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клещевой энцефалит – эндемичное для обширных территорий европы и азии инфекционное заболевание, 
вызываемое вирусом клещевого энцефалита из рода Orthoflavivirus, передающееся через укус клеща и харак-
теризующееся лихорадочным состоянием с последующим развитием потенциально смертельного энцефалита. 
серологическая диагностика клещевого энцефалита осложняется выраженной перекрестной реактивностью с 
антителами к возбудителям эндемичных и завозных флавивирусных инфекций. цель исследования – получение 
рекомбинантного аналога домена III поверхностного белка E вируса клещевого энцефалита (EDIII-вкэ) и оценка 
эффективности его применения для выявления антител класса IgG к вирусу клещевого энцефалита и дифферен-
циации их от антител к возбудителям других флавивирусных инфекций. материалы и методы. проведено срав-
нительное исследование панелей, содержащих и не содержащих IgG-антитела к вирусу клещевого энцефалита, 
а также панелей и образцов, содержащих антитела к вирусам желтой лихорадки, денге и зика, с использованием 
коммерческих наборов для иммуноферментного анализа антител к вирусу клещевого энцефалита и эксперимен-
тальных наборов в форматах иммуноферментного и дот-иммуноанализа на основе EDIII-вкэ. результаты и 
обсуждение. показано, что использование экспериментальных наборов на основе EDIII-вкэ позволяет эффек-
тивно выявлять антитела класса IgG к вирусу клещевого энцефалита и, в отличие от коммерческих тестов, диффе-
ренцировать их от антител к возбудителям тропических лихорадок денге, желтой и зика. рекомбинантный аналог 
домена III поверхностного белка E вируса клещевого энцефалита может быть полезным реагентом захвата при 
создании диагностических тест-систем в формате иммуноферментного и дот-иммуноанализа для дифференциро-
ванного выявления антител класса IgG к вирусу клещевого энцефалита.

Ключевые слова: гликопротеин е, вирус клещевого энцефалита, рекомбинантные белки, серологические мар-
керы, иммуноферментный анализ, дот-иммуноанализ.
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Abstract. Tick-borne encephalitis is a flavivirus disease, endemic to vast areas of Europe and Asia, caused by the 
tick-borne encephalitis virus from the genus Orthoflavivirus, transmitted through the bite of a tick. The course of infec-
tion is characterized by fever followed by the development of potentially fatal encephalitis. Serological diagnosis of 
tick-borne encephalitis is complicated by severe cross-reactivity with antibodies to other endemic and imported flavivi-
rus infections. The aim of the study was to obtain a recombinant analogue of domain III of the surface protein E of the 
tick-borne encephalitis virus (EDIII-TBEV) and assess its ability to detect antibodies to the tick-borne encephalitis virus 
and differentiate them from antibodies to other flavivirus infections. Materials and methods. A comparative study was 
performed using panels of sera containing and not containing antibodies to the tick-borne encephalitis virus, and panels 
of samples with antibodies to yellow fever, dengue, and Zika viruses. The study was conducted using commercial tests 
and experimental kits based on EDIII-TBEV in the ELISA format and in the dot analysis format. Results and discussion. 
It has been shown that the use of experimental kits based on EDIII-TBEV makes it possible to effectively detect IgG 
antibodies to tick-borne encephalitis virus and, in contrast to commercial tests, to differentiate them from antibodies to 
the pathogens of dengue, yellow and Zika tropical fevers. A recombinant analogue of domain III of the surface protein E 
in the tick-borne encephalitis virus can be a useful capture reagent when  creating diagnostic test systems in the format 
of enzyme-linked immunosorbent assay and dot-immunoassay for the differentiated detection of IgG antibodies to the 
tick-borne encephalitis virus.
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род Orthoflavivirus из семейства Flaviviridae 
включает оболочечные вирусы диаметром 40–50 нм 
со сходной молекулярной организацией, содержа-
щие одноцепочечную рнк положительной поляр-
ности длиной от 9 до 11 тыс. нуклеотидных остат-
ков. представители рода ортофлавивирусов (оФв) 
являются возбудителями наиболее распространен-
ных в мире арбовирусных инфекций, многие из ко-
торых связывают с путешествиями [1–3]. передача 
таких заболеваний обычно осуществляется члени-
стоногими переносчиками – через укусы комаров 
или клещей. наиболее значимые для человека оФв-
инфекции вызываются вирусами денге, зика, жел-
той лихорадки, японского энцефалита, западного 
нила и клещевого вирусного энцефалита. для этих 
заболеваний характерны лихорадки, в том числе с 
выраженными геморрагическими проявлениями, 
менингиты и энцефалиты, сопровождающиеся по-
ражениями центральной нервной системы, печени 
и других внутренних органов [2, 4]. на территории 
российской Федерации наиболее распространенным 
флавивирусом является вирус клещевого энцефалита 
(вкэ) (около 2 тыс. случаев заболевания в год), ре-
гистрируются завозные случаи лихорадки денге [5] 
и других тропических лихорадок. поскольку многие 
инфекционные заболевания, особенно на начальном 
этапе, могут иметь сходные клинические проявле-
ния, для их дифференциации требуются надежные 
лабораторные методы [3]. 

