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Согласно обновленной класси-
фикации Международного ко-

митета таксономии вирусов (ICTV) 
семейство Herpesviridae в настоя-
щее время включает около 120 ви-
дов ДНК-вирусов, подразделяемых 
на три подсемейства: α-, β- и γ-гер-
песвирусов [1]. Представители 

этого семейства вирусов различа-
ются по тропности к поражаемым 
ими клеткам макроорганизма, струк-
туре генома, характеру репродук-
ции, молекулярно-биологическим 
и иммунологическим особенно-
стям [2]. Восемь вирусов этого се-
мейства патогенны для человека. 

Из подсемейства α-герпесвирусов 
к числу патогенных относят: вирусы 
простого герпеса 1-го и 2-го типов 
(HSV‑1 и HSV‑2 или human herpes 
virus HHV‑1 и HHV‑2) и вирус ветря-
ной оспы и опоясывающего герпеса 
(VZV или HHV‑3); из β-подсемей-
ства цитомегаловирус (CMV или 
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Резюме
Разработан новый оригинальный отечественный набор реагентов «Лайн-
Блот ВГЧ-профиль» (комплект № 1 — ​IgG и комплект № 2 — ​IgM) для опре-
деления в формате линейного иммуноблоттинга антител к основным 
возбудителям герпесвирусных инфекций (HSV‑1, HSV‑2, VZV, EBV, CMV). 
Проведены предварительные клинические испытания с использованием 
319 сывороток крови ВИЧ-инфицированных (128 шт.), беременных (86 шт.) 
и лиц, проходивших лечение или диагностическое обследование (105 шт.). 
По каждой инфекции проводили исследование в ИФА и линейном имму-
ноблоттинге с новым набором реагентов и его аналогами германского 
производства, что позволило рассчитать показатели диагностической 
информативности разработанного набора по ГОСТ Р 53022.3–2008. Полу-
ченные данные позволили начать регистрацию нового набора реагентов 
«Лайн-Блот ВГЧ-профиль» для синхронного скрининга моноспецифических 
антител к каждому из основных возбудителей герпесвирусных инфекций, 
установления активности проявления инфекционного процесса и сроков 
инфицирования некоторыми из них.
Ключевые слова: герпесвирусные инфекции, линейный иммуноблоттинг, 
ИФА, клиническая информативность.

Summary
A new original domestic kit of reagents Line-Blot HH-profile (kit 
No. 1 — ​IgG and kit No. 2 — ​IgM) was developed to determine 
antibodies to the main pathogens of herpesvirus infections (HSV‑1, 
HSV‑2, VZV, EBV, CMV). Preliminary clinical trials were carried 
out using 319 blood serum-bloodstreams of HIV-infected (128), 
pregnant (86) and individuals undergoing treatment or diagnostic 
examination (105). For each infection, a study was carried out in 
ELISA and linear immunoblotting with a new set of reagents and 
its analogues of German production, which made it possible to 
calculate the indices of the diagnostic information of the developed 
set in accordance with GOST R 53022.3–2008. The data obtained 
allowed the registration of a new set of Line-Blot-HBV-profile re-
agents for synchronous screening of monospecific antibodies to 
each of the main pathogens of herpesvirus infections, establishing 
the activity of the infectious process and the timing of infection 
by some of them.
Key words: herpesviral infections, linear immunoblotting, ELISA, 
clinical informativity.
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HHV 5), вирус герпеса 6-го типа 
(HHV‑6), являющийся возбудите-
лем внезапной экзантемы и ассоци-
ирующийся с синдромом хрониче-
ской усталости и вирус герпеса 7-го 
типа (HHV‑7), также выявляемый 
у больных с синдромом хронической 
усталости; из подсемейства γ вирус 
Эпштейна-Барра (EBV или HHV‑4) 
и вирус герпеса 8-го типа (HHV‑8), 
причастный к возникновению сар-
комы Капоши. Кроме того, имеются 
публикации о том, что вирус герпеса 
обезьян В при поражении человека 
вызывает энцефаломиелит, как пра-
вило, со смертельным исходом [1–3].

