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Новая тест-система для выявления  
РНК вируса гепатита Е методом ПЦР  
в режиме реального времени
A Novel RT-QPCR Based Approach for Detection  
of Human Hepatitis E Virus in Biological Samples

______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Цель. Разработка новой тест-системы для выявления РНК вируса гепатита Е в различных 
типах биологического материала. 
Материалы и методы. В исследовании использовались образцы биологического материа-
ла, включающие цельную кровь, плазму и сыворотку крови, мочу, желчь и фекалии, от 97 па-
циентов, 79 свиней, 28 диких кабанов, 40 оленей, 359 кроликов, из панели положительных и 
отрицательных образцов, подготовленной в течение 2017–2021 гг. Выбор потенциальных ре-
пликонов и анализ нуклеотидных последовательностей ВГЕ (3-й тип), полученных из GenBank, 
выполняли с помощью программного обеспечения MEGA X. Дизайн и анализ пригодности 
олигонуклеотидных праймеров для проведения ПЦР-РВ осуществляли с помощью on-line сер-
висов Primer3 и OligoAnalyzer3.1. 
Результаты. В результате дизайна олигонуклеотидных праймеров и модификации опреде-
ленных сайтов вырождениями был получен комплект кандидатов, включающий прямой/об-
ратный праймеры и зонд, которые обладали существенно более высокой специфичностью в 
отношении изучаемых последовательностей ВГЕ. Расчетная специфичность для детекции вы-
бранных для изучения полногеномных последовательностей составила 490/525 (93,3±0,42%, 
p<0,001). При использовании разработанного нами набора реагентов для ОТ-ПЦР-РВ РНК ВГЕ 
была выявлена в 66,7%, в то время как применение коммерческого набора RealStar®_HEV_RT-
PCR_Kit_2.0 позволило обнаружить РНК ВГЕ в 50% образцов, а гнездовой ПЦР – 40%. Из всех 
положительных образцов, полученных с помощью гнездовой ПЦР, коммерческим набором 
было подтверждено 75%, тогда как 83% подтверждений было получено с помощью разрабо-
танного ОТ-ПЦР-РВ. 
Заключение. Внесенные изменения в последовательности праймеров и зонда увеличили 
аналитическую специфичность разработанной нами тест-системы.
Ключевые слова: вирусный гепатит Е, ПЦР в режиме реального времени, тест-система.
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	� ВВЕДЕНИЕ
Гепатит является глобальной проблемой здравоохранения боль-

шинства стран мира. Обычно он развивается как следствие вирусных 
инфекций, однако и другие неинфекционные причины, такие как ау-
тоиммунные заболевания, токсины, алкоголь и лекарства, также могут 
приводить к гепатиту [1]. К настоящему времени известно 5 основных 
типов вирусных гепатитов, называемых гепатитами A, В, С, D, E. Вирус 
гепатита Е (ВГЕ) является этиологическим агентом инфекции гепатита 
Е (ГЕ) – одной из ведущих причин острого и хронического воспаления 
печени. Буква «Е» в названии болезни означает связь с эпидемиями и 
энтеральным путем передачи. Это одноцепочечный РНК-вирус с по-
зитивной полярностью, относящийся к виду Orthohepevirus  A рода 
Orthohepevirus семейства Hepeviridae. 