лабораторная диагностика оФв-инфекций мо-
жет быть выполнена с использованием различных  
подходов, наиболее широко используются молеку-
лярно-биологические и серологические тесты. на-
деж ные результаты при высокой степени чувствитель-
ности и специфичности, позволяющие дифференци-
ровать виды и даже штаммы оФв, может обеспечить 
полимеразная цепная реакция с обратной транскрип-
цией (от-пцр), однако реализация этого метода воз-
можна в строго контролируемых лабораторных усло-
виях. кроме того, от-пцр позволяет обнаруживать 
вирус только на ранней стадии инфекционного про-
цесса (5–7 дней с начала заболевания). при возник-
новении клинических симптомов и обращении паци-
ентов за медицинской помощью виремия уже может 
снизиться до неопределяемого уровня, что сделает 
метод от-пцр малоэффективным [3, 6]. в таких 
случаях может быть полезной диагностика, основан-
ная на обнаружении антител класса IgM (со второй 
недели заболевания) или класса IgG (с третьей неде-

ли болезни) в сыворотках крови пациентов. для под-
тверждения активной инфекции исследуют парные 
сыворотки, отобранные с интервалом в 7–10 дней. 
серологические методы проще в исполнении, менее 
затратны и прихотливы, чем пцр. некоторые форма-
ты методов выявления антител могут выполняться в 
условиях слабо оснащенных медицинских пунктов, 
не требуют участия квалифицированных медицин-
ских кадров [3, 6]. ранее нами создана автономная 
платформа дот-иммуноанализа на основе белковых 
матриц, позволяющая проводить одновременное вы-
явление нескольких серологических маркеров ин-
фекционных заболеваний, допускающая визуальный 
учет результатов и пригодная для использования вне 
лаборатории [7]. такой подход может быть полезен 
для диагностики клещевых инфекций в наиболее 
уязвимых эндемичных регионах с недостаточно раз-
витой лабораторной инфраструктурой [6, 8]. 