По данным ВОЗ, вызываемые гер-
песвирусами заболевания занимают 
второе место после гриппа в качестве 
причины смерти от вирусных инфек-
ций, и этот показатель достигает 
15,8 % [4]. Установлено, что к 18 го-
дам более 90 % жителей городов ин-
фицированы одним или нескольки-
ми герпесвирусами, и у 50 % из них 
ежегодно наблюдаются клинические 
рецидивы заболевания в связи с от-
сутствием защитного иммунитета 
[5, 6, 7].

Сохраняющийся интерес к изу-
чению герпесвирусных инфекций 
обусловлен тем, что они активно 
проявляют себя у лиц с иммуноде-
фицитными состояниями (относятся 
к оппортунистическим инфекциям), 
приводят к развитию нейроинфек-
ций с высоким уровнем инвалиди-
зации (50 %) и летальных исходов 
(20 %)  [8, 9], а также обладают 
высокой онкогенной активностью 
(HSV, CMV, EBV, HHV‑8 и, возможно, 
HHV‑6 [10], а при инфицировании 
беременных способны приводить 
к развитию внутриутробных инфек-
ций и гибели плодов (HSV, CMV) 
[8, 9, 11].

Герпесвирусы способны поражать 
практически все ткани и системы 
органов хозяина (эритроциты, тром-
боциты, лейкоциты и макрофаги), 
где они непрерывно или циклично 
размножаются, обеспечивая посто-
янную готовность к клиническому 
обострению инфекционного про-
цесса (персистенция). Как правило, 
герпесвирусы пожизненно сохра-
няются в орфологически и имму-
нохимически измененной форме 

в нервных клетках регионарных 
(по отношению к месту первичного 
внедрения) ганглиев чувствитель-
ных нервов (латенция). У каждого 
герпесвируса выделяют свой темп 
персистенции и латенции (наиболее 
активными являются HSV1 и HSV2, 
наименее — ​EBV) [12, 13].

Иммунная система человека 
в твет на инфицирование герпесви-
русами реагирует выработкой спе-
цифических антител разных клас-
сов, но это не приводит к полной 
элиминации вирусов из организма. 
Выработка вируснейтрализующих 
антител поддерживается в течение 
всей последующей жизни человека, 
иногда в довольно высоких титрах, 
что препятствует проявлению инфек-
ции, но и не предупреждает возник-
новения клинических рецидивов при 
ослаблении защиты [14–17].

Спектр клинических проявлений 
при герпесвирусных инфекциях за-
висит от локализации патологиче-
ского процесса, его распространен-
ности, состояния иммунной системы 
больного и антигенного типа вируса. 
Заболевания, обусловленные HSV, 
CMV и EBV, рассматривают как 
СПИД-индикаторные в связи с х 
частым обнаружением при этой па-
тологии; кроме того, установлено, 
что многие HHV могут активировать 
ВИЧ, находящийся в стадии провиру-
са, и являются кофакторами прогрес-
сирования ВИЧ-инфекции и СПИДа 
[18]. В последние годы за рубежом 
активно изучают различные аспек-
ты эпидемиологии, клиники и про-
филактики инфекций, вызванных 
относительно малоизвестными гер-
песвирусами человека HHV‑6, HHV‑7 
и HV‑8 [19]. Предполагается участие 
HHV‑6 в этиологии рака, хрониче-
ских демиелинизирующих заболева-
ний центральной нервной системы, 
рассеянного склероза, синдрома 
хронической усталости, внезапных 
экзантем у детей [20].

Одной из основных задач совре-
менной клинической лабораторной 
диагностики является обеспече-
ние достоверной этиологической 
диагностики внутри группы гер-
песвирусных инфекций, особенно 
при наличии неясных клинических 
симптомов заболевания (например, 

неспецифических проявлений хро-
нических форм инфекций, обуслов-
ленных EBV и CMV), а также для 
дифференциальной диагностики 
с другими персистирующими инфек-
циями (хламидийной, иерсиниозной 
и другими) и в случаях выявления 
микст-инфекций.

