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в 2014–2016 гг. в 3 странах западной африки 
(гвинея, сьерра-леоне и либерия) зарегистриро-
вана эпидемия болезни, вызванной вирусом эбола 
(бввэ), которую до этого считали эндемичной толь-
ко для сельских районов центральной африки [5]. 
общее количество официально зарегистрирован-
ных случаев болезни за этот период составило около 
28 тыс., 11 тыс. закончились смертельным исходом 
[8]. масштаб эпидемии и угроза распространения 
бввэ на другие территории показала необходи-
мость участия всего мирового сообщества в ликви-
дации данной проблемы. в страны, пострадавшие от 
бввэ, с целью оказания медицинской помощи были 

направлены бригады специалистов из многих стран 
мира [3, 4, 8].

в августе 2014 г. правительством российской 
Федерации принято решение об оказании помощи 
гвинейской республике в ликвидации эпидемии 
бввэ. Федеральной службой по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека 
российской Федерации в гвинейскую республику 
направлен мобильный комплекс санитарной проти-
воэпидемической бригады роспотребнадзора (мк 
спэб) и группа специалистов, в задачи которых 
входило осуществление лабораторной диагностики 
бввэ и оказание консультативно-методической по-
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мощи [2]. 
лабораторную диагностику проводили методом 

полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией (от-пцр) с целью выявления рнк вируса 
эбола, для чего использовали зарегистрированные 
и разрешенные к применению наборы реагентов 
отечественного производства «вектор-пцррв-эбола-
RG» (Фбун гнц вб «вектор») и «амплисенс® 
EBOV Zaire-FL» (ооо «интерлабсервис»). метод 
от-пцр хорошо зарекомендовал себя при проведе-
нии диагностики бввэ на ранних стадиях развития 
инфекционного процесса, когда возбудитель перси-
стирует в организме больного [1, 2].

но, как известно, при диагностике инфек-
ционных болезней вирусной природы наиболее 
информативно использовать комплекс методов. 
чаще всего применяют молекулярно-генетические 
методы в сочетании с иммуносерологическими. 
иммуноферментный анализ (иФа) позволяет вы-
являть антитела классов IgM и IgG к вирусу эбола 
в сыворотке крови больных, что дает возможность 
проводить лабораторную диагностику на более позд-
них сроках от начала болезни и осуществлять серо-
эпидемический мониторинг [3, 5, 6]. в российской 
Федерации на момент начала работы мк спэб в 
гвинейской республике зарегистрированные пре-
параты для выявления в сыворотке крови больных 
антител классов IgM и IgG к вирусу эбола методом 
иФа отсутствовали [3].

целью работы стала разработка набора реаген-
тов для совместного и раздельного выявления анти-
тел классов G и M к вирусу эбола в сыворотке и 
плазме крови человека методом иФа, апробация и 
последующее использование его в период эпидеми-
ческих проявлений бввэ в гвинейской республике 
во время работы лаборатории мк спэб.

материалы и методы

работу проводили с соблюдением требований 
сп 1.3.3118-13 «безопасность работ с микроор-
ганизмами I–II групп патогенности (опасности)», 
«инструкции по мерам профилактики распростра-
нения инфекционных заболеваний при работе в 
клинико-диагностических лабораториях лечебно-
профилактических учреждений» (утв. мз ссср 17 
января 1991 г.).

при разработке тест-системы в качестве анти-
гена использовали наработанный на культуре клеток 
Vero с использованием раствора игла мем с 8–10 % 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
и очищенный в градиенте плотности (10–60 %) са-
харозы при режиме центрифугирования 130000 g 
при 4–6 °с в течение 4 ч штамм вируса эбола заир 
H. sapiens-wt/GIN/2015/Kalidie-Kindia-1022 (депони-
рован в государственной коллекции возбудителей 
вирусных инфекций и риккетсиозов Фбун гнц вб 
«вектор» № V-695).

процедуру постановки непрямого твердофаз-

ного иФа разделили на две стадии. контрольные и 
разведенные в 5 раз исследуемые образцы инкуби-
ровали с антигеном, сорбированным на полистиро-
ловые планшеты. после пятикратной отмывки от 
не связавшегося с антигеном материала проводили 
последующую инкубацию: при скрининге − со сме-
сью конъюгатов против IgG и IgM человека; при 
подтверждении иммунного статуса положительных 
образцов − раздельно в разных лунках планшета с 
каждым из конъюгатов. затем проводили вторую 
пятикратную отмывку от не образовавшего иммун-
ные комплексы конъюгата и визуализацию резуль-
татов иФа путем добавления раствора хромогена. 
вносили стоп-реагент и учитывали результаты реак-
ции на планшетном ридере при длине волны 450 нм.