ВГЕ – небольшой икосаэдрический вирус без оболочки диаметром 
27–34 нм [2].  Он содержит одноцепочечный геном с положительной 
смысловой РНК размером 7,2 kb. ВГЕ является квазиоболочечным виру-
сом, поскольку существует в двух вариантах. В крови вирион ВГЕ заклю-
чен в экзосомальные мембраны клетки хозяина, а как «голая» частица 
выделяется из желчи и кала [3]. Геном ВГЕ содержит 3 открытые рамки 
считывания (ОРС). ОРС1 кодирует неструктурные белки, в том числе ви-
русную полимеразу, ОРС2 – белки капсида, а ОРС3 – небольшой ассо-
циированный с цитоскелетом белок, участвующий в секреции вириона 
за счет своей потенциальной активности в работе ионного канала [4]. 
ОРС2 и ОРС3 частично перекрываются на 5’-конце.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Purpose. To develop a new test system for the detection of hepatitis E virus (HEV) RNA in various 
types of biological samples. 
Materials and methods. In the study, there were used the whole blood, plasma and serum, urine, 
bile and feces from 97 patients, 79 domestic pigs, 28 wild boars, 40 deer, 359 rabbits from the panel 
of positive and negative samples prepared during the period 2017-2021. The selection of potential 
replicons and analysis of the nucleotide sequences of HEV (genotype 3) obtained from GenBank were 
performed using the MEGA X software. The design and analysis of the suitability of oligonucleotide 
primers for RT-PCR were performed using the online services Primer3 and OligoAnalyzer3.1.
Results. As a result of the design of oligonucleotide primers and the modification of certain sites 
by degeneracy, a set of candidates was obtained, including forward / reverse primers and a probe, 
which had a significantly higher specificity for the studied HEV sequences. The calculated specificity 
for detection of the whole genome sequences selected for the study was 490/525 (93.3% ± 0.42 p 
<0.001). When using the test system developed by us, HEV was detected in 66.7%, while the use of 
the commercial kit "RealStar®_HEV_RT-PCR_Kit_2.0" let to detect HEV RNA in 50% of the samples 
and nested PCR – in 40%. Of all positive samples obtained by the nested PCR, 75% were confirmed 
by the commercial kit, and 83% of the confirmations were obtained using the developed test system.
Conclusion. Thus, our changes in the sequence of primers and probe increased the analytical 
specificity of the test system we developed.
Keywords: Viral hepatitis E, real-time PCR, test system.
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Известно, что 8 генотипов ВГЕ (ВГЕ-1 – ВГЕ-8) инфицируют млекопи-
тающих и классифицируются на основе различий в последовательности 
ОРС2. Все выявленные генотипы ВГЕ относятся к одному серотипу [5]. 
ВГЕ-1 и ВГЕ-2 являются патогеном только человека и причиной эпиде-
мических вспышек в эндемичных районах Африки, Америки и Азии [6]. 
ВГЕ-3 и ВГЕ-4 инфицируют животных, но также могут передаваться че-
ловеку, вызывая зоонозные инфекции. Географически ВГЕ-3 вызывает 
спорадические случаи во всем мире, включая Республику Беларусь [7]. 
ВГЕ-4 преобладает в Юго-Восточной Азии. ВГЕ-5 и ВГЕ-6 заражают в ос-
новном диких кабанов. ВГЕ-7 – это недавно открытый генотип, который 
был идентифицирован в Объединенных Арабских Эмиратах. Считается, 
что ВГЕ-7 заражает в первую очередь одногорбых верблюдов, посколь-
ку впервые был обнаружен в фекалиях этих животных. Однако такая же 
последовательность генома вируса была выделена из фекалий пациента 
с острым гепатитом, что позволяет предположить, что ВГЕ-7 может ин-
фицировать как человека, так и верблюдов. Похожим образом ВГЕ-8 был 
идентифицирован у двугорбых верблюдов в Китае, но на сегодняшний 
день вирусные последовательности ВГЕ-8 у людей обнаружены не были.

В более чем 90% случаев ВГЕ-инфекция протекает бессимптомно и 
проходит без лечения. Однако в иных случаях ВГЕ сопровождается ти-
пичными симптомами острого гепатита, такими как желтуха, тошнота, 
рвота и гепатоспленомегалия, а также повышенной активностью транс-
аминаз сыворотки крови, отражающей поражение печени [8]. Кроме 
того, хроническая ВГЕ-инфекция, которая наиболее часто вызывается 
ВГЕ-3, была обнаружена у пациентов с сопутствующими заболеваниями, 
включая хронические заболевания печени, гематологические злокаче-
ственные новообразования, а также иммунодефицитные состояния. 