для распознавания клещевых инфекций необхо-
дим набор, который не только способен дифферен-
цировать возбудителей серокомплекса клещевого 
энцефалита (кэ) [9], но и дает возможность отли-
чать их от случаев с другой этиологией. в частно-
сти, значительные затруднения могут возникать при 
дифференциации антител к вкэ, вирусу лихорадки 
денге [10] и другим оФв. ложноположительные ре-
зультаты, вызванные перекрестной реактивностью 
оФв, создают большие проблемы для эпиднадзора 
и диагностики. их частично перекрывающееся гео-
графическое распространение и сходные симптомы 
в сочетании с увеличением количества поездок в эн-
демичные регионы и антителами, приобретенными 
в результате вакцинации, увеличивают потребность 
в быстрых и надежных диагностических тестах в 
дополнение к используемым в настоящее время ме-
тодам. сейчас для серологической диагностики кэ 
наиболее широко используется планшетный вари-
ант иммуноферментного анализа (иФа) с захватом 
антител на иммуносорбенте, сенсибилизированном 
суммарными белками вкэ или цельным очищенным 
и инактивированным вирусом [11–14]. такой подход 
обеспечивает высокую чувствительность выявления 
антител, но сопровождается выраженной реактивно-
стью с антителами к другим оФв, поскольку ами-
нокислотная гомология белков, кодируемых генома-
ми разных видов оФв, достигает 70–90 % [15, 16]. 
чтобы преодолеть перекрестную реактивность в 
серодиагностике оФв, предпочтительно использо-
вание не цельного вируса, а рекомбинантных анти-
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генов [3, 8, 14, 17]. наиболее часто в тест-системах 
используются рекомбинантные белки оболочки (е) 
[9, 18, 19], премембраны (pre M) [17] и неструктур-
ный белок NS1 [3]. белок E имеет молекулярную 
массу около 50 кда (496 а.о.), является основным 
структурным белком вкэ и иммунодоминантным 
антигеном при выработке нейтрализующих анти-
тел. при нейтральном значении рн гликопротеин е 
представляет собой димер, мономеры которого со-
стоят из трех отдельных доменов [14]. домены I и II  
включают кросс-реактивные эпитопы и способны 
выявлять общие для оФв антитела [20], а домен III 
(EDIII) содержит наибольшее число видоспецифич-
ных эпитопов и перспективен для изготовления диф-
ференцирующих тестов [9, 14, 18, 19].

цель работы – получение рекомбинантного ана-
лога домена III поверхностного белка E вкэ (EDIII-
вкэ) и предварительная оценка эффективности его 
применения для серологической дифференциальной 
диагностики оФв-инфекций в формате иФа и авто-
номного дот-иммуноанализа.

материалы и методы

Материалы. в работе использовали химиче-
ские реактивы и моноклональные антитела мыши 
против IgG человека (I9388) (Sigma, сШа), если 
по тексту не указано другое. для изготовления под-
ложек белковых матриц применяли синтетическую 
бумагу Zenofol-Print толщиной 0,5 мм («зенон», 
россия). в качестве контроля качества конъюгата и 
проявителя в дот-анализе использовали IgG из сыво-
ротки человека (Igg) («имтек», россия).

Исследуемые образцы. в экспериментах исполь-
зовали пул сывороток крови человека, содержащий:

– панель образцов, содержащих и не содержа-
щих антитела к вкэ, включающую 40 положитель-
ных и 20 отрицательных сывороток крови, предо-
ставленную по договору о сотрудничестве буз 
республики алтай «центр по профилактике и борь-
бе со спид»;

– панель из 20 образцов сывороток крови со-
трудников гнц вб «вектор», привитых против вкэ, 
отбор и использование сывороток крови одобрены 
на заседании этического комитета Фбун гнц вб 
«вектор» роспотребнадзора (протокол от 18.04.2023 
№ 6);

– панель образцов, включающую 10 сыворо-
ток крови, полученных от сотрудников гнц вб 
«вектор», вакцинированных против желтой лихорад-
ки (жл), участие в исследовании одобрено на засе-
дании этического комитета Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора (протокол от 14.04.2022 № 4), при 
формировании панели отбирали образцы у пациен-
тов с подтвержденным наличием специфических 
антител к вирусу жл [21] и не имевших вакцинации 
или перенесенного кэ в анамнезе;

– коммерческую панель из 9 образцов сы-
воротки крови, содержащих маркеры лихорадки 

денге (Dengue Fever Verification panel, KZMC028; 
ZeptoMetrix®, LLC, сШа);

– коммерческую контрольную панель, включаю-
щую два образца, содержащие IgG и IgM к вирусу 
зика, а также негативный контроль (Zika IgM/IgG 
Control Pack [IgM, IgG & Negative Controls], 0801020; 
ZeptoMetrix®, LLC, сШа), предоставленную ооо 
«имбиан-лаб» (россия);

– панель из 10 образцов больных вирусным ге-
патитом C (вгс), предоставленную ооо «имбиан-
лаб» (россия) в закодированном виде.

