials and methods. In blood serum from patients with suspected dengue fever, NS1 antigen and specific IgM and 
IgG were detected by immune chromatography, dot immunoassay, enzyme-linked immunosorbent assay, using com-
mercial test systems, as well as the “Dengue Spectrum” experimental kit. Results and discussion. A diagnostic kit has 
been developed for the detection of dengue fever markers, based on the mechanism of simultaneous differential detection 
of the agent NS1 protein and IgM and IgG class antibodies with the formation of specific complexes between markers 
from the test sample and known capture immune reagents, in a certain order, discretely fixed on a dense substrate. It was 
found that the effective detection of specific IgG and IgM to dengue virus can be carried out according to the scheme in 
which IgG is captured on the total antigen of the virus with detection using labeled anti-human IgG antibodies, and IgM 
is detected by capture on anti-human IgM antibodies with detection using total viral antigen. Detection of dengue virus 
NS1 protein can be performed using a substrate with immobilized monoclonal antibodies to NS1 and a gold immune sol 
bound to antibodies against NS1. This protocol of the dot analysis provides the limit for determining the recombinant 
analogue of the NS1 protein equal to 100 ng/ml. Comparative testing of the kit against the panel of clinical samples 
showed a good agreement between the results and the data obtained using imported commercial tests. The developed kit 
can be used for screening clinical samples, both in laboratory and in the field.
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в настоящее время, в связи с ростом объема 
международного туризма и участившимися посеще-
ниями гражданами россии стран, расположенных в 
тропических и субтропических поясах земного шара, 
все чаще встречаются завозные случаи заболеваний, 
эндемичных для этих регионов. одно из первых мест 
среди наиболее часто регистрируемых завозных за-
болеваний занимает лихорадка денге (лд) – острое 
вирусное заболевание, возбудителем которого явля-
ется вирус семейства Togaviridae рода Flavivirus. 

денге является наиболее быстро распространя-
ющимся переносимым комарами вирусным заболе-
ванием в мире. за последние 50 лет заболеваемость 
увеличилась в 30 раз с ростом географической экс-
пансии в новые страны, а в настоящее десятилетие – 
из городских биотопов в сельские [1, 2]. ежегодно 
регистрируется более 50 млн случаев заражения ли-
хорадкой денге, 2,5 млрд человек живут в эндемич-
ных по денге странах [3]. особое значение имеет 
резолюция WHA58.3 всемирной ассамблеи здраво-
охранения о пересмотре международных медико-
санитарных правил, в которых предусмотрено вклю-
чение лихорадки денге в перечень заболеваний, спо-
собных вызвать чрезвычайные ситуации междуна-
родного значения с последствиями для безопасности 
здоровья населения [4]. 

источником инфекции служат больной человек, 
обезьяны и, возможно, летучие мыши, а человеку 
инфекция передается комарами Aedes aegypti [5]. 
лихорадка денге распространена в тропических и 
субтропических районах и встречается в странах 
Южной и Юго-восточной азии, океании, африки 
и бассейна карибского моря. рост числа российских 
граждан, посещающих эти страны, увеличивает 
риск появления завозных случаев заболевания лихо-
радкой денге на территории российской Федерации 
[6–10]. более того, комары A. aegypti, A. albopictus и 
A. кoreicus, являющиеся основными векторами для 
вируса денге, встречаются в регионах россии, при-
мыкающих к черному морю [6]. наличие комаров-
переносчиков может способствовать формированию 
локальных природных очагов лихорадки денге в юж-
ных регионах рФ.

вирус денге (Dengue virus – DENV) содержит 
геномную рнк положительной полярности, разме-
ром 11 тыс. пар нуклеотидов (п.н.), которая кодирует 
один полипротеин, расщепляющийся посттрансля-
ционно на три структурных белка (NP, гликопроте-
ин и prм) и семь неструктурных (NS) белков (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B и NS5) [11, 12]. 
структурные белки определяют вирусные серотипы 
и обеспечивают прикрепление и проникновение ви-
руса в клетку [11]. неструктурные белки необходи-
мы для репликации вируса DENV. DENV заражают 
иммунные и дендритные клетки, а также эндотели-
альные клетки человека [13–15].