Современные подходы к этио-
логической диагностике герпесви-
русных инфекций у человека вклю-
чают: вирусологический («золотой 
стандарт»), молекулярно-биологиче-
ский (полимеразная цепная реакция) 
и ерологические методы (иммунофер-
ментный анализ), каждый из которых 
имеет свои показания к применению 
[21, 22].

Выявление в крови пациента 
специфических антител иммуно-
химическими методами не харак-
теризует активность вирусной ин-
фекции, поскольку специфический 
гуморальный ответ при герпесви-
русных инфекциях отражает ин-
фицированность организма пато-
геном, а не защищенность от него. 
Необходимо также учитывать, что 
длительная персистенция возбуди-
телей нередко приводит к иммуно-
супрессии, в результате чего соот-
ветствующие IgM и IgG к антигенам 
вирусов могут не выявляться или 
определяться в невысоких титрах. 
Это обстоятельство снижает инфор-
мативность серологических методов 
при хронических герпесвирусных 
инфекциях, так как не позволяет 
дифференцировать латентную и ро-
ническую инфекции, прогнозировать 
течение заболевания, определять 
тактику терапии больных. Тем не ме-
нее сопоставление серологических 
показателей в динамике (по титру 
определяемых антител в парных 
сыворотках, полученных с интер-
валом 14–21 сутки) важно для уста-
новления этиологического диагноза 
в сложных случаях [21, 22].

Цель настоящего исследования — ​
разработка нового набора реагентов, 
позволяющего в рамках одного лабо-
раторного исследования дифференци-
рованно определять в крови пациента 
антитела к основным возбудителям 
герпесвирусных инфекций человека 
(HSV‑1, HSV‑2. VZV, EBV, CMV).
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Материалы и методы
Для осуществления поставленной 

цели использовали метод линейно-
го иммуноблоттинга (ЛИБ), так как 
указанный формат лабораторного 
исследования позволяет раздельно 
выявить специфические антитела 
одновременно к нескольким возбу-
дителям и дифференцированно оце-
нить вклад каждого антигена в суще-
ствующий гуморальный иммунитет. 
Этот современный метод исследова-
ния является высокоспецифичным 
и высокочувствительным, он основан 
на технологии иммуноферментно-
го анализа (ИФА). Иммуносорбент 
в ЛИБ представлен в виде узких 
нитроцеллюлозных мембран, на ко-
торые в виде отдельных полос на-
несены отобранные специфические 
белки наиболее иммунореактивных 
антигенов соответствующих возбу-
дителей [23–25].

На основании изучения литера-
туры и имеющегося опыта констру-
ирования ИФА наборов для разме-
щения на иммуносорбенте в оставе 
нового ЛИБ набора реагентов были 
использованы очищенные нативные 
и рекомбинантные (rec) антигены 

основных возбудителей герпесви-
русных инфекций: rec мозаичный 
антиген HSV‑1, TRX-гибрид (содер-
жащий иммунодоминантные после-
довательности белка gG‑1), rec моза-
ичный антиген HSV‑2, TRX-гибрид 
(последовательности белка gG‑2), rec 
VZV, TRX-гибрид, (последователь-
ности белка gE), нативный антиген 
VZV, rec антигены EBV (ранний — ​
EA, капсидный — ​VCA и дерный — ​
EBNA), rec мозаичный антиген CMV 
(последовательности белков рр150, 
рр52, рр28 и gB).

Испытания нового набора реаген-
тов проводили с сыворотками кро-
ви 128 ВИЧ-инфицированных лиц 
(МОНИКИ имени М. Ф. Владимир-
ского), 86 беременных (Центр охра-
ны здоровья матери и ребенка имени 
В. И. Кулакова) и 105 лиц, проходив-
ших лечение или обследование (НИИ 
эпидемиологии и микробиологии 
имени Н. Ф. Гамалеи). В качестве 
наборов реагентов сравнения исполь-
зовали разрешенные к применению 
в России тест-системы для определе-
ния в ИФА антител к нтигенам каж-
дого из возбудителей герпесвирусных 
инфекций.