при проведении экспериментов все образцы 
подвергались кодированию. 

Получение рекомбинантного аналога доме-
на III гликопротеина Е вируса клещевого энцефа-
лита (EDIII-ВКЭ)

Получение рекомбинантной конструкции 
EDIII-ВКЭ. синтез гена, кодирующего фрагмент 
оболочного белка E вируса клещевого энцефа-
лита с 586–679 а.о., соответствующий домену III 
(EDIII-вкэ) штамма Glubinnoe/2004 [GenBank: 
DQ862460.1], осуществлялся в OOO «днк-синтез» 
(россия). синтезированную нуклеотидную последо-
вательность gEDIII-вкэ клонировали в составе экс-
прессионной плазмиды рет32а по сайтам рестрик-
ции BamHI и CciNI в единой рамке считывания с по-
следовательностью, кодирующей белок тиоредоксин 
(Trx). рекомбинантной плазмидой рет32-EDIII-вкэ 
трансформировали клетки Escherichia coli штамма 
Stbl3 (Thermo Fisher Scientific, сШа) методом хи-
мической трансформации [22]. клетки E. coli вы-
севали на селективную среду, содержащую агар LB 
и 100 мкг/мл ампициллина. полученные колонии 
E. coli использовали для наработки плазмидной 
днк. целостность рамки считывания проверяли с 
помощью рестрикционного анализа, пцр и секвени-
рования по сенгеру.

Наработка и отчистка рекомбинантных 
белков. для экспрессии гена, кодирующего белок 
еDIII-вкэ, плазмидой pET32-еDIII-вкэ трансфор-
мировали клетки E. coli штамма BL21(DE3). клетки 
культивировали в среде LB, содержащей 100 мкг/мл 
ампициллина, до достижения оптической плотности 
OD=0,6–0,8. в культуру клеток вносили изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид (IPTG; Sigma, сШа) 
до конечной концентрации 0,5 мм и инкубирова-
ли в термостатируемом шейкере роторного типа в 
течение 16 ч при температуре 37 °с, 180 об/мин. 
биомассу осаждали центрифугированием (6000 g, 
15 мин, 4 °с), ресуспендировали в лизирующем 
буферном растворе (30 мм NaH2PO4, 0,5 M NaCl, 
20 мм имидазол, 8 M Urea, 1 % TritonX100, pH 7,4) 
и обрабатывали ультразвуком циклами по 2 мин с 
частотой 100 mHz до достижения оптической плот-
ности OD=0,2. для удаления клеточного дебриса 
культуру после обработки ультразвуком центрифу-
гировали (25000 g, 25 мин, 4 °C). очистку целевого 
белка из лизата выполняли методом металл-хелатной 
аффинной хроматографии на сорбенте Ni-IMAC 
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сефарозы (GE Helthcare, сШа), объем сорбента в 
колонке – 5 мл. элюцию проводили фракциями по 
10 мл с контролем целевого белка методом электро-
форетического разделения белков в денатурирующих 
условиях в 15 % полиакриламидном геле по методу 
лэммли [23]. 

Экспериментальный набор для дот-иммуно-
анализа «Вектор ВКЭ IgG-дот». для получения 
белковых матриц на поверхность подложки из син-
тетической бумаги Zenofol-Print дискретно наносили 
аликвотами по 3 мкл раствор рекомбинантного бел-
ка еDIII-вкэ с концентрацией 2,6 мкг/мл в 0,01 м 
боратном буферном растворе (рн 6,0) – тестовая 
точка и IgG человека (Sigma, сШа), с концентраци-
ей 2,5 мкг/мл в том же растворе – контрольная точ-
ка. матрицы блокировали погружением в раствор 
0,2 % казеина на 2 ч при комнатной температуре, 
просушивали, упаковывали в полиэтилен и хранили 
до использования при температуре 4 °с. конъюгат 
коллоидного золота (30 нм), связанного с монокло-
нальными антителами мыши против IgG человека 
получали так, как описано ранее [24]. для проявле-
ния результатов применяли таблетки сухой смеси, 

содержащие 2,5 мг лимонной кислоты и 2 мг метола, 
а также жидкий компонент в виде 0,4 % раствора ни-
трата серебра. дот-анализ выполняли в многоячееч-
ной аналитической ванне, заполненной готовыми к 
применению растворами (табл. 1). 