заболевание протекает с общими для многих 
инфекционных заболеваний симптомами, поэтому 
для постановки диагноза необходимы лабораторные 

исследования. серологическая диагностика, осно-
ванная на выявлении антигенов и специфических 
иммуноглобулинов (маркеров) в сыворотке крови 
больных позволяет наиболее оперативно установить 
диагноз и дифференцировать первичную и повтор-
ную инфекцию. для лд, как и для многих других ин-
фекционных заболеваний, характерны периоды в те-
чение которых серологические маркеры заболевания 
сменяют друг друга. и если белки NS1 и IgM указы-
вают на острое заболевание, то наличие IgG свиде-
тельствует о поздней стадии заболевания, повторном 
заражении или о ранее перенесенной инфекции.

в россии зарегистрированы иммунофермент-
ные системы зарубежного производства: «Anti-
Dengue virus ELISA (IgM)», «Anti-Dengue virus 
ELISA (IgG)» фирмы Euroimmun (германия) [16] 
и «Dengue ELISA G/IgM» производства Vircell 
Microbiologists (испания) для иФа одиночных мар-
керов лд. иммунохроматографические (lateral-flow 
immunoassay) системы «Dengue NS1Ag + Ab Combo 
system» и «Dengue NS1», «Dengue IgM», «Dengue 
IgG» (республика корея), ProDetectTM Dengue IgG/
IgM Rapid Test, Medical Innovation Ventures Sdn. Bhd 
(малайзия) рассчитанные на выявление всех трех 
маркеров лд, а также наборы с визуальным учетом 
результатов «ImmunoComb® II Dengue IgM&IgG 
BiSpot» (израиль), позволяющие одновременно 
определять наличие IgM и IgG к лд методом дот-
иммуноанализа. зарегистрированных отечествен-
ных тест-систем для иммуноферментной экспресс-
диагностики денге нет.

целью работы явилась разработка диагности-
ческого набора для выявления маркеров лихорадки 
денге на всех стадиях заболевания. в статье описан 
экспериментальный набор для дот-иммуноанализа 
денге, позволяющий в одном образце одновременно 
выявлять антиген NS1 и антитела IgM и IgG к денге 
и пригодный для применения как в лабораторных, 
так и в полевых условиях. 

материалы и методы

Образцы сывороток крови человека. сыворотки 
крови от пациентов, заболевших во время возвраще-
ния из стран Юго-восточной и центральной азии, 
африки, карибских островов и ближнего востока, 
госпитализированных с подозрением на лихорадку 
денге, поступили в период с июня 2012 г. по июнь 
2018 г. 

Иммунореагенты: Anti-Dengue NS1 monoclonal 
antibody (BRJNS1S101 (a/NS101), BRCNS1S103 (a/
NS103), BRCNS1S104 (a/NS104) и BRCNS1S105 (a/
NS105)); Dengue NS1 control (GRNDEN201J (NS1)); 
Anti-Human IgM monoclonal antibody (BECIGMC101 
(a/IgM1), BECIGMC102J (a/IgM2)); Anti-Human IgG 
monoclonal antibody (BRJIGGI102J (a/IgG1)); IgM 
native antigen (BBNIGMN101J (IgM)) и IgG Human 
native antigen (BBNIGGN102J (IgG)) фирмы Fapon 
(китай); Monoclonal Anti-Human IgG2 (Fc specific) 
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antibody produced in mouse, Clone 6001 (a/IgG2) фир-
мы Sigma-Aldrich (сШа).

Рекомбинантные белки вируса денге типов 
I-IV (AgD1, AgD2, AgD3, AgD4) получали с исполь-
зованием иммунодоминантной области третьего до-
мена гликопротеина е. размер гликопротеина е для 
генотипов вируса денге 1,2,4 составил 1485 п.н. 
(495 аминокислотных остатков (а.а.)), для геноти-
па 3 – 1479 п.н. (493 a.a.). данная область включа-
ла в себя третий домен вируса с 883 по 1182 п.н. 
рекомбинантный белок NS1 составил 389 а.а. все 
е-белки и NS1 содержали на N-конце полигистиди-
новый тракт.

