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Аннотация
Введение. Арбовирусные инфекции представляют собой проблему для здравоохранения не только от-
дельных стран, но и всего мира в связи с повторяющимися вспышками в последнее десятилетие. 
Целью настоящей работы было серологическое исследование распространённости вирусов денге 
(ДЕНВ), Зика (ЗИКВ), жёлтой лихорадки (ЖЛВ) и Чикунгунья (ЧИКВ) на примере ограниченной выборки в 
Никарагуа.
Материалы и методы. Одномоментно были исследованы 200 образцов сывороток крови, собранные в 
Никарагуа. Использовались доступные коммерческие диагностические наборы, а также in house-методы. 
Антитела (АТ) в положительных образцах сывороток оценивали по уровню авидности после обработки 8М 
мочевиной.
Результаты. АТ к одному или к нескольким вирусам одновременно имели 85 (42,5%) образцов. Индекс 
авидности (ИА) ≥ 30% был у 46 (23%) образцов, содержащих АТ только к одному вирусу. Из 39 (19,5%) 
образцов, содержащих АТ к нескольким вирусам, только 19 (9,5%) образцов содержали АТ с ИА ≥ 30% 
сразу к нескольким вирусам; 16 (8,0%) образцов имели АТ с высоким ИА к ДЕНВ и одновременно АТ  
с ИА < 30% к ЗИКВ и/или к ЖЛВ.
Обсуждение. Результаты анализа сывороток в тестах иммуноферментного анализа были скорректиро-
ваны, т.к. только АТ с высоким ИА подтверждают инфицирование в анамнезе. Анализ авидности специ-
фических АТ способствовал не только подтверждению случаев сочетанного или последовательного ин-
фицирования в анамнезе, но и выявлению феномена кросс-реактивности АТ к флавивирусам. Наличие 
кросс-реактивных АТ, с одной стороны, мешает получить истинную картину инфицирования популяции 
флавивирусами, а с другой стороны, может увеличивать риск антителозависимого усиления заболевания, 
которое известно при вторичной лихорадке денге и при последовательном заражении ДЕНВ и ЗИКВ.
Заключение. Анализ авидности специфических АТ позволил подтвердить инфицирование в прошлом,  
в том числе несколькими вирусами, а также дифференцировать АТ с низкой авидностью, которые, веро-
ятно, отражают феномен кросс-реактивности АТ к флавивирусам. 
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Abstract
Introduction. Arboviral infections are a rising public health concern not only for some individual countries, but 
also for the entire world due to the repeated outbreaks over the past decade.
The aim was to conduct a seroprevalence study of Dengue (DENV), Zika (ZIKV), Yellow fever (YFV) and Chiku-
ngunya (CHIKV) viruses using a limited number of samples in Nicaragua.
Materials and methods. Total 200 serum samples collected previously in Nicaragua were analyzed simultane-
ously. Commercially available diagnostic kits, as well as in-house methods were used. The avidity of antibodies 
(IgG) in positive serum samples was assessed after the treatment with 8M urea.
Results. 85 serum samples (42.5%) contained IgG antibodies to one or several viruses simultaneously. IgG 
antibodies only to one virus were detected in 46 serum samples (23%) with the avidity index (AI) ≥ 30%. Among 
39 samples (19.5%) that contained IgG antibodies to several viruses, only in 19 samples (9.5%)  IgG antibodies 
with high AI (≥ 30%) to several viruses were detected. In 16 serum samples (8.0%), IgG antibodies to DENV with 
a high AI and antibodies to ZIKV and/or YFV with a low AI < 30% were detected.
Discussion. The results obtained in ELISA testing were corrected, since only IgG antibodies with a high AI con-
firm the past infection. The analysis of the specific IgG antibody avidity helped not only to confirm the cases of 
combined or sequential infection in the past, but also to discriminate the cross-reactive IgG antibodies induced by 
closely related DENV, ZIKV and YFV. The presence of cross-reactive IgG antibodies, on the one hand, make it 
difficult to determine the real seroprevalence of flavivirus infections, and, on the other hand, may increase the risk 
of antibody-dependent enhancement (ADE) of the disease, which is well-known for the secondary Dengue fever 
and for the consecutive infection with DENV and ZIKV.
Conclusion. The analysis of virus-specific antibody avidity made it possible not only to distinguish recent from 
the past infection, but also to discriminate the cross-reactive antibodies with the low avidity.  
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Введение
Арбовирусные инфекции представляют собой 