для выяснения диагностической ценности раз-
работанного набора реагентов и валидации его диа-
гностических и аналитических характеристик сфор-
мировали панель образцов сыворотки и плазмы кро-
ви людей, содержащих и не содержащих антитела к 
вирусу эбола. в качестве положительных образцов 
использовали 139 образцов, собранных на терри-
тории гвинейской республики от больных и пере-
болевших бввэ. отрицательную референс-панель 
собрали из сывороток крови людей, полученных из 
лечебных учреждений гвинеи от больных с установ-
ленным окончательным диагнозом (не бввэ), а так 
же с различными инфекционными болезнями (маля-
рия, крымская геморрагическая лихорадка, лихорад-
ка западного нила, клещевой энцефалит), обратив-
шихся за медицинской помощью в разных городах 
российской Федерации, реконвалесцентов с диагно-
зом «лихорадка марбург», от вакцинированных про-
тив желтой лихорадки, а также здоровых доноров. 
всего в работе использовано 902 образца сывороток 
крови и плазмы (табл. 1).

результаты и обсуждение

на начальном этапе работы для отработки усло-
вий проведения иФа была сформирована рабочая 

Таблица 1

образцы сывороток крови и плазмы людей,  
использованных в исследовании

исследуемый материал количество  
образцов

сыворотки крови больных и переболевших бввэ 
(гвинейская республика)

139

сыворотки крови больных с установленным диа-
гнозом (не бввэ) (гвинейская республика)

214

сыворотки крови больных с различными инфекци-
онными болезнями (российская Федерация)

381

сыворотки крови реконвалесцентов с диагнозом 
«лихорадка марбург» (российская Федерация)

2

сыворотки крови людей, вакцинированных против 
желтой лихорадки (российская Федерация)

23

сыворотки крови здоровых доноров (российская 
Федерация)

143

Всего 902
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панель сывороток, содержащих и не содержащих 
антитела к вирусу эбола, из числа указанных выше. 
в качестве положительных образцов использовали 
5 сывороток крови, полученных в 2015 г. из гвинеи 
от больных лихорадкой эбола с подтвержденным 
клиническим и лабораторным диагнозом. в качестве 
отрицательных образцов – 1 сыворотка крови от ре-
конвалесцента с диагнозом «лихорадка марбург», 2 
сыворотки крови от больных с диагнозом «лихорадка 
западного нила», 2 сыворотки крови от больных с 
диагнозом «крымская геморрагическая лихорадка». 
в процессе работы были подобраны оптимальные 
концентрации антигена, конъюгатов, блокирующих 
растворов, а также условия проведения иФа. 

диагностическую чувствительность определяли 
с использованием экспериментальных серий иФа-
набора при тестировании образцов сыворотки и плаз-
мы крови реконвалесцентов и больных с лабораторно 
подтвержденным диагнозом бввэ. при проведении 
иФа с одновременным применением конъюгатов 
«анти-IgM» и «анти-IgG» положительный результат 
выявлен в 100 % случаев. последующее подтверж-
дение полученных данных при раздельном примене-
нии конъюгатов также показало наличие антител к 
вирусу эбола во всех исследуемых образцах. таким 
образом, диагностическая чувствительность разра-
ботанных препаратов составила не менее 98 % с до-
верительной вероятностью 90 %. 

специфичность определяли при тестировании 
образцов сывороток крови и плазмы от людей с раз-
личными инфекционными болезнями, но не бввэ. 
при исследовании всех образцов зарегистрирован 
отрицательный результат как в вариантах реакции 
одновременного выявления специфических анти-
тел (IgM и IgG), так и при раздельной их детекции. 
диагностическая специфичность составила не ме-
нее 99 %.

проведено сравнение эффективности коммер-
ческого набора реагентов «Human Anti-ZEBOV GP 
IgG» (Alpha Diagnostic Intl. Inc., сШа) и экспери-
ментальной серии разработанного иФа-набора. 
для сравнительных исследований использованы 5 

сывороток крови, полученных в 2015 г. из гвинеи от 
больных бввэ, 1 – от реконвалесцента с диагнозом 
«лихорадка марбург» и 4 – от больных с диагнозом 
«лихорадка западного нила». сыворотки титровали 
с шагом 1:2, начиная с разведения 1:100 и заканчивая 
разведением 1:102400. исследования проводили в 
соответствии с инструкциями по применению. в экс-
периментальной серии разработанного иФа-набора 
использовали конъюгат против IgG человека. 