Во время эпидемий фульминантный гепатит Е непропорционально 
часто возникает у беременных в 3-м триместре. В то время как в общей 
популяции смертность от гепатита Е колеблется от 0,1 до 4%, среди 
женщин в 3-м триместре при беременности она может составлять от 
10 до 50% [8]. Точный механизм, ответственный за непропорциональ-
но высокую смертность среди беременных женщин, не изучен, однако 
есть предположение, что это вызвано возможностью репликации ВГЕ 
в мезенхимальных стромальных клетках эндометрия [10]. Причины 
смерти беременных включают молниеносную печеночную недостаточ-
ность и акушерские осложнения, в том числе обильное кровотечение.  
ВГЕ-инфекция, вызванная вирусом 1-го генотипа, во время беременно-
сти также обусловливает неблагоприятные исходы для плода, включая 
выкидыш, преждевременные роды и мертворождение [11].

ВГЕ-1 и ВГЕ-2 передаются фекально-оральным путем, ВГЕ-3 и ВГЕ-4 –  
при прямом контакте с больными животными, при употреблении в 
пищу мяса и печени инфицированных диких и домашних животных, не 
прошедших достаточную термическую обработку, а также продуктов 
питания, изготовленных из них [12]. Термическая обработка ВГЕ в куль-
туре клеток при 90 °C в течение 1 мин или при 70 °C в течение 10 мин 
полностью инактивирует патоген [13]. Однако результаты, полученные 
Barnaud E. и др. [14], показывают, что ВГЕ относительно стабилен в пи-
щевых продуктах и для полной инактивации ВГЕ в свиной печени тре-
буется термическая обработка при 70 °C в течение как минимум 20 мин. 
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Случайная передача ВГЕ-инфекции при переливании крови была за-
регистрирована в нескольких странах, включая Японию, Великобрита-
нию, Францию, Данию и Саудовскую Аравию. Изучение донорской плаз-
мы показало, что 0,012% шведских и 0,022% немецких доноров были 
ВГЕ-РНК-положительными [15]. Угроза, которую представляет передача 
ВГЕ-3 как от продуктов крови, так и от донорских органов, привела к 
введению в Великобритании всеобщего скрининга для снижения риска 
передачи ВГЕ [16].

Регистрация числа случаев гепатита E в развитых странах, таких как 
страны Европы, Япония и США, дает лишь ограниченную информацию 
о распространенности инфекции ВГЕ среди населения. Течение ин-
фекции ВГЕ-3 или ВГЕ-4 преимущественно бессимптомное, поэтому на-
дежные эпидемиологические данные о распространенности ВГЕ могут 
быть собраны только путем определения антител, специфичных к ВГЕ.  
В этом отношении следует учитывать, что ВГЕ не всегда диагносцируется 
как причина гепатита. Расчетная заболеваемость ВГЕ в репрезентатив-
ной выборке из общей популяции жителей Германии составляет 0,39%  
(95% ДИ 0,36–0,42) [17].

На основании клинических проявлений и результатов биохимиче-
ских исследований крови и мочи можно только распознать начало и 
стадию ВГЕ-инфекции.  Постановка диагноза ГЕ требует оптимального 
сочетания серологических и молекулярно-генетических методов, ос-
нованных на технологии амплификации нуклеиновых кислот, как для 
подтверждения инфекции, так и для мониторинга реакции на лечение 
у хронически инфицированных пациентов.  С учетом относительно 
короткого периода виремии ВГЕ, который не всегда сопровождается 
появлением симптомов, постановка диагноза гепатита Е является не-
простой задачей. В качестве основных инструментов диагностики ВГЕ 
образцы сыворотки используются для обнаружения РНК ВГЕ и спец-
ифических антител против белка вирусного капсида (ОРС2). 2 сероло-
гических маркера являются доступными для выявления (рис. 1): 1-й – 
это иммуноглобулин класса М (IgM) к ВГЕ, который указывает на острую 
фазу инфекции; 2-й – IgG к ВГЕ, который свидетельствует о текущей ин-
фекции, в том случае если выявляется вместе с анти-ВГЕ IgM, или про-
шлом контакте с вирусом (анамнестические антитела), когда он обнару-
живается отдельно.

