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В результате применения экспериментальных тест-систем ИФА-IgM-денге, ИФА-IgM-ЗН и ИФА-IgM-КЭ при об-
следовании сывороток крови больных лихорадкой Денге (ЛД), лихорадкой Западного Нила (ЛЗН) и клещевым энцефа-
литом (КЭ) установлена возможность четкой дифференциальной диагностики этих родственных флавивирусных 
инфекций. Применение ИФА-IgG тест-систем не обеспечивает такой возможности по причине выраженных пере-
крестных реакций группоспецифических IgG-антител.
В статье приводятся данные о динамике IgM- и IgG-антител у больных лихорадкой Денге. Обнаружение специфи-
ческих IgG в первые дни заболевания может указывать на вторичный характер инфицирования и возможность раз-
вития геморрагического синдрома.
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As a result of the application of experimental test systems "ELISA-IgM-dengue", "ELISA-IgM-WN" and "ELISA-IgM-TBE" 
when examining sera from patients with dengue fever (DF), West Nile fever (WNF) and tick-borne encephalitis (TBE) there 
was  established the possibility of a clear differential diagnosis of these related flavivirus infections. Application of the ELISA-
IgG test systems fail to provide such an opportunity due to cause of pronounced cross-reactions of group-IgG antibodies. In 
the article there are presented  data on dynamics of IgM and IgG antibodies in patients with dengue fever. Detection of specific 
IgG in the first days of the disease may indicate to a secondary nature of infection and the possibility of the development of 
hemorrhagic syndrome.
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За последние 10 лет заболеваемость лихорад-
кой Денге (ЛД) выросла примерно в 30 раз. Сре-
ди 2,5 млрд человек, проживающих в эндемичных 
районах мира, ежегодно регистрируется до 100 млн 
больных классической формой этого заболевания и 
500 тыс. больных ЛД с геморрагическим синдро-
мом (ГЛД) [1].

В связи с развитием массового туризма уча-
стились случаи завоза этого заболевания на неэн-
демичные территории, в том числе и в РФ [2]. За 
последние годы среди больных, госпитализирован-
ных в Инфекционную клиническую больницу № 1  
нами верифицировано 157 случаев ЛД [3]. Име-
ется информация о случаях ЛД в Тюмени, Санкт-
Петербурге, Новосибирске, Омске, Хабаровске и 

Приморском крае [4, 5]. Эти данные указывают на 
необходимость создания отечественных ИФА тест-
систем для ранней диагностики ЛД. Метод ИФА-
IgM при обследовании пациентов в острый период 
ЛД является основным в серологической экспресс-
диагностике и позволяет проводить дифференци-
альную диагностику родственных флавивирусных 
инфекций [6, 7].

Согласно основной версии, ГЛД развивается 
вследствие последовательного инфицирования ге-
терологичными вирусами Денге или обусловлива-
ется присутствием в крови больного анамнестиче-
ских антител к другим флавивирусам, например 
желтой лихорадки (ЖЛ), лихорадки Западного Ни-
ла (ЛЗН), японского энцефалита (ЯЭ) и др. [8, 9]. 
В подобных случаях группоспецифические IgG-
антитела могут быть обнаружены начиная с остро-
го периода болезни, что является важным маркером 
возможного развития ГЛД [9, 10].

Цель исследования заключалась в определении 
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эффективности использования наших эксперимен-
тальных ИФА-тест-систем для диагностики ЛД и 
дифференциации этого заболевания от других фла-
вивирусных инфекций.

Материалы и методы
Сыворотки крови больных ЛД, КЭ, ЛЗН. Сыво-

ротки больных КЭ получены из ФБУЗ «Центр ги-
гиены и эпидемиологии в Вологодской области»; 
сыворотки крови от больных ЛЗН – из вирусологи-
ческой лаборатории ФБУЗ «Центр гигиены и эпи-
демиологии в Астраханской области», Астрахань; 
сыворотки больных ЛД – из Инфекционной клини-
ческой больницы № 1, Москва. Выражаем благодар-
ность сотрудникам этих учреждений за предостав-
ление материалов.

