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Микробиологические аспекты клинической лабораторной диагностики

ИММуНОХИМИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА НОРОВИРуСНОЙ ИНФЕКЦИИ
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Резюме. В обзоре представлены данные по использованию наборов для выявления норовирусов, основанных на 
методе иммуноферментного анализа, а также бесприборных экспресс-тестов. Обсуждается возможная область 
применения этих наборов при вспышках заболевания.
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Summary. The data concerning the application of enzyme immunoassay (ELISA) kits and rapid tests for the detection 
of noroviruses are presented. The perspectives of the kits’ use during the outbreaks of the disease are discussed.
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Острые кишечные инфекции — одна из наиболее 
серьезных проблем современной медицины. Они явля
ются причиной огромного числа заболеваний по всему 
миру и, в частности, ежегодно приводят к гибели �,5–3,� 
миллионов детей в возрасте до пяти лет. В развитых 
странах смертность существенно меньше, чем в разви
вающихся, однако высокая заболеваемость (десятки 
миллионов случаев ежегодно) приводит к тяжелым 
нагрузкам на системы здравоохранения и большим эко
номическим потерям [18].

Самым распространенным агентом, вызывающим 
вспышки острого гастроэнтерита, является норовирус 
(старое название — вирус Норфолк, по названию города 
в штате Огайо, где он впервые был идентифицирован). 
Более 90% случаев гастроэнтерита небактериального 
происхождения и примерно половина всех случаев эпи
демиологического гастроэнтерита вызваны норовиру
сом  [4]. Он распространен как в развивающихся, так и 
в развитых странах, поражает и детей, и взрослых. Кон
тагиозность вируса очень высока. В США ежегодно 
регистрируется примерно �3 миллиона случаев заболе
ваний, причиной которых является норовирус [16], — по
давляющее большинство всех вызванных вирусами 
поражений желудочнокишечного тракта. Причиной 
большинства острых вирусных кишечных инфекцион
ных заболеваний в России как у детей, так и взрослых 
также является норовирус [1, �].

Основным путем распространения являются быто
вые контакты, а также заражение при вдыхании аэрозо
лей, содержащих частицы рвотных масс больного. 
Вспышки заболевания возникают при санитарных на
рушениях, в частности, при попадании содержимого 
канализации в водопровод [6]. Наиболее часто вспышки 
происходят в ограниченных группах: в школах, детских 

садах, летних лагерях, больницах, лечебнооздорови
тельных учреждениях, домах престарелых, на морских 
судах и т. д.

Попадая во внешнюю среду, норовирус сохраняет 
жизнеспособность в течение многих дней (до месяца). 
Он устойчив к воздействию высокой и низкой темпера
туры, некоторых дезинфицирующих средств, ультрафи
олетовому излучению. Такая устойчивость является 
одним из факторов, обеспечивающих высокую контаги
озность вируса.

Основными симптомами вызываемого заболевания 
являются тошнота, сильная рвота, диарея, субфебриль
ная температура. Заболевание протекает сравнительно 
легко, иногда бессимптомно. Обычно в течение одного
двух дней больной выздоравливает. Однако у детей, 
пожилых людей и лиц с ослабленной иммунной систе
мой вызванный норовирусом гастроэнтерит часто про
текает в более тяжелых формах и иногда приводит к 
гибели больного.

Норовирус — одноцепочечный РНКвирус, принад
лежащий к семейству Caliciviridae, наряду с тремя дру
гими родами: саповирус, везивирус и лаговирус. Вирус
ная частица имеет небольшой размер и икосаэдральную 
форму. Геном (7300–7500 пар оснований) содержит три 
открытых рамки считывания, кодирующих белокпред
шественник вирусных ферментов (ORF1), основной 
белок капсида с молекулярной массой 57 кДа (VP1, 
ORF�) и малый структурный белок VP� (��,5 кДа, 
ORF3) [��].