Серологические тесты выявления анти-ВГЕ IgM и IgG относительно 
просты в выполнении и менее дороги, чем тесты выявления РНК. Од-
нако доступные диагностические тест-системы разных производителей 
отличаются по аналитическим характеристикам с точки зрения чув-
ствительности и специфичности.  На основании многих исследований 
коммерческие тесты ИФА демонстрируют очевидные расхождения в 
результатах, несмотря на использование для анализа одних и тех же 
образцов биологического материала [18]. Кроме того, результаты ИФА 
могут быть противоречивыми и неубедительными из-за перекрестной 
реактивности с другими вирусами, например с цитомегаловирусом и 
вирусом Эпштейна – Барр [19]. 

Выявление РНК ВГЕ в сыворотке (плазме) крови, моче, желчи и стуле 
является единственным диагностическим тестом для верификации диа-
гноза, когда серологическое исследование трудно интерпретировать  
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Рис. 1. Диагностические маркеры гепатита Е [20]

Fig. 1. Diagnostic markers of hepatitis E [20]

у пациентов с ослабленным иммунитетом. Он незаменим при выявле-
нии ВГЕ в продуктах питания и объектах окружающей среды, а также для 
генотипирования образцов вируса при эпидемиологических исследо-
ваниях.

Обнаружение РНК признается золотым стандартом диагностики ВГЕ. 
Оптимальным методом выявления РНК ВГЕ считается метод полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Он 
является высокочувствительным и доступным с точки зрения наличия 
оборудования для его проведения. В то же время зарегистрированный 
в Республике Беларусь коммерческий набор для проведения этого ис-
следования HEV RT-PCR Kit 2.0 (RealStar®, Altona, Германия) является не-
доступным большинству лабораторий из-за высокой стоимости. Вместе 
с тем существует практика использования аналогичных тест-систем, 
разработанных в рамках национальных систем лабораторной диагно-
стики (in-house) [21]. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработка нового набора реагентов отечественного производства, 

имеющего более высокую специфичность в отношении выявления воз-
будителя гепатита Е, с его использованием для расширения спектра 
диагностических возможностей лабораторий при выявлении РНК ВГЕ 
из образцов биологического материала и импортозамещения коммер-
ческого аналога.
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	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовались образцы биологического материа-

ла, включающие цельную кровь, плазму и сыворотку крови, мочу, желчь 
и фекалии, от 97 пациентов, 79 свиней, 28 диких кабанов, 40 оленей, 359 
кроликов, из панели положительных и отрицательных образцов, подго-
товленной в течение 2017–2021 гг. 

Выбор потенциальных репликонов и анализ нуклеотидных последо-
вательностей ВГЕ-3, полученных из GenBank [22], выполняли с помощью 
программного обеспечения MEGA X [23]. Дизайн и анализ пригодности 
олигонуклеотидных праймеров для проведения ПЦР-РВ осуществляли с 
помощью on-line сервисов Primer3 [24] и OligoAnalyzer3.1 [25].

В исследовании применялись 2 независимых референсных метода 
выявления РНК вируса гепатита Е в различных образцах биологиче-
ского материала, включая мочу, кал, цельную кровь, сыворотку, плаз-
му и желчь. В обоих случаях для выделения РНК вируса использовали 
набор реагентов РНК Viral RNA+DNA Preparation Kit – Column Kit (Jena 
Bioscience GmbH, Германия). В процессе выделения учитывались реко-
мендации инструкции производителя набора. 

1-й метод основан на ПЦР в режиме реального времени и реа-
лизовывался с использованием набора реагентов HEV RT-PCR Kit 2.0 
(RealStar®, Altona Diagnostics GmbH, Германия). 2-й метод основан на 
классической ПЦР и разделении продуктов амплификации в агарозном 
геле [26]. Для повышения чувствительности в данном методе использо-
ван принцип гнездовой (nested) ПЦР.