Метод ИФА-IgM. Определение специфических 
IgM-антител к вирусам Денге, ЗН, КЭ проводили 
методом MAc-ELISA [2]. В каждом опыте исполь-
зовали специфические или нормальные (контроль-
ные) антигены, а также контрольные, позитивные 
на IgM-антитела, сыворотки больных. Реакцию 
считали положительной, если отношение экстинк-
ции опытных и контрольных образцов составляло 
не менее 3,0 (при оптической плотности (ОП) не 
ниже 0,3 для опытных образцов и не выше 0,1 в 
контроле).

Метод ИФА-IgG. Определение специфических 
IgG-антител к вирусам Денге, ЗН, КЭ проводили 
методом ИФА-IgG [11] в 96-луночных полистироло-
вых планшетах с сорбированными поликлональны-
ми мышиными противовирусными антителами IgG. 
Остальные реагенты вносили в следующей после-
довательности: блокирующий раствор 1% бычьего 
сывороточного альбумина, специфичный вирусный 
антиген (или нормальный контрольный антиген), 
обследуемые сыворотки и мышиные антитела им-
муноглобулинам IgG человека, меченные перокси-
дазой хрена. Реакцию учитывали также как при по-
становке MAc-ELISA.

Статистические методы. Статистическую об-
работку результатов исследований проводили по 
стандартным методикам (Прохоров Ю.В., 1973; Ту-
тубалин В.Н., 1992; Ширяев А.Н.,1989). Среднее 

геометричное титров (MX) и среднеквадратического 
отклонения (σX) рассчитывали по формулам:

 ;                   
  
,

где , x1, x2…, xn – это n реализаций случайной вели-
чины X.

Поскольку титры специфических антител, вы-
являемых у больных методом ИФА, не подчиня-
ются нормальному (гауссовому) распределению, 
для непараметрической оценки достоверности 
различий двух статистических выборок исполь-
зовали метод Манна–Уитни. Уровень значимости 
был принят p ≤ 0,05.

Математическая и статистическая обработка ре-
зультатов проводилась при помощи программ Micro-
soft office Excel 2003 и Microsoft office Access 2003.
Результаты исследования

В МАС-ELISA были обследованы сыворотки 
крови больных, содержащие специфические IgM 
антитела: 117 образцов от 110 больных ЛД и по 24 
сыворотки больных КЭ и ЛЗН для определения воз-
можности дифференциальной диагностики этих ин-
фекций.

При исследовании сывороток в гомологичных 
тест-системах специфические антитела выявлялись 
в 100% случаев.

В тест-системе ИФА-IgM-денге слабоположи-
тельной оказалась только одна сыворотка от больно-
го ЛЗН (4,2%). В тест-системе ИФА-IgM-КЭ среди 
гетерологичных сывороток крови положительными 
оказалось 2 образца от больных ЛЗН (8,3%) и слабо-
положительными 2 сыворотки больных ЛД (1,7%).
Результаты тестирования сывороток в тест-системе 
ИФА-IgM-ЗН оказались следующими: 4 слабополо-
жительных пробы больных ЛД (3,4%) и 2 слабопо-
ложительные пробы больных КЭ (8,3%) (табл. 1).

Эти данные свидетельствуют о возможности ис-
пользования метода ИФА-IgM для дифференциаль-
ной диагностики флавивирусных заболеваний c ис-
пользованием качественной и количественной оцен-
ки результатов.

Т а б л и ц а  1
Данные исследования сывороток крови больных ЛД, КЭ и ЛЗН в ИФА-IgM в гомологичных и гетерологичных тест-системах

Категория  
сывороток

Тест-система

ИФА-IgM-денге ИФА-IgM-КЭ ИФА-IgM-ЗН

исследованные сыворотки больных

ЛД  
(n = 117)

КЭ  
(n = 24)

ЛЗН  
(n = 24)

ЛД  
(n = 117)

КЭ  
(n = 24)

ЛЗН  
(n = 24)

ЛД  
(n = 117)

КЭ  
(n = 24)

ЛЗН  
(n = 24)