в первый ряд ячеек ванны вносили по 15 мкл 
исследуемых образцов сывороток человека (разве-
дение 1/20), а в 9-й ряд – 200 мкл очищенной воды 
(для растворения сухого компонента проявителя). 
белковые матрицы погружали в первый ряд ячеек, 
инкубировали в течение 30 мин, а затем последо-
вательно перемещали по следующим рядам яче-
ек согласно алгоритму, представленному в табл. 2. 
непосредственно перед внесением матриц в ячейки 
9-го ряда в них добавляли по 200 мкл 0,4 % раствора 
нитрата серебра. после выемки из последнего ряда 
ячеек матрицы подсушивали на воздухе и визуаль-
но учитывали результаты. положительными счита-
ли образцы, дающие отчетливо различимое темное 
пятно в тестовой точке. для оценки достоверности 
субъективного визуального учета результатов дот-
анализа изображения матриц оцифровывали с при-
менением планшетного сканера, проводили анализ 

Таблица 1 / Table 1

содержимое ячеек аналитической ванны и алгоритм выполнения анализа
Analytical bath wells content and time of each stage of analysis

ряд
Row

состав раствора + реагенты, внесенные в ходе анализа
Composition of the working solution and reagents added during the analysis

объем, мкл
Volume, μL

время стадии, мин
Duration of each stage, 

minutes

1
раствор для разведения образца – Фсб-т с 0,02 % казеина, рн 8,0 + 15 мкл исследуемого образца

Solution for sample dilution – (PBS-T with 0,02 % casein, pH 8.0) + 15 μL of the sample
300 30

2
отмывочный раствор – Фсб-т

Washing solution PBS-T
350 1

3
отмывочный раствор – Фсб-т

Washing solution PBS-T
350 1

4
рабочее разведение конъюгата Au-a/IgG в Фсб-т

Working dilution of colloidal gold in PBS-T (20 nm) associated with monoclonal antibodies to human IgG
300 30

5
отмывочный раствор – Фсб-т

Washing solution PBS-T
350 1

6
отмывочный раствор – Фсб-т

Washing solution PBS-T
350 1

7
вода очищенная

Purified water 
400 1

8
вода очищенная

Purified water
400 1

9

таблетка сухого компонента проявителя + 20 мкл воды очищенной + 200 мкл 0,4 % раствора  
нитрата серебра

Tablet of a dry mixture of citric acid and metol + 20 μL of purified water + 200 μL of 0.4 % silver nitrate  
solution

4 мг
4 mg

7

10
вода очищенная

Purified water
400 1

11
стабилизатор окраски – 1 % тиомочевины и 1 % NaOH в воде очищенной
Color stabilizer, i.e. 1 % thiourea in 1 % dilution NaOH based on purified water

300 1

12
вода очищенная

Purified water
400 1

примечание :  Фсб-т – 0,02 м натрий-фосфатный буферный раствор с 0,8 % NaCl, 0,1 % твин-20 и 0,1 % азида натрия, рн 7,2.

No te :  PBS-T – 0.02 M sodium phosphate buffer solution with 0.8 % NaCl, 0.1 % Tween-20 and 0.1 % sodium azide, pH 7.2.
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сканов с использованием компьютерной программы 
DOTREADER 2000 [25], регистрировали оптические 
сигналы (ос) в относительных единицах и выполня-
ли их статистическую обработку.