Тесты сравнения. в сыворотках крови пациен-
тов проводили выявление антигена NS1, специфи-
ческих IgM и IgG методом иммунохроматографии 
(иха) с применением набора «Dengue NS1Ag + Ab 
Combo system» (республика корея); методом дот-
анализа с использованием набора «ImmunoComb® II 
Dengue IgM/IgG Bispot» (израиль); а также методом 
иммуноферментного анализа (иФа) при помощи 
тест-системы «Dengue ELISA IgG/IgM» (испания).

Соблюдение этических норм. участие паци-
ентов в исследовании проводилось в соответствии с 
их информированными согласиями, оформленными 
в медицинских учреждениях. при проведении ла-
бораторных исследований, все пробы подвергались 
кодированию. исследования выполнялись в соответ-
ствии с приказами № 88 от 17.03.2008 г. и № 1116 от 
01.12.2017 г. роспотребнадзора.

Экспериментальный набор «денге-спектр» 
(российская Федерация) для дот-иммуноанализа 
маркеров лихорадки денге включал в себя 4 блока 
белковых матриц, 4 аналитические ванны (патенты 
RUS 2517035 от 13.02.2013 г. и RUS 2495434 от 
09.12.2011 г.), флаконы с бидистиллированной во-
дой и с жидким компонентом проявляющей системы 
(рисунок, А). иммунореагенты захвата, разведенные 
в 0,005 м боратном буферном растворе (рн 6,0) до 
концентрации 10–20 мкг/мл, наносили на лицевую 
сторону [17] каждой матрицы отдельными пятнами 

2,5 мм в диаметре по схеме, приведенной на рисун-
ке B. получение золей золота (15–20 нм) проводили, 
как описано ранее [18].

Дот-иммуноанализ выполняли при температу-
ре 20–25 °с в аналитических ваннах с объемом рабо-
чих растворов в ячейках 0,3–0,4 мл. иммуночипы по-
гружали в первый ряд ячеек и инкубировали 25 мин, 
а затем последовательно перемещали по следующим 
рядам с периодами инкубации: ряды 2, 3, 5 и 6 – по 
2 мин; ряды 7, 8, 10, 11 и 12 – по 1 мин; ряд 4 – 20 мин 
и ряд 9 – 7 мин. непосредственно перед внесением 
матриц в ячейки ряда 9 в них добавляли по 200 мкл 
жидкого компонента физического проявителя. после 
выемки из последней ячейки иммуночипы подсуши-
вали на воздухе и визуально учитывали результаты 
анализа по наличию или отсутствию темных пятен в 
местах нанесения соответствующих антигенов (ри-
сунок, В). 

результаты и обсуждение

механизм одновременного дифференциального 
выявления в исследуемых образцах специфических 
иммунологических маркеров лд – белка NS1 возбу-
дителя и антител класса IgM и класса IgG, заключает-
ся в образовании специфических комплексов между 
маркерами из исследуемого образца и известными 
иммунореагентами захвата, в определенном порядке 
дискретно зафиксированными на плотной подложке. 
образовавшиеся комплексы затем обнаруживаются 
с помощью иммунореагентов детекции, связанных с 
легко выявляемой меткой – каталитически активны-
ми золями золота.

известны системы дот-иммуноанализа, позво-
ляющие по одному образцу одновременно опреде-
лять наличие IgM и IgG к лд. например, в набо-
ре «ImmunoComb® II Dengue IgM&IgG BiSpot» 
(израиль) [9] в качестве реагентов захвата использу-
ются антитела против IgM и IgG человека, которые 
отдельными пятнами нанесены на пластмассовую 
подложку и позволяют выделять весь пул соответ-