проблему для здравоохранения не только отдельных 
стран, но и всего мира в связи с повторяющимися 
вспышками в последнее десятилетие. Заражение 
вирусом денге (ДЕНВ) когда-то было редкостью, 
а теперь лихорадка денге считается одной из наи-
более распространённых арбовирусных инфекций 
в мире, передача которой происходит в 128 стра-
нах, где риску подвергаются почти 4 млрд человек. 
ДЕНВ на данном этапе не просто эндемичен, а «ги-
перэндемичен» во многих регионах тропиков и суб-
тропиков [1]. Очередное появление вируса Чикун-
гунья (ЧИКВ) в Карибском бассейне в 2013 г. при-
вело к его быстрому распространению в 45 странах 

Северной, Центральной и Южной Америки [2]. По-
сле этого глобальное внимание привлёк вирус Зика 
(ЗИКВ), также из-за быстрого распространения в 
22 странах Северной и Южной Америки с момента 
его первого обнаружения в 2015 г. в Бразилии [2–4].

Комары — главный переносчик этих инфек-
ционных заболеваний. Комары Aedes aegypti ответ-
ственны за распространение инфекций в городских 
районах, а комары A. albopictus являются основным 
вектором распространения в сельской местности. 
Такие факторы, как глобальное потепление, выруб-
ка лесов и урбанизация, ведут к росту распростра-
нения арбовирусных инфекций. Учитывая возрас-
тающее количество случаев и социально-экономи-
ческое влияние вспышек арбовирусных инфекций, 
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оценка их истинного бремени на систему здравоох-
ранения представляет крайне важную задачу. Ситу-
ация осложняется тем, что арбовирусные инфекции 
симптоматически, особенно на начальной стадии, 
часто очень схожи, что затрудняет постановку кли-
нического диагноза, особенно когда одновременно 
циркулируют несколько арбовирусов [3–5]. Арбо-
вирусные инфекции нередко протекают субкли-
нически, бессимптомно проходят до 75% случаев 
ДЕНВ, до 25% — ЧИКВ и до 80% — ЗИКВ [1, 3, 6].  
Клинические проявления и симптомы в начале за-
болевания проявляются как неспецифическое и лёг-
кое лихорадочное состояние с мышечными болями, 
артралгиями, иногда с сыпью или конъюнктивитом/
ретроорбитальной болью. Верификация клиниче-
ского диагноза происходит в основном при попа-
дании пациента в клинику уже в тяжёлом состоя-
нии. Таким образом, установление окончательного 
диагноза в эндемичной зоне совместной циркуля-
ции арбовирусных инфекций является проблемой, 
учитывая схожесть симптомов и вероятность пе-
рекрёстной реакции в серологических тестах, что 
затрудняет определение реального влияния этих 
вирусов на население многих субтропических и 
тропических стран и истинных масштабов эпиде-
мий [3, 6, 7]. Данные о распространённости арбови-
русных инфекций важны для понимания не только 
их географического распространения, но и влияния 
на глобальную заболеваемость и смертность. Такая 
информация имеет решающее значение для опре-
деления оптимального распределения имеющихся 
ресурсов здравоохранения для борьбы с инфекци-
онными заболеваниями и оценки воздействия стра-
тегии профилактики, например, вакцинации.

ДЕНВ, ЗИКВ и вирус жёлтой лихорадки 
(ЖЛВ) относятся к одному семейству Flaviviridae. 
Их родство может вызывать перекрёстную реакцию 
в серологических тестах, затрудняя клиническую 
диагностику [7–9]. В 1948–1952 гг. до Никарагуа 
докатилась «волна» жёлтой лихорадки из Панамы. 
В преддверии эпидемии в стране были иммунизи-
рованы 112 тыс. сельских жителей [10, 11]. Данный 
факт не позволяет исключить циркуляцию 3 виру-
сов одного семейства в Никарагуа.

Появление в 2014 г. лихорадки Чикунгунья в 
Никарагуа и последовавшая вслед за этим в 2015–
2016 гг. масштабная вспышка привлекла внимание 
региональных эпидемиологов и врачей, т.к. это за-
болевание нередко сопровождается поражением 
скелетно-мышечной системы, последствия кото-
рой могут длиться от нескольких месяцев до года 
и даже приводить к утрате трудоспособности [12, 
13]. Проведено несколько достаточно масштаб-
ных клинико-лабораторных исследований распро-
странённости лихорадки Чикунгунья [13], а также 
исследований по дифференциальной молекуляр-
но-биологической и клинической диагностике лихо-

радок денге, Зика и Чикунгунья [12–14] в Никарагуа.  
В клиническом исследовании, проведённом в 2016 г., 
в более чем 20% случаев выявлено сочетанное инфи-
цирование 2–3 арбовирусами, что часто определяло 
тяжесть клинического течения заболевания [13].

Серологические исследования иммунитета на-
селения дополняют традиционные клинические и 
лабораторные исследования и являются альтерна-
тивным подходом к мониторингу не только уровня 
иммунитета в популяции к тому или иному инфек-
ционному агенту, но и распространённости инфи-
цирования этими агентами, что, соответственно, 
позволяет оценить их влияние на здравоохранение. 

Целью настоящей работы было серологиче-
ское исследование распространённости ДЕНВ, 
ЗИКВ, ЖЛВ и ЧИКВ на примере ограниченной вы-
борки в Никарагуа.

Материалы и методы
Для проведения слепого скринингового иссле-

дования были использованы образцы сывороток 
крови, собранные в 2019 г. (до пандемии COVID-19) 
от лиц старше 18 лет перед проведением кампании 
по вакцинации против гриппа на территории Ника-
рагуа. Образцы были зашифрованы и хранились при 
–70ºС для последующего одномоментного исследо-
вания. Отбор 200 образцов сывороток для настоя-
щего исследования был произведён вслепую. Таким 
образом, возраст и пол участников, анамнестические 
данные о перенесённых ранее заболеваниях, в том 
числе передающихся комарами (лихорадки денге, 
Зика, Чикунгунья, жёлтая лихорадка), не учитыва-
лись. В ходе проведения кампании по вакцинации 
за участниками проводился пассивный мониторинг 
в течение 28 дней, что исключает наличие образцов 
от лиц с острыми инфекционными заболеваниями.

Все сыворотки были исследованы на нали-
чие антител (АТ) к вирусу SARS-CoV-2, а также к 
ЗИКВ, ЧИКВ, ДЕНВ и ЖЛВ с использованием ме-
тода иммуноферментного анализа (ИФА). В работе 
использовали следующие доступные коммерческие 
диагностические наборы в соответствии с инструк-
циями производителей: 

• «БиоСкрин-Чикунгунья (IgG)» («Биосер-
вис») — для определения АТ (IgG) к вирусу 
Чикунгунья;

• «БиоСкрин-Денге (IgG)» («Биосервис») — 
для определения АТ (IgG) к вирусу денге;

• «Anti-Zika Virus ELISA (IgG)» («Euroimmun 
AG») — для определения АТ (IgG) к ЗИКВ.

• «Qualitative Human Yellow Fever Virus 
Antibody IgG (YFV-IgG) ELISA Kit» 
(«MyBioSource Inc.») — для определения АТ 
(IgG) к ЖЛВ.

Все сыворотки с неоднозначными результата-
ми в каком-либо тесте оценивались повторно. Сы-
воротки, положительные в одном тесте, оценивали 
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как моносыворотки, положительные в нескольких 
тестах — как полисыворотки.

АТ в положительных образцах сывороток оце-
нивали по уровню авидности по ранее описанной 
методике [14] с 8М мочевиной. Индекс авидности 
(ИА) рассчитывали как отношение оптической 
плотности при проведении ИФА до и после обра-
ботки мочевиной.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием стандартного пакета 
программ «Microsoft Office Excel 2016» и пакета 
программ «StatTech». Данные ИА специфических 
АТ представлены в виде среднего арифметического 
значения (М) и стандартного отклонения среднего 
(SD). Достоверность различий сравниваемых вели-
чин оценивали с помощью критерия Манна–Уитни, 
с двумя хвостами распределения (U-test) при срав-
нении двух групп. При малой выборке в группе (< 
3) достоверность различий сравниваемых величин 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента, не-
парного, с двумя хвостами распределения (t-test). 
Различия считали статистически достоверными при 
уровне значимости р < 0,05. 

Результаты
Из 200 исследованных образцов сывороток 115 

(57,5%) оказались отрицательными во всех тестах. 
Из 85 положительных образцов сывороток (42,5% 
от общего числа) 53 образца оказались положи-
тельными в тесте с ЧИКВ (26,5% от общего числа; 
62,4% от числа положительных образцов); 41 обра-
зец был положительным в тесте с ДЕНВ (20,5% от 
общего числа; 48,2% от числа положительных об-
разцов); 25 образцов были положительными в тесте 
с ЖЛВ (12,5% от общего числа; 29,4% от числа по-
ложительных образцов); 