Для выделения РНК вируса гепатита Е в рамках разработки и оп-
тимизации in-house ПЦР-тест-системы использовали набор реагентов 
«АртРНК MiniSpin» (ООО «АртБиоТех», Беларусь) согласно протоколу 
производителя. Синтез кДНК проводили раздельно с ПЦР-РВ с исполь-
зованием случайных гексамеров и набора реагентов ArtMMLV Total 
(ООО «АртБиоТех», Беларусь) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. На 1 реакцию обратной транскрипции использовали 10 мкл 
раствора общей фракции РНК после выделения. Контроль целостности 
выделенной РНК, а также нормировка концентраций не проводились 
ввиду высокой гетерогенности типов образцов, малого выхода РНК и 
относительно высокой стабильности вирусной РНК. 

Для проведения реакции использовали реагенты производства 
ОДО «Праймтех», Беларусь, – «PrimeTaq ДНК-полимераза, с буферами» и 
«Смесь дНТП (dNTPs) для ПЦР, 10×». Наборы олигонуклеотидов, исполь-
зуемых в качестве прямых и обратных праймеров и зонда с метками 5’– 
FAM– OLIGO –BНQ1 – 3’ для проведения ПЦР-РВ, были изготовлены ОДО 
«Праймтех», Беларусь, по индивидуальному заказу. Применялись при-
боры ДТ-322 («ДНК-Технология», РФ), CFX96, CFX96touch и CFX connect 
(Bio-Rad, США).

Оптимизацию ПЦР проводили с использованием обобщенного об-
разца кДНК, полученного путем смешивания 10 позитивных образцов 
на основании данных референсных методов. Обобщенный образец до-
бавляли в состав реакционных смесей с использованием 2 разных ком-
плектов олигонуклеотидов в равных объемах. Выбор оптимальной тем-
пературы отжига/элонгации ПЦР-РВ проводили с использованием тем-
пературного градиента 56,0–66,0 оС с точками 56,0; 56,7; 58,0; 60,0; 62,4; 
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64,3; 65,5 оС. Объем реакционной смеси составлял 25 мкл. Реакционные 
смеси содержали: хлорид магния (концентрация 2 ммоль/л), смесь 4 де-
зоксинуклеотидтрифосфатов (концентрация каждого 0,1 ммоль/л), оли-
гонуклеотиды, включая зонд для ПЦР-РВ (концентрация 500 нмоль/л), 
1,25 ед. термостабильной Taq ДНК-полимеразы с соответствующим бу-
ферным раствором. Режим термоциклирования: +95 оС – 2 мин, затем 50 
циклов: +95 оС – 5 с, температурный градиент – 55 с. Детекция осущест-
влялась по каналу FAM после каждого цикла амплификации.

Диагностическую чувствительность и специфичность определяли с 
использованием методики построения кривых оперативных характери-
стик (ROC-кривых) с помощью компьютерной программы для сбора и 
статистической обработки биомедицинских данных MedCalc 19.

Полученные результаты обрабатывали с применением методов ва-
риационной статистики. Для качественных переменных определяли 
абсолютную частоту на 100 исследований и относительную частоту (%) 
от общего числа случаев в исследуемой группе. Оценку достоверности 
разности сравниваемых величин проводили на основании величины 
критерия Стьюдента (t), для чего рассчитывали частоту встречаемости 
признака, средние значения и значения ошибки репрезентативности. 
Различия считали достоверными при p<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наиболее консервативной областью последовательности генома 

ВГЕ является область перекрытия двух рамок считывания генетической 
информации – ОРС2 и ОРС3 [27]. Проанализированы 525 полногеном-
ных последовательностей ВГЕ, в том числе все референсные, рекомен-
дованные Smith D.B. и соавторами для 3-го генотипа [28], из более чем 
800, имеющихся в базе NCBI. В том числе 67 изолятов, полученных из 
организма домашних свиней, 20 – из организма дикого кабана, 3 – из 
организма мангуста, 238 – из организма человека и 197 – из клеточной 
культуры. На основании проведенного анализа в качестве целевой для 
репликона, используемого для разработки ПЦР-РВ, был выбран участок 
длиной 73 н. о., имеющий локализацию с 5259 по 5332 в соответствии с 
нумерацией позиций нуклеотидов по штамму ВГЕ Burma (код доступа 
в базе данных GenBank M73218). Выбранные последовательности были 
проверены на наличие гомологии в геноме человека, других млекопи-
тающих и микроорганизмов с помощью сервиса NCBI Blast. Совпадений 
вне генома ВГЕ, за исключением искусственных рекомбинантных кон-
струкций и предикторов, выявлено не было.