Экспериментальный набор для ИФА «Вектор 
ИФА ВКЭ IgG». 96-луночные высокосорбционные 
полистироловые планшеты NEST (Nest Biotechnology, 
китай) сенсибилизировали рекомбинантным бел-
ком еDIII-вкэ с концентрацией 1 мкг/мл в 0,01 м 
карбонатном буферном растворе (рн 9,4) из объема 
100 мкл/яч. планшеты инкубировали 16–18 ч при 
температуре 4 °с, блокировали в течение 2 ч при 
комнатной температуре 0,2 % раствором казеина, 
высушивали, упаковывали в полиэтилен и храни-
ли до использования при 4 °с. анализ выполняли в 
объеме 100 мкл с инкубациями по 30 мин с образца-
ми и конъюгатом на основе моноклональных анти-
тел к IgG человека, меченных пероксидазой хрена 
(«имтек», россия) в термошейкере (Biosan, латвия) 
при температуре 37 °C и 600 об/мин. после каждой 
инкубации планшет 5-кратно вручную промыва-
ли фосфатно-солевым буферным раствором с 0,1 %  
твин-20 (Фсб-т). проявление результатов субстратом  
на основе тмб (Tetramethylbenzidine liquid substrate 
system for ELISA, Sigma, сШа) выполняли в течение 
15 мин при комнатной температуре и после внесе-
ния стоп-реагента, учитывали результаты с исполь-
зованием спектрофотометра Tecan Sunrise RC (Tecan 
Austria GmbH, австрия) при длине волны 450 нм.

Тесты сравнения. для сравнения использовали 
коммерческие наборы для иФа:

– «вектовкэ-IgG» (D-1156). набор реагентов 
для иммуноферментного выявления и количествен-
ного определения иммуноглобулинов класса G к ви-
русу клещевого энцефалита (ру от 11.04.2017 № рзн 
2017/5605, ао «вектор-бест»);

– «биоскрин-кэ (комплект G)» (E-1145). набор 
реагентов для выявления антигенов вируса клеще-
вого энцефалита и антител к нему методом иммуно-
ферментного анализа (ту 9398-019-10839330-2012, 
ао бтк «биосервис»).

анализ с использованием этих наборов выполня-
ли в соответствии с инструкциями производителей.

Статистическая обработка. все эксперимен-
ты выполняли в пяти повторах. статистическую об-
работку полученных данных проводили стандартны-
ми методами (оценка среднего, стандартное откло-
нение, доверительный интервал, коэффициент вари-
ации для вероятности 95 %) с помощью программ-
ного продукта Microsoft Excel. количественные 
данные представлены в виде M±ε, где M – среднее 
значение, ε – полуширина доверительного интервала 
для вероятности 95 % (р=0,95, α=0,05).

результаты и обсуждение

настоящая работа направлена на исследование 
эффективности применения полученного рекомби-
нантного аналога белка вкэ в качестве реагента 

захвата для выявления антител класса IgG в муль-
типлексном автономном тесте. основой этого теста 
служит дот-иммуноанализ на белковых матрицах, 
выполняющийся в многоячеечных ваннах, заполнен-
ных готовыми растворами. ранее мы использовали 
аналогичный подход при диагностике лихорадки 
денге [26]. такой тест прост в использовании, допу-
скает применение вне лаборатории и может оказать-
ся полезным в отдаленных сельских районах или во 
время экспедиций в труднодоступные регионы, где 
вероятность укуса инфицированного клеща высока, 
а возможности квалифицированного лабораторно-
го обследования ограничены. одной из основных 
задач этой работы являлось изыскание иммунореа-
гентов захвата, обеспечивающих высокую селек-
тивность выделения на матрицах специфических 
антител из образца. известно, что тест-системы, из-
готовленные с использованием цельных вирионов 
различных штаммов вкэ, значительно различают-
ся по чувствительности, но все обладают высокой 
перекрестной реактивностью с антителами к другим 
флавивирусам, что не позволяет дифференцировать 
специфические антитела к возбудителю [11–13]. 
появившиеся в последнее время публикации сви-
детельствуют о том, что проблема специфичности 
анализа может быть решена применением реком-
бинантных белков, содержащих высокоселектив-
ные антигенные детерминанты, в частности фраг-
ментом III поверхностного гликопротеида е [9, 14,  
18, 19]. в предыдущих публикациях мы оценивали 
применение аналогичного белка вируса денге для 
дифференциации антител к вирусам денге, зика, 
желтой лихорадки и вкэ и показали высокую селек-
тивность такого подхода [26]. в настоящей работе 
получен рекомбинантный белок (еDIII-вкэ) и на 
его основе изготовлены экспериментальные набо-
ры для иФа и дот-анализа. эти тесты сравнивали с 
двумя коммерчески доступными наборами для иФа. 
сравнение проводили с использованием: панелей 
сывороток крови от вакцинированных лиц со сроком 
после вакцинации не менее 2 мес., образцов, содер-
жащих и не содержащих антитела к вкэ, и панелей 
образцов, содержащих серологические маркеры дру-
гих оФв-инфекций. результаты параллельного ис-
следования приведены в табл. 2. положительными 
результатами при инструментальном учете резуль-
татов иФа и дот-анализа считали данные M–ε, пре-
вышающие значения опкрит, а при визуальном уче-
те результатов дот-анализа – отчетливо различимое 
темное пятно в тестовой точке на белковой матрице. 