основные элементы диагностического на-
бора «денге-спектр» (А), схема нанесения 
реагентов захвата на подложку белковой 
мат рицы (B) и возможные варианты ре-
зультатов анализа (C): 1 – отрицательный, 
2 – положительный по NS1, 3 – положи-
тельный по NS1 и IgM, 4 – положительный 
по IgM, 5 – положительный по IgM и IgG, 
6 – положительный по IgG, 7 – положитель-
ный по всем маркерам лд. ƩАgD1-4 – смесь 
из равных концентраций антигенов вируса 
денге типов I–IV

The main elements of the «Dengue Spectrum» 
diagnostic kit (A), the scheme for application of 
capture reagents on the protein matrix underlay 
(B) and possible options for the analysis results 
(C): 1 – negative, 2 – positive for NS1, 3 – pos-
itive for NS1 and IgM, 4 – positive for IgM, 
5 – positive for IgM and IgG, 6 – positive for 
IgG, 7 – positive for all dengue fever markers. 
ƩАgD1-4 – a mixture of equal concentrations 
of dengue virus antigens of types I–IV
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ствующих антител из образца. но если выявление 
специфических IgM при таком подходе может быть 
эффективным, поскольку в общем спектре IgM в об-
разце антитела к текущей острой инфекции будут 
преобладать или составлять значительную долю, то 
в противоположность этому, специфические IgG со-
ставляют ничтожную долю на общем фоне суммар-
ных IgG, приобретенных в результате перенесенных 
заболеваний или вакцинации. поэтому в наборе ис-
пользуются последовательные длительные операции 
обработки подложки биотинилированными анти-
генами вируса денге, а затем конъюгатом авидина с 
щелочной фосфатазой, увеличивающих время ана-
лиза до 2 ч. при использовании в качестве реагента 
захвата вирусных антигенов теряется возможность 
дифференциации IgG и Igм на одной подложке. 

более рациональным вариантом одновременно-
го раздельного выявления специфических IgG и Igм 
представляется схема, при которой захват IgG про-
изводится на суммарном антигене вируса денге с их 
детекцией с помощью меченных антител против IgG 
человека, а выявление Igм осуществляется захватом 
на антителах против Igм человека с детекцией мечен-
ным суммарным вирусным антигеном (рисунок, В).

для выбора пары антител наиболее эффектив-
но выявляющих белок NS1 подложки с иммобили-
зованными моноклональными антителами а/NS101,  
а/NS103, а/NS104 и а/NS105 обрабатывали иммуно-
золями Au- NS101, Au- NS103, Au- NS104, Au- NS105 
в течение 30 мин и проявляли. при такой постанов-
ке дот-анализа лимит определения рекомбинантного 
аналога белка NS1 составил 100 нг/мл. 

установлено, что использованные в качестве ре-
агента захвата антитела a/IgM1 провоцируют мощные 
оптические сигналы при прямом взаимодействии со 
всеми используемыми конъюгатами, а Au-а/IgG1 на-
прямую реагирует с антителами a/NS103 и суммар-
ным антигеном ΣAgD1-31 на подложке. применение 
альтернативных вариантов реагента захвата на 
подложке (a/IgM2 и реагента детекции в конъюгате  
а/IgG2) устраняет перекрестные реакции и обеспечи-
вает эффективное выявление всех маркеров лд в ис-
следуемом образце.

наиболее эффективное дифференциальное вы-
явление специфических IgG и Igм осуществлено 

по схеме, при которой захват IgG производился на 
суммарном антигене вируса денге с детекцией с по-
мощью меченных антител а/IgG2 человека, а выяв-
ление Igм осуществлялось захватом на антителах 
а/Igм2 человека с детекцией меченным суммарным 
вирусным антигеном. выявление белка NS1 вируса 
денге выполнено с использованием подложки с им-
мобилизованными моноклональными антителами а/
NS103 и иммунозоля золота, связанного с антитела-
ми а/NS101. 

таким образом, создан экспериментальный на-
бор, включающий белковые матрицы с иммобилизо-
ванными по схеме (рисунок, B) реагентами захвата: 
суммарным антигеном вирусов денге всех типов – 
ΣAgD1-4, антителами против иммуноглобулинов 
м человека – a/IgM2 Hum, антителами против бел-
ка NS1 – a/NS103, а также двумя контролями рабо-
тоспособности теста – IgG человека и белком NS1 
вируса денге; а также сложный конъюгат, представ-
ленный смесью равных концентраций иммунозо-
лей: Au-AgD1, Au-AgD2, Au-AgD3, Au-AgD4, Au-a/
NS101 и Au-a/IgG2. 