Положительные 117 – – – 24 2 – – 24

Слабоположительные – – 1 2 – – 4 2 –

Отрицательные – 24 23 115 – 22 113 22 –
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Средние геометрические значения титров анти-
тел IgM в сыворотках больных ЛД составляли 
7,4±1,0 log2 (1:167) на 1–3-й день (p < 0,001), резко 
возрастая до 10,6±1,8 log2 (1:1609) к концу первой 
недели (p < 0,04). После 10-го дня от начала заболе-
вания этот показатель оказался выше, чем на 7–9-й 
день, и составлял 12,2±1,2 log2 (1:4781) (p < 0,02). В 
этот период в 11 из 21 образца были получены высо-
кие значения титров IgМ 1:1600–1:12 800. Наиболее 
демонстративной выглядит практически троекрат-
ная разница в титрах при обследовании сывороток 
крови, взятых на 4–6-й и 10–25-й день заболевания 
(p < 0,002). Средний показатель титров 1: 4781 со-
храняется до конца месяца, на более высоком уров-
не (p < 0,01 и p < 0,005), чем на 4–6-й и 7–0-й день 
(табл. 2).

При обследовании парных сывороток от 7 боль-
ных, у 4 наблюдалась выраженная сероконверсия 
антител от 1:100 до 1:800 (7-й день); 1:1600 (9-й 
день); 1:1600 (10-й день) и 1:6400 (19-й день). В 
двух случаях обнаружены устойчивые титры IgM, в 
одном – незначительное снижение титров.

В тест-системе ИФА-денге-IgG были протести-
рованы те же 117 сывороток. Специфические IgG в 
периоды на 1–3, 4–6, 7–9-й и 10–25-й дни от начала 
заболевания были обнаружены соответственно в 8,3; 
17,6; 34 и 100% случаев. Средние геометрические 
значения титров IgG в эти сроки составляли 6,6 log2 
(1: 100);8,9±1,4 log2 (1:717); 10,2±1,6 log2 (1:1913) и 
11,7±1,0 log2 (1:4210). Титры IgG на 10–25-й день от 
начала заболевания оказались достоверно выше, чем 
на 4–6 и 7–9-й дни (p < 0,001), достигая у некоторых 
пациентов значений 1:12 800 и 1:25 600, Положитель-

ный результат обследования одного больного на 3-й 
день болезни, возможно, связан со вторичной инфек-
цией Денге либо с присутствием анамнестических 
антител к гетерологичному флавивирусу (табл. 3).

Отсутствие IgG в острой фазе заболевания обыч-
но является признаком первичной инфекции Денге. 
Обнаружение специфических IgG в крови на 3-й 
день болезни может указывать на возможность раз-
вития ГЛД.

Сопоставление значений ОП (для разведения 
1:100)с титрами IgG-антител к вирусам денге, ЗН, 
КЭ указывает на прямую зависимость этих величин. 
Так, ОП 0,5 соответствует титру антител 1:200; ОП 
0,6–0,7 – титрам 1:400–1:800; при ОП 1,7–2,2 титры 
IgG-антител достигают значений 1:12 800, 1:25 600, 
1:51 200. Установленная корреляция определяет воз-
можность использования значения ОП для количе-
ственной оценки концентрации специфических IgG-
антител в сыворотках крови больных ЛД, ЛЗН и КЭ 
(рис. 1).

Т а б л и ц а  2
Данные исследования в ИФА-IgM сывороток крови больных ЛД

Дни от начала 
заболевания

Число положительных 
сывороток крови больных 

ЛД

Средние значения 
титров

log±σ абс.

1–3-й 12 7,4±1,0 1:167

4–6-й 34 10,6±1,8 1:1609

7–9-й 50 11,5±1,6 1:2862

10–25-й 21 12,2±1,2 1:4781

В с е г о 117 10,4±1,4 1:2355

Т а б л и ц а  3
Данные исследования в ИФА-IgG сывороток крови больных ЛД

Дни от 
начала 

заболева-
ния

Число обсле-
дованных сы-
вороток крови 
больных ЛД

Положительные 
результаты по 

IgG

Средние значения 
титров

% абс. log±σ абс.

1–3-й 12 8,3 1 6,6 1:100

4–6-й 34 17,6 6 8,9±1,4 1:717

7–9-й 50 34,0 17 10,2±1,6 1:1913

10–25-й 21 100,0 21 11,7±1,0 1:4210

В с е г о 117 38,5 45 9,3±1,0 1:1735

Рис. 1. Зависимость оптической плотности (ОП) образцов 
сывороток крови больных ЛЗН (а), КЭ (б), ЛД (в) в разведе-
нии 1:100 от титра антител в гомологичных тест-системах.
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Для определения дифференциальной способ-
ности тест-систем ИФА-IgG-денге, ИФА-IgG-КЭ и 
ИФА-IgG-ЗН мы обследовали образцы сывороток 
крови больных ЛД (n = 24), КЭ (n = 12) и ЛЗН (n = 
19), содержащие специфические IgG-антитела, вы-
являемые в гомологичных и гетерологичных тест-
системах.

В тест-системе ИФА-IgG-денге положительны-
ми оказались 6 (31,6%) сывороток больных ЛЗН и 4 
(33,3%) сыворотки больных КЭ. Слабоположитель-
ными – по 2 сыворотки из гетерологичных групп.

При обследовании тех же образцов в тест-системе 
ИФА-IgG-КЭ положительными оказались 16 (66,7%) 
сывороток от больных ЛД и слабоположительными 
2 сыворотки больных ЛД и 1 образец от больного 
КЭ (8,3% в обоих случаях).

В результате тестирования в тест-системе ИФА-
IgG-ЗН обнаружено18 положительных сывороток 
крови от больных ЛД и 9 сывороток больных КЭ 
(75% в обоих случаях) и 1 слабоположительная про-
ба больного ЛД (4,2%).

В большинстве случаев количество сывороток, 
выявляемых в гомологичной тест-системе, прева-
лирует над числом сывороток, выявляемых в гете-
рологичных тест-системах. Особенно это касается 
сывороток от реконвалесцентов ЗН и КЭ, однако в 
гетерологичных тест-системах они нередко учиты-

ваются как положительные и сла-
боположительные. Например, в 
тест-системе ИФА-денге-IgG среди 
гетерологичных образцов положи-
тельными и слабоположительными 
оказались 45% сывороток, в тест-
системе ИФА-КЭ-IgG этот показа-
тель составил 44,2%, а в ИФА-ЗН-
IgG – 77,8% (рис. 2).

Метод ИФА-IgG практически 
не пригоден для дифференциаль-
ной диагностики флавивирусных 
инфекций по причине выраженно-
го перекрестного взаимодействия 
гетерологичных IgG-антител. На-
пример, сыворотка больного КЭ 
(№ 1271/черный столбец) наиболее 
активно реагировала в тест-системе 
ИФА-ЗН-IgG. Подобные результа-
ты наблюдались и при обследова-
нии ряда сывороток от больных ЛД 
в тест-системе ИФА-ЗН-IgG.

Результаты исследований, пред-
ставленные в настоящей статье, со-
впадают с аналогичными данными 
других авторов [12–15] и свиде-
тельствуют о высокой специфич-
ности IgM-антител при обследова-
нии больных ЛД, ЛЗН, КЭ и дру-
гих родственных флавивирусных 
инфекций, что позволяет с успе-
хом использовать метод ИФА-IgM 

(MAc-ELISA) для их дифференциальной серологи-
ческой диагностики. При наличии перекрестных ре-
акций, выявляемых у ряда больных в тест-системах 
ИФА-IgM-денге, ИФА-IgM-ЗН и ИФА-IgM-КЭ, 
адекватный вывод об этиологическом значении этих 
вирусов может быть сделан на основании сравнения 
титров антител, выявляемых антигенами гомоло-
гичных или гетерологичных вирусов, а также по по-
казателям ОП обследуемых сывороток.

Таким образом, применение тест-систем ИФА-
IgG, как правило, не обеспечивает дифференцирую-
щего результата. На основании обследования зна-
чительного числа сывороток крови больных ЛД, а 
также других флавивирусных инфекций в ИФА-IgM 
тест-системах, разработанных в лаборатории биоло-
гии и индикации флавивирусов, можно сделать вы-
вод об их специфичности, чувствительности и при-
годности для диагностики лихорадки денге.
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