видно, что образцы панели, содержащей от-
рицательные сыворотки доноров крови и положи-
тельные образцы от больных или перенесших за-
болевание кэ пациентов, адекватно определяются 
всеми использованными наборами. при этом набор 
«вектовкэ-IgG» выявляет антитела во всех образ-
цах вакцинированных лиц, в то время как другой 
коммерческий набор, «биоскрин-кэ», одну сыво-
ротку определяет как отрицательную, а оба экспери-
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ментальных набора не выявляют антитела в трех об-
разцах этой панели. это может быть как следствием 
применения более избирательных реагентов захвата, 
так и индивидуальных особенностей иммунной си-
стемы пациентов [20, 27] или того факта, что содер-
жание IgG в негативных сыворотках еще не достигло 
определяемых экспериментальными наборами уров-
ней. ранее некоторые авторы отмечали значительные 
отличия при исследовании крови вакцинированных 
в зависимости от использования гомологичных или 
гетерологичных антигенов захвата по отношению к 
вакцине [11, 28].

при исследовании панели образцов, содержа-
щих антитела к вирусу желтой лихорадки, оба ком-
мерческих набора показывают положительные ре-
зультаты со всеми образцами, за исключением двух 
сывороток, формирующих, как было показано ранее, 
самые слабые оптические сигналы в иФа. в пане-
ли образцов, содержащих маркеры лихорадки денге, 
эти наборы положительно определяют 7 из 9 об-
разцов. две сыворотки, показавшие отрицательные 
результаты, как показано в предыдущей работе [26], 
содержат не IgG к вирусу денге, а другие маркеры 
(IgM и белок NS1). в панели образцов с антитела-
ми к вирусу зика коммерческие наборы дают пози-
тивный сигнал с сыворотками, содержащими IgG и 
IgG+IgM антитела, но не реагируют с негативным 
контролем. таким образом, использованные коммер-
ческие наборы не обеспечивают дифференциацию 

антител к разным видам возбудителей внутри рода 
Orthoflavivirus, однако не реагируют с антителами к 
вирусу гепатита с – представителю рода Hepacivirus 
семейства Flaviviridae.

оба экспериментальных набора не обнаружива-
ют взаимодействия с образцами гетерогенных пане-
лей, что свидетельствует о высокой специфичности 
белка еDIII-вкэ, позволяющей отличать антитела 
к вкэ от антител к другим представителям рода 
Orthoflavivirus.

сравнение чувствительности использованных 
наборов при выявлении антител к вкэ приведено в 
табл. 3 на примере двух позитивных образцов с вы-
соким (образец 1) и низким (образец 2) содержанием 
специфических антител. 