Результаты и обсуждение
В результате проведенных ис-

следований в отделе перспективных 
разработок ЗАО «ЭКОлаб» был 
создан набор реагентов «Лайн-
Блот ВГЧ-профиль» (комплект 
№ 1 — ​IgG, комплект № 2 — ​IgМ). 
Размещение антигенов на стрипах 
представлено на схеме (рис. 1), раз-
личия в структуре иммуносорбента 
в комплектах № 1 и № 2 обусловле-
ны особенностями выявления спе-
цифических IgG и IgM при лабора-
торных исследованиях.

Разработанная процедура лабо-
раторного исследования образцов 
сыворотки или плазмы крови чело-
века осуществляется в следующей 
последовательности:

•	 перед определением антител 
класса М исследуемые образцы 
предварительно обрабатывают 
РФ-сорбентом для удаления ревма-
тоидного фактора и избытка IgG;

•	 готовят рабочее разведение иссле-
дуемых образцов, вносят в реакци-
онные канавки планшета, туда же 
погружают иммуносорбент (стрип 
с нанесенными антигенами); план-
шет инкубируют на горизонталь-
ном шейкере, что обеспечивает об-
разование иммунных комплексов, 
фиксированных в оответствующих 
участках иммобилизации антиге-
нов;

•	 при последующем четырехкратном 
промывании из реакционных ка-
навок и со стрипов удаляются все 
не вступившие в реакцию белки 
исследуемых образцов;

•	 в реакционные канавки вносят 
конъюгат, что приводит к фор-
мированию на стрипах более 
сложных иммунных комплексов, 
не диссоциирующих при после-
дующем промывании, в то время 
как не вступившие в реакцию ком-
поненты удаляются;

•	 исследование завершается добав-
лением субстрата, содержащего 
хромоген и окислитель, инкуба-
цией стрипов и остановкой окис-
лительно-восстановительного 
процесса. В местах локализации 
н стрипах антигенов возбудите-
лей гепресвирусных инфекций 
и на контрольных линиях в ре-
зультате индуцированного восста-

«Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgG» (комплект № 1).     «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgМ» (комплект № 2).

Рисунок 1. Схема нанесения антигенов основных возбудителей герпесвирусных инфекций 
человека для определения специфических IgG и IgM
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новления хромогена происходит 
локальное образование окрашен-
ных формазанов; интенсивность 
окрашивания пропорциональна 
содержанию специфических ан-
тител в испытуемых образцов.
Общее время исследования состав-

ляет 3,5 часа с учетом этапов промы-
вания стрипов между инкубациями. 
Конструкция рамки планшета позво-
ляет проводить дробные постановки 
(от 1 до 8 стрипов), что делает удоб-
ным использование набора как в круп-
ных, так и в небольших лабораториях, 
где поток исследований невелик.

Учет и интерпретация 
результатов исследования

Окрашивание контрольных линий 
(cut off и КВО) позволяет оценить 
правильность проведения процеду-
ры исследования и контроль внесе-
ния образца в реакционную канавку. 
Сопоставление выраженности окраски 
линии cut off с линиями, где нанесены 
антигены возбудителей, оценивает 
содержание специфических антител 
соответствующего класса к антиге-
нам HSV‑1, HSV‑2, VZV, EBV и CMV. 
Менее интенсивное по сравнению 
с cut off окрашивание расценивают 
как отрицательный результат.

Антигены VZV представлены 
двумя и EBV — ​тремя антигенными 
линиями, что направлено на более точ-
ное определение стадии заболевания. 
Дополнительное определение IgG 
к gЕ VZV является маркером активной 
репликации вируса и подтверждает 
острую стадию заболевания, недавно 
перенесенную или бессимптомную 
инфекцию с активным размножением 
вируса. Выявление IgM и (или) IgG 
к разным rec антигенам EBV позво-
ляет уточнить клиническую форму 
течения инфекции по гуморальному 
отклику на капсидные или ядерные 
антигены вируса [4, 26].