В доступной литературе содержится информация об использовании 
этого участка генома в рамках дизайна праймеров для использования в 
ПЦР-РВ [29]. В то же время проведенные нами исследования указывают 
на недостаточную специфичность используемых праймеров. При ви-
зуальном сравнении последовательностей праймеров и выровненных 
полногеномных последовательностей генома вируса нами установле-
но, что 239 из 525, т. е. только 45,5±0,29%, последовательностей могут 
быть детектированы данным комплектом олигонуклеотидов (табл. 1). 

В результате внесенных правок в последовательности олигонуклео-
тидов, в том числе путем включения в последовательность вырожденных  
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участков и незначительного смещения по длине последовательности 
к 5’-концу, был получен комплект кандидатов, включающий прямой/
обратный праймеры и зонд, которые обладали существенно более 
высокой специфичностью в отношении изучаемых последователь-
ностей ВГЕ. Расчетная специфичность для детекции выбранных для 
изучения полногеномных последовательностей составила 490/525 
(93,3±0,42%, p<0,001). Таким образом, внесенные изменения в после-
довательности увеличили аналитическую специфичность праймеров 
более чем в 2 раза (табл. 2). 

При изучении одного и того же образца биологического материала, 
являющегося смесью нескольких положительных проб от разных паци-
ентов и животных, с помощью 3 разных наборов, включающих разные 
праймеры, получены результаты, представленные на рис. 2. 

На основании анализа запуска 3 реакций установлено, что ПЦР-РВ 
с использованием набора реагентов in-housе с набором оптимизиро-
ванных праймеров (табл. 2) имеет наименьший показатель цикла ам-
плификации, составляющий 24,1, что свидетельствует о более высокой  

Таблица 1
Комплект праймеров, ориентированных на ОРС2/ОРС3, используемых в коммерческих наборах 
при проведении ПЦР-РВ, и их специфичность относительно изученных 525 выровненных 
полногеномных последовательностей ВГЕ [30]

Тип Последовательность и метки Специфичность, %
Прямой 5’ – GGTGGTTTCTGGGGTGAC – 3’ 50,7±0,31
Зонд 5’ – FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-MGB – 3’ 93,1±0,42
Обратный 5’ – AGGGGTTGGTTGGATGAA – 3’ 98,1 ±0,43

Table 1
A set of ORF2 / ORF3-oriented primers used in commercial kits for RT-PCR, and their specificity relative to the studied 525 aligned genome-
wide HEV sequences [30]

Type Sequence Specificity, %

Forward 5’ – GGTGGTTTCTGGGGTGAC – 3’ 50.7±0.31

Probe 5’ – FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-MGB – 3’ 93.1±0.42

Reverse 5’ – AGGGGTTGGTTGGATGAA – 3’ 98.1 ±0.43

Таблица 2
Оптимизированный комплект праймеров, используемых для проведения ПЦР-РВ, и их 
специфичность относительно изученных 525 выровненных полногеномных последовательностей 
ВГЕ

Тип Последовательность и метки Специфичность, %
Прямой 5’ – GCRGTGGTTTCTGGGGTG – 3’ 98,3±0,43, р<0,001

Зонд 5’ – FAM- GGYTGATTCYCAGCCCTT- BHQ1 – 3’ 96,4±0,43, p<0,05

Обратный 5’ – AAGGGGTTGGTTGGATGA – 3’ 98,1±0,43, р=0

Table 2
Optimized set of primers used for RT-PCR and their specificity relative to the studied 525 aligned genome-wide HEV sequences