Испытания экспериментального набора. об-
разцы сывороток от пациентов [1], заболевших во 
время или сразу после возвращения из эндемичных 
по лд регионов, на разных сроках заболевания, ис-
следовали с использованием разработанного экспе-
риментального набора «денге-спектр» и доступных 
коммерческих тестов. результаты сравнительных ис-
пытаний приведены в таблице. используя критерий 
мак-немара для анализа связанных измерений с по-
мощью дихотомической переменной, были рассчи-
таны значения хи-квадрат для полученных данных 
измерения положительных и отрицательных образ-
цов для маркеров NS1, IgM и IgG.

поскольку рассчитанные значения критерия в 
сравнительных испытаниях различных тест-систем 
(для NS1 p=0,8148, py=0,9214 и p=0,7526, py=0,8550, 
для IgM p=0,1566, py=0,1955 и p=0,2411, py=0,2928, 
для IgG p=0,6838, py=0,7986 и p=0,7948, py=0,9199) 
оказались больше чем 0,05, мы не можем отвергнуть 
нулевую гипотезу об отсутствии различий между 
ними на выбранном уровне значимости. 

лихорадка денге является наиболее распростра-
ненным арбовирусом в мире и, не смотря на то, что 

результаты сравнительного исследования клинических образцов с использованием разработанного экспериментального набора  
и коммерческих тестов

The results of a comparative study of clinical samples using the developed experimental set and commercial tests

тест-система
NS1 IgM IgG

отр.
+/% -/% n +/% -/% n +/% -/% n

«денге-спектр» («Фбун гнц вб вектор», российская Федерация)
«Dengue Spectrum» manufactured by the «Vector», Russian Federation 35/33 71/67 106 57/54 41/52 106 26/17 130/83 156 43

«Dengue NS1Ag + Ab Combo system» («Standard Diagnostics, Inc»,  
республика корея / Korea) 38/35 70/65 108 41/37 67/63 108 24/15 139/85 163 46

«Dengue ELISA IgG/IgM» («Vircell Microbiologists», испания / Spain) 42/36 75/64 117 45/41 66/59 111 21/18 95/82 116 40

Примечание :  n – количество положительных и отрицательных (+/- ) значений из выборки. отр. – количество отрицательных контрольных 
образцов взятых в испытание.

Note :  (+/-) n – the number of positive and negative values from the panel. Neg. – the number of negative control samples taken in the testing.
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DENV-2 реплицируется быстрее и является более па-
тогенным, чем остальные генотипы, все четыре серо-
типа являются инфекционными и патогенными [19]. 
нами разработан набор дот-иммуноанализа для всех 
генотипов и стадий лихорадки денге. установлено, 
что эффективное дифференциальное выявление 
специфических антител IgG и Igм может осущест-
вляться по схеме, при которой захват IgG производит-
ся на суммарном антигене вируса денге, с детекцией 
с помощью меченных антител против IgG человека, а 
выявление Igм осуществляется захватом на антите-
лах против Igм человека с детекцией меченным сум-
марным вирусным антигеном. выявление белка NS1 
вируса денге может выполняться с использованием 
подложки с иммобилизованными моноклональными 
антителами к NS1 и иммунозоля золота, связанно-
го с антителами к NS1. при такой постановке дот-
анализа лимит определения рекомбинантного ана-
лога белка NS1 составил 100 нг/мл. сравнительные 
испытания набора на панели клинических образцов 
показали хорошее совпадение результатов с дан-
ными полученными с использованием импортных 
коммерческих тестов. разработанный набор, после 
проведения процедуры регистрации, может найти 
применение для скрининга клинических образцов 
как в стационарных лабораториях, так и в полевых 
условиях, непосредственно у постели больного.

финансирование. исследование проводилось 
в рамках выполнения государственного задания 
Федеральной службы в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека.
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