при проведении тестирования сывороток кро-
ви людей с диагнозом «бввэ» как с использовани-
ем разработанного нами набора, так и с препаратом 
сравнения выявлены антитела класса IgG к вирусу 
эбола. при проведении анализа сывороток крови 
людей с диагнозом «лихорадка марбург» и «лихо-
радка западного нила» во всех случаях получен от-
рицательный результат. проведенные испытания по-
казали, что чувствительность разработанного иФа-
набора выше, чем у набора «HumanAnti-ZEBOV GP 
IgG». результаты приведены в табл. 2.

изучение стабильности набора позволило уста-
новить допустимые колебания значений оптической 
плотности, регистрируемые при тестировании одной 
пробы с использованием разных серий наборов в те-
чение года для всех испытанных образцов. 

при исследовании полной контрольной панели 
(табл. 1) с использованием трех серий разработанно-
го набора, во всех сыворотках крови от больных и пе-
реболевших бввэ обнаружены суммарные антитела 
к вирусу эбола; в пробах от людей с другими инфек-
ционными болезнями и доноров положительных от-
ветов не выявлено, что свидетельствует о 100 % вос-
производимости полученных результатов.

после проведения технических и клинических 
испытаний «набор реагентов для совместного и раз-
дельного иммуноферментного выявления антител 
классов G и M к вирусу эбола «вектор иФа эбола-
AT скрин» зарегистрирован в установленном поряд-
ке (№ рзн 2015/3458). 

набор «вектор иФа эбола-AT скрин» использо-
вали во время работы на базе мк спэб в гвинейской 
республике. при проведении диагностических ис-

Таблица 2

сравнительное изучение эффективности наборов для выявления антител к вирусу Эбола с использованием положительных  
и отрицательных образцов сыворотки крови человека

исследуемые образцы
титр антител к вирусу эбола / набор

экспериментальная серия  
разработанного иФа-набора «Human Anti-ZEBOV GP IgG»

сыворотки крови больных с диагнозом «бввэ» 1:102400 1:800
1:51200 1:800
1:102400 1:1600
1:51200 1:800
1:102400 1:3200

сыворотка крови больных с диагнозом «лихорадка марбург» < 1:100 < 1:100

сыворотки больных с диагнозом «лихорадка западного нила» < 1:100 < 1:100
< 1:100 < 1:100
< 1:100 < 1:100
< 1:100 < 1:100
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следований установлено, что метод иФа позволяет 
выявлять специфические IgM не ранее 7 и не позднее 
180 сут от начала болезни, а IgG − не ранее 12–14 сут 
с момента появления у больного клинических при-
знаков бввэ и в течение последующих двух лет по-
сле выздоровления. также показано, что примерно к 
25-м суткам болезни концентрация антител класса 
м к вирусу эбола в крови достигает максимальных 
значений. высокий уровень антител класса IgG заре-
гистрирован через 28 сут от начала болезни. 

с использованием набора «вектор иФа эбола-
AT скрин» изучены сроки циркуляции специфиче-
ских антител к вирусу эбола в крови реконвалесцен-
тов (табл. 3). у 5 реконвалесцентов, выздоровевших 
6–7 месяцев назад, обнаружены специфические IgG 
в титрах 1:10000–1:100000. два из них содержали 
специфические IgM в титре 1:10. через 1–1,5 года 
уровни антител класса IgG существенно снижались, 
однако продолжали определяться. в результате рабо-
ты показано, что специфические антитела класса IgG 
сохраняются у переболевших бввэ не менее 2 лет 
после начала болезни, что указывает на возможность 
использования данного диагностического препарата 
в ретроспективных исследованиях. 

таким образом, разработанный набор «вектор 
иФа эбола-AT скрин» позволяет выявлять как сум-
марные, так и специфические антитела классов M и 
G к вирусу эбола в сыворотках и плазме крови лю-
дей. показано, что иФа может быть использован как 
дополнительный лабораторный тест при диагностике 
бввэ (в период клинических проявлений и детекции 
рнк вируса в биологических жидкостях больного), 
так и в качестве основного лабораторного метода при 
проведении ретроспективной диагностики.

порядок работы был одобрен этическими коми-

тетами лечебных учреждений, предоставивших об-
разцы для исследования.
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IgM IgG
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