Type Sequence Specificity, %

Forward 5’ – GCRGTGGTTTCTGGGGTG – 3’ 98.3±0.43, р<0.001

Probe 5’ – FAM- GGYTGATTCYCAGCCCTT- BHQ1 – 3’ 96.4±0.43, p<0.05

Reverse 5’ – AAGGGGTTGGTTGGATGA – 3’ 98.1±0.43, р=0
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Рис. 2. Результаты запусков ПЦР-РВ для выявления РНК ВГЕ в обобщенном образце с 
использованием разных наборов реагентов: А – набор HEV RT-PCR Kit 2.0 (RealStar®, Altona 
Diagnostics GmbH, Германия) со встроенными праймерами неизвестной последовательности;  
B – in-housе набор реагентов с использованием стандартных праймеров (табл. 1); C – in-housе 
набор реагентов с использованием оптимизированных праймеров (табл. 2)

Fig. 2. Results of RT-PCR runs for detecting HEV RNA in a generalized sample using different reagent kits: A - HEV RT-PCR Kit 2.0 (RealStar®, 
Altona Diagnostics GmbH, Germany) with embedded primers of unknown sequence; B - "in house" set of reagents using standard primers 
(Table 1); C - "in house" set of reagents using optimized primers (Table 2)
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Рис. 3. Электрофореграмма результатов гнездовой ПЦР: 1–25 – номера образцов (табл. 3);  
М – дорожка маркера молекулярного веса

Fig. 3. Electropherogram of the nested PCR results: 1–25 – sample numbers (Table 3), M – molecular weight marker lane

1 16M M6 22M M3 175 2112 2510 2414 2315

эффективности реакции и, как следствие, более высокой ее чувствитель-
ности, и явилось критерием его выбора для дальнейших исследований. 

В целях определения диагностической надежности метода, реализу-
емого с применением разработанного экспериментального набора ре-
агентов, была проведена сравнительная оценка с двумя референсными 
системами для выявления РНК ВГЕ (рис. 3, табл. 3). 

Таблица 3
Результаты выявления РНК ВГЕ в различных образцах биологического материала, полученного  
от человека и животных, разными наборами для проведения ПЦР-РВ

№ образца Тип образца Гнездовая ПЦР RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 in-house ВГЕ
1 Кал пациента + + +
2 Кал пациента – – +
3 Свиная желчь + – –
4 Кровь пациента – + –
5 Сыворотка пациента + + +
6 Сыворотка пациента + + +
7 Моча пациента – – +
8 Кал пациента – + +
9 Моча пациента – – –
10 Моча пациента + + +
11 Кал пациента – + +
12 Кал пациента + + +
13 Сыворотка пациента – – –
14 Свиная желчь – – –
15 Свиная желчь – – –
16 Свиная желчь + – +
17 Свиная желчь + + +
18 Желчь пациента – + +
19 Кровь пациента – – +
20 Кровь пациента – – –
21 Плазма пациента + + +
22 Плазма пациента + – +
23 Сыворотка пациента + + +
24 Кровь пациента – – +
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Таблица 4
Показатели ROC-анализа результатов сравнительной оценки диагностической чувствительности 
наборов для проведения ПЦР-РВ 

Анализируемая переменная RealStar®_HEV_RT-
PCR_Kit_2.0 in-house ПЦР-РВ ВГЕ

Классификационная переменная Гнездовая ПЦР
Объем выборки 30
Положительная группа 12 (40,00%)
Отрицательная группа 18 (60,00%)
Площадь под кривой ROC (AUC)  0,708 0,708
Среднеквадратическая ошибка (Делонг и др. 1988) 0,0868 0,0736
z-статистика 2,401 2,832
Уровень значимости p 0,0164 (p<0,05) 0,0046 (p<0,01)
Чувствительность 75,00 91,67
Специфичность 66,67 50,00

Table 3
Results of detecting HEV RNA in various samples of biological material obtained from humans and animals with different kits for RT-PCR

Sample No. Sample type Nested PCR RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 in-house HEV
1 Patient’s feces + + +
2 Patient’s feces – – +
3 Pork bile + – –
4 Patient’s blood – + –
5 Patient’s serum + + +
6 Patient’s serum + + +
7 Patient’s urine – – +
8 Patient’s feces – + +
9 Patient’s urine – – –
10 Patient’s urine + + +
11 Patient’s feces – + +
12 Patient’s feces + + +
13 Patient’s serum – – –
14 Pork bile – – –
15 Pork bile – – –
16 Pork bile + – +
17 Pork bile + + +
18 Pork bile – + +
19 Patient’s blood – – +
20 Patient’s blood – – –
21 Patient plasma + + +
22 Patient plasma + – +
23 Patient serum + + +
24 Patient’s blood – – +
25 Patient’s blood – + +
26 Wild boar feces – – –
27 Wild boar feces – – –
28 Wild boar feces – + +
29 Wild boar feces + + +
30 Wild boar feces – – –

Окончание таблицы 3 

№ образца Тип образца Гнездовая ПЦР RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 in-house ВГЕ
25 Кровь пациента – + +
26 Кал дикого кабана – – –
27 Кал дикого кабана – – –
28 Кал дикого кабана – + +
29 Кал дикого кабана + + +
30 Кал дикого кабана – – –
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При использовании новой, разработанной нами тест-системы in-
house ПЦР-РВ ВГЕ в 20 образцах из 30 исследованных (66,7%) была 
выявлена РНК ВГЕ, в то время как применение коммерческого набора 
RealStar®_HEV_RT-PCR_Kit_2.0 позволило выявить РНК ВГЕ в 15 образцах 
из 30 исследованных (50%). При проведении анализа методом гнездовой  

Рис. 4. ROC-кривая сравнения диагностической чувствительности и специфичности моделей 
выявления ПЦР-РВ в сравнении с гнездовой ПЦР

Fig. 4. ROC-curve of comparison of the diagnostic sensitivity and specificity of the models for detecting RT-PCR in comparison with nested PCR

Table 4
Indicators of ROC analysis of the results of comparative assessment of the diagnostic sensitivity of kits for RT-PCR

Analyzed variable RealStar®_HEV_RT-PCR_Kit_2.0 «In house» Real-time PCR HEV

Classification variable Nested PCR

Sample size 30 30

Positive group 12 (40.00%)

Negative group 18 (60.00%)

Area under the ROC (AUC) 0.708 0.708

Root mean square error (Delong et al. 1988) 0.0868 0.0736

z-stat 2.401 2.832

Significance level p 0.0164 (p <0.05) 0.0046 (p <0.01)

Sensitivity 75.00 91.67

Specificity 66.67 50.00
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ПЦР положительными на РНК ВГЕ были лишь 12 образцов из 30 исследо-
ванных (40%). Из 12 положительных образцов, полученных с помощью 
гнездовой ПЦР, коммерческим набором было подтверждено 9 (75%),  
и 10 (83%) подтверждений было получено новым in-house ПЦР-РВ ВГЕ 
набором реагентов. Результаты ROC-анализа исследуемых моделей 
представлены в табл. 4 и на рис. 4.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанный в ходе исследования набор реагентов для выявле-

ния РНК методом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени обладает более высокой чувствительностью в отношении 
диагностики ВГЕ, чем коммерческий набор реагентов RealStar®_HEV_RT-
PCR_Kit_2.0, зарегистрированный в Республике Беларусь. Новый набор 
в полной мере состоит из компонентов, произведенных в Республике 
Беларусь, и является существенно более дешевым аналогом. Дальней-
шие исследования, необходимые для совершенствования конструкции 
и эффективности использования разработанного набора, позволят за-
вершить работу по его регистрации и улучшить эффективность отече-
ственных лабораторий по выявлению РНК ВГЕ в биологическом матери-
але, полученном от человека и животных, а также в образцах из пище-
вых продуктов и объектов окружающей среды.
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