В настоящее время выделяют пять различных ге
ногрупп вируса, в пределах каждой из которых сущест
вует различное число генотипов. Опасность для челове
ка представляют вирусы групп GI и GII, редко — GIV. 
По данным разных авторов, в состав группы GI входит 
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8–9, в состав группы GII — 19–�3 генотипа [�8, 38]. 
Наиболее распространенными являются генотипы GII3 
и GII4 [17]. Геногруппы GI и GII значительно различа
ются по нуклеотидной последовательности, кодирующей 
основной белок капсида (дивергенция около 60%). Раз
личия между генотипами в пределах одной геногруппы 
характеризуются �0–30%ной дивергенцией.

Норовирусы лишены оболочки, поэтому взаимо
действие вируса с клеткой хозяина обеспечивается 
основным белком капсида. Этот белок включает два 
основных домена: S и Pдомены, соединяющиеся меж
ду собой шарнирным участком из 8–10 аминокислотных 
остатков. В составе Pдомена, образующего аркообраз
ные выступы с поверхности вирусной частицы, выделя
ют участки P11, P1� и P�. Участок P� расположен 
наиболее дистально по отношению к вирусной частице. 
Последовательность нуклеотидов, определяющая его 
структуру, отличается высокой вариабельностью. Счи
тается, что именно участок P� обеспечивает специфич
ность взаимодействия с клетками и содержит антиген
ные эпитопы вируса [9]. Для проникновения вируса в 
клетку необходимо его взаимодействие с антигенами 
групп крови, расположенными на поверхности клеток 
кишечного эпителия и выступающими в качестве рецеп
торов. Известно не менее восьми различных рецептор
ных структур, взаимодействующих с вирусами разных 
штаммов [�0] и принадлежащих к антигенам групп A/B 
и Льюис (несекреторный тип) [�1]. В ряде работ пред
ложены модели строения участков, участвующих в  свя
зывании с рецепторами [11, 33]. С использованием 
 метода рентгеноструктурного анализа исследовано вза
имодействие димерных структур, сформированных 
доменами P, с углеводными остатками антигеноврецеп
торов [9].

Изучение жизненного цикла норовируса сильно 
затруднено, поскольку пока не удается получить чув
ствительную к нему культуру клеток. В работе [3�] 
описана сложная клеточная система, имитирующая in 
vitro структуру кишечного эпителия, но и с помощью 
нее удалось провести лишь небольшое число пассажей. 
Существуют культуры клеток, в которых происходит 
размножение обнаруженного в �003 году норовируса 
мышей [35], однако вопрос, насколько они могут слу
жить модельной системой для изучения норовируса 
человека, остается открытым.

Высокий уровень изменчивости участка P� основ
ного белка капсида связан с низкой точностью копиро
вания генетической информации, а также с пострепли
кативной активностью ферментов. Высокая изменчивость 
приводит к одновременной персистенции в одном орга
низме хозяина нескольких разновидностей (квазивидов) 
вируса и высокой частоте рекомбинаций. Образование 
рекомбинантов приводит к возникновению и циркуля
ции новых субгенотипов и генотипов [�8]. Важным 
движущим фактором этого процесса является иммуно
логический отбор.

Функциональная роль белка VP� точно неизвестна. 
Предполагается, что он участвует в регуляции экспрес
сии и стабилизирует структуру капсида [5].

Специфических терапевтических средств, воздейст
вующих на норовирусы, в настоящее время не создано. 
На модельных системах показано, что гаммаинтерферон 
и рибавирин способны подавлять репликацию вирусной 
РНК [1�, �4].

Методы лабораторной диагностики норовирусной 
инфекции

1. Электронная микроскопия (ЭМ)
Вирус Норфолк, прототип рода норовирус, был обна

ружен при помощи электронного микроскопа в  1986  году. 
В течение значительного времени ЭМ была един
ственным методом, пригодным для выявления норови
руса, и попрежнему применяется для лабораторного 
подтверждения инфекции. К очевидным достоинствам 
этого метода относится то, что он не зависит от приме
нения специфических для определенного возбудителя 
реагентов (например, антител или набора праймеров). 
В результате при исследовании образца может быть 
обнаружен не только тот инфекционный агент, наличие 
которого предполагалось.