Клинические испытания нового 
набора реагентов проведены с 319 
образцами сыворотки крови, в каче-
стве наборов сравнения использовали 
разрешенные к применению в России 
ИФА тест-системы. Результаты, полу-
ченные в отношении каждой из гер-
песвирусных инфекций сведены 
на ис. 1 и 2.

Совпадение показателей для 
положительных, неопределенных 
и отрицательных результатов при 
определении специфических IgG 
составило от 80 до 95 %, а для IgM — ​
от 79 до 91 %. Несовпадающие ре-
зультаты наблюдали при определе-
нии IgM к HSV‑1 в 41, к HSV‑2 в 28, 
к VZV в 12, к VCA EBV в 66 и к CMV 
в 50 случаях и при определении IgG 
к HSV‑1 в 51, к HSV‑2 в 59, к VZV 
в 12, к gE ВВЗ в 28, EBNA EBV в 72, 
EA EBV в 59, VCA EBVв 69 и к CMV 
в 44 случаях.

336 образцов, с которыми на-
блюдались расхождения результатов 
в ИФА и ЛИБ, были дополнитель-
но протестированы в вестерн-бло-
те (WB) с наборами Anti-HSV‑1/
HSV‑2 EUROLINE-WB (IgG), Anti-
HSV‑1/HSV‑2 EUROLINE-WB (IgМ), 

EUROLINE Anti-EBV-Profile 2 (IgG), 
EUROLINE Anti-EBV-Profile 2 (IgМ), 
Anti-CMV (IgG) WESTERNBLOT 
и Anti-CMV (IgM) WESTERNBLOT 
и набором для иммуноферментно-
го анализа (ELISA) производства 
фирмы Euroimmun AG (Германия). 
Полученные данные проанализи-
рованы и приведены на рис. 3 и 4. 
Установлено совпадение результатов 
от 80 до 90 %.

По совокупности совпадающих 
результатов исследования клини-
ческих образцов в ИФА и ЛИБ 
с двумя наборами реагентов разных 
производителей проведена завер-
шающая аттестация клинических 
образцов по содержанию в них спе-
цифических IgG и IgM, а также осу-
ществлены расчет и сравнительная 
оценка показателей клинической 

Рисунок 1. Сопоставление результатов исследования 319 сывороток крови в ИФА-IgG и ЛИБ 
(с набором «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgG»).

Рисунок 2. Сопоставление результатов исследования 319 сывороток крови в ИФА-IgG и ЛИБ 
(с набором «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgM»).
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информативности (клинической 
чувствительности, специфичности 
и диагностической эффективности) 
разработанного набора реагентов 
(табл. 1 и 2).

Как видно из данных таблицы, 
разработанный набор реагентов 
«Лайн-Блот ВГЧ-профиль» име-
ет высокие показатели диагно-
стической информативности, они 

соответствуют современным тре-
бованиям и разрешенным к приме-
нению наборам реагентов сравне-
ния отечественного и зарубежного 
производства.

Выводы
Разработан оригинальный на-

бор реагентов «Лайн-Блот ВГЧ-
профиль» (комплект № 1 — ​IgG 

и комплект № 2 — ​IgM), предна-
значенный для синхронного диф-
ференцированного скрининга ан-
тител к антигенам герпесвирусных 
инфекций человека. Применение 
нового набора в практике здраво-
охранения позволит в рамках одного 
исследования достоверно определять 
состояние гуморального иммунитета 
пациента дифференцированно в от-
ношении специфических антигенов 
основных возбудителей герпесви-
русных инфекций человека (HSV‑1, 
HSV‑2, VZV, EBV, CMV), а акже 
устанавливать сроки инфицирова-
ния в отношении VZV.

Клинические испытания показа-
ли высокую диагностическую ин-
формативность определения IgG 
(91,0–100 %) и IgM (98,4–100 %) 
с использованием набора реаген-
тов «Лайн-Блот ВГЧ-профиль», что 
позволяет представить его к реги-
страции в оссийской Федерации 
в качестве медицинского изделия 
для применения в учреждениях 
здравоохранения.
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