по данным табл. 3 видно, что набор «вектовкэ-
IgG» обеспечивает более высокие показатели опти-
ческой плотности положительных образцов и более 
высокую чувствительность по сравнению с другими 
тестами. вероятно, это обстоятельство объясняет бо-
лее эффективное выявление специфических антител 
в сыворотках от вакцинированных пациентов (см. 
табл. 2). оба экспериментальных набора (иФа и дот-
иммуноанализ с инструментальным и визуальным 
учетом результатов) показывают идентичные резуль-
таты выявления IgG к вкэ, обеспечивают достаточ-
ную чувствительность и высокую специфичность 
при адекватной воспроизводимости (коэффициент 
вариации в рабочем диапазоне для того и другого 

Таблица 2 / Table 2

результаты сравнительного определения антител к вирусу клещевого энцефалита коммерческими и экспериментальными наборами  
для ифа и дот-иммуноанализа

Results of comparative determination of antibodies to tick-borne encephalitis virus using commercial and experimental kits for ELISA  
and dot-immunoassay

панель образцов
Sample panel

результаты иФа, оп450

Results of ELISA (OD 450 nm)
результаты дот-анализа
Results of dot-analysis

«вектовкэ-
IgG»

“VectoTBEV-
IgG”

«биоскрин-
кэ»

“BioScreen-
TBE”

экспериментальный 
набор «вектор иФа 

вкэ IgG»
Experimental kit “Vector 

ELISA TBEV-IgG”

экспериментальный набор 
«вектор вкэ IgG-дот»

Experimental kit  
“Vector TBEV-IgG-dot”

иу*
IR*

ву**
VR**

содержащих и не содержащих антитела против вкэ 
Containing and not containing antibodies against TBEV

+ 40 40 40 40 40

– 0 0 0 0 0

от пациентов, вакцинированных против кэ 
From patients vaccinated against TBE

+ 20 19 17 17 17

– 0 1 3 3 3

от пациентов, вакцинированных против желтой лихорадки
From patients vaccinated against yellow fever

+ 8 8 0 0 0

– 2 2 10 10 10

содержащих маркеры лихорадки денге
Containing markers of dengue fever

+ 7 7 0 0 0

– 2 2 9 9 9

содержащих маркеры лихорадки зика
Containing markers of Zika fever

+ 2 2 0 0 0

– 1 1 3 3 3

от больных гепатитом с
From patients with hepatitis C

+ 0 0 0 0 0

– 10 10 10 10 10

примечания :  * данные, полученные с использованием инструментального учета результатов; ** данные, полученные при визуальном учете 
результатов.

No te s :  * data obtained through instrumental registration of results; ** data obtained by visual recording of results. 



160

Проблемы особо опасных инфекций. 2024; 3      ОРигинальнЫе статьи

набора не превышает 7 %). полученные результаты 
согласуются с ранее опубликованными данными по 
сравнению эффективности выявления антител на-
борами, изготовленными с использованием полных 
вирусных частиц, крупных вирусных субъединиц 
и рекомбинантного белка в качестве реагентов за-
хвата [8]. авторы делают вывод, что с уменьшени-
ем количества сайтов связывания на используемом 
антигене захвата чувствительность непрямого иФа 
снижается, что мы и видим при исследовании пане-
ли вакцинированных. с другой стороны, ограниче-
ние сайтов связывания специфичными антигенными 
детерминантами, присутствующими на рекомби-
нантном белке еDIII-вкэ, обеспечивает высокую 
селективность детекции антител к вкэ. 

полученные данные позволяют сделать выводы 
о перспективности использования рекомбинантного 
белка еDIII-вкэ в диагностических наборах для диф-
ференциальной диагностики кэ на поздних стадиях 
заболевания, ретроспективной диагностики при эпи-
демиологических исследованиях и оценки иммунного 
статуса пациента после вакцинации. кроме того, эти 
результаты открывают возможность использования 
белка еDIII-вкэ при разработке автономных набо-
ров на основе дот-анализа для одновременного диф-
ференциального определения антител к нескольким 
возбудителям клещевых инфекций или нескольких 
маркеров (IgG, IgM и ранних белков) клещевого энце-
фалита, что позволит сделать диагностику клещевых 
инфекций более информативной и доступной.
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Experimental kit “Vector 
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