Чувствительность электронномикроскопического 
исследования по сравнению с методами, основанными 
на выявлении вирусной РНК, невелика и составляет 
35–50% [19, 36].

�. Полимеразная цепная реакция
Методы определения вирусной РНК, основанные на 

полимеразной цепной реакции с обратной транскрип
цией (ОТПЦР), являются наиболее чувствительными 
и широко используются для диагностики норовирусной 
инфекции [3, �5]. Высокая чувствительность делает их 
пригодными как при спорадических случаях заболева
ния, так и для выявления вируса, вызвавшего вспышку. 
Они применяются также в качестве подтверждающего 
теста. В то же время эти методы достаточно сложны, 
требуют наличия специального оборудования и квали
фицированного персонала. Анализ проводится в специ
альных лабораториях, куда должны быть доставлены 
образцы, предназначенные для исследования. Это при
водит к потере времени, которое, учитывая быстроту 
распространения вируса во время вспышки, часто явля
ется определяющим фактором, от которого зависит ее 
предотвращение. Хотя введение в практику наборов 
ОТПЦР в режиме реального времени позволяет значи
тельно сократить время, необходимое для проведения 
анализа, проблема затраты времени на транспортировку 
образцов остается нерешенной.

�. Иммуноферментный анализ
Параллельно с методами РНКдиагностики для 

лабораторного определения норовирусов активно при
меняется широко распространенный метод иммунофер
ментного анализа (ИФА). Поскольку вирус не удается 
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выращивать на культуре клеток, разработка методик 
ИФА стала возможной после получения рекомбинант
ного белка капсида. Молекулы рекомбинантного белка 
идентичны природным по антигенным свойствам и 
способны к самосборке, в результате которой образует
ся вирионподобная структура. К рекомбинантным ан
тигенам, соответствующим различным геногруппам 
вируса, были получены поликлональные и моноклональ
ные антитела. С их помощью было показано, что разли
чие в антигенной специфичности вирусов GI и GII со
ответствует их генетической гетерогенности. Были 
получены моноклональные [37] и поликлональные [�7] 
антитела, взаимодействующие с консервативными эпи
топами, общими для вирусов обеих групп. Материалом 
для исследования, как правило, являются фекалии боль
ного.

Первые коммерческие ИФА тестсистемы (IDEIA 
NLV производства компании «Dako Cytomation», Ве
ликобритания; SRSV(II)AD производства компании 
«Denka Seiken Co», Япония) были основаны на клас
сическом «сэндвич»методе анализа и выявляли анти
гены вирусов GI и GII порознь. Анализ каждого образ
ца проводился в двух лунках, на поверхности которых 
были адсорбированы моноклональные антитела, спе
цифичные к антигенам GI и GII соответственно. Для 
получения конъюгата использовались поликлональные 
антитела кролика. По данным разных авторов, тест
системы существенно уступали по чувствительности 
(30–70%) методам ПЦР при сопоставимом уровне 
специфичности [8, 13, 14]. В то же время показатели 
чувствительности и специфичности наборов ИФА 
были сопоставимы с соответствующими показателями 
ЭМ. Предполагается, что тестсистемы могут быть 
использованы в качестве альтернативы ЭМ при пер
вичном обследовании во время вспышки инфекции, с 
обязательным исследованием отрицательных образцов 
методом ОТПЦР [30]. Было признано, что недоста
точная чувствительность ИФА тестсистем не позво
ляет использовать их для диагностики индивидуальных 
случаев заболевания [�9, 30].

Дальнейшее усовершенствование тестсистем при
вело к существенному улучшению показателей. Так, 
в  ряде работ чувствительность тестсистем нового поко
ления оценивается как 60–90% при специфичности, 
близкой к 100% [10, �3, 31]; в то же время в работе E.  de 
Bruin et al. [7] это улучшение не подтверждено. Возмож
но, различия в результатах связаны с особенностями 
формирования панелей образцов, на которых проводи
лись исследования, в частности, с процентным содержа
нием в них вирусов разных генотипов.

Несмотря на повышение качества коммерческих 
ИФА тестсистем, тактика их применения при вспышках 
норовирусной инфекции остается прежней: использо
вание наборов для первичного скрининга с обязатель
ным тестированием отрицательных результатов методом 
ОТПЦР.

ИФА тестсистемы также применяют для того, что
бы быстро выяснить, является ли причиной группового 
заболевания норовирусная инфекция. Для того чтобы 
получить ответ на этот вопрос, необходимо исследовать 
несколько образцов. Так, по данным E.Duizer et al. [15], 
определение антигенов норовирусов в 6 образцах, полу
ченных во время вспышки, позволяет идентифицировать 
норовирусы как этиологический агент с чувствитель
ностью 9�%. Этот показатель лишь немногим уступал 
чувствительности ОТПЦР (96%), использованной для 
этой же цели.

Примером ИФА тестсистемы, предназначенной для 
выявления норовируса, является набор RIDASCREEN® 
Norovirus производства компании «RBiopharm» (Гер
мания). Он основан на сэндвичметоде твердофазного 
иммуноферментного анализа. На поверхности лунок 
полистироловых стрипов иммобилизованы специфиче
ские антитела к антигенам разных генотипов вируса. 
Супернатант суспензий исследуемых и контрольных 
образцов вносят в лунки одновременно с биотинилиро
ванными моноклональными антителами к норовирусу. 
Образовавшийся на поверхности лунок комплекс «ан
титело–антиген–биотинилированное антитело» прояв
ляют, добавляя конъюгат стрептавидина с пероксидазой. 
После промывки добавляют субстратный раствор, со
держащий хромоген. Оптическая плотность раствора, 
содержащего продукты реакции, пропорциональна со
держанию антигенов норовируса в исследуемом образ
це.

Экспресс-тесты

В последние годы созданы и доступны на рынке 
несколько быстрых иммунохимических тестов для вы
явления антигенов норовирусов. Тесты основаны на 
методах иммунофильтрации и иммунохроматографии. 
Показатели качества экспресстестов и иммунофермент
ных наборов последнего поколения сопоставимы. Их 
чувствительность составляет, по разным данным, 75–
90% [�3, �6], а специфичность близка к 100%. Время 
проведения анализа с помощью экспресстеста не пре
вышает 15 мин. Как правило, для производства экспресс
тестов применяют несколько антител, специфичных по 
отношению к антигенам наиболее распространенных 
генотипов. Так, в тесте RIDA®Quick Norovirus произ
водства компании RBiopharm использованы 10 антител 
различной специфичности.

В этом быстром тесте сочетаются иммунохромато
графический и иммунофильтрационный принципы. На 
поверхность мембраны нанесены моноклональные ан
титела к норовирусу (тестовая полоса) и антитела к IgG 
мыши (контрольная полоса). Супернатант суспензии, 
полученной из исследуемого образца, вносят в соответ
ствующее окошко тесткассеты вместе с биотинилиро
ванными антителами к норовирусу. Если образец со
держит антигены норовируса, образуется комплекс 
«антиген–биотинилированное антитело», который миг
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рирует вдоль мембраны за счет ее капиллярных свойств 
и связывается с антителами тестовой полосы. В этом 
случае последовательное добавление конъюгата стреп
тавидинпероксидаза и субстратного раствора (имму
нофильтрация) приводит к образованию окрашенной 
полосы. Если норовирус в образце отсутствует, окраши
вания тестовой полосы не происходит. О том, что анализ 
проведен правильно, свидетельствует окрашивание 
контрольной полосы (рис. 1).

Использование экспресстестов для выявления ан
тигенов норовирусов является весьма перспективным 
направлением в серологической диагностике. При воз
никновении вспышки заболевания очень важно своевре
менно установить ее причину и принять соответствую
щие противоэпидемические меры. Учитывая высокую 
контагиозность норовируса и быстроту его распростра
нения в популяции во время вспышки, использование в 
полевых условиях быстрых тестов, простых в примене
нии и не требующих специального оборудования, может 
оказаться решающим фактором в предотвращении рас
пространения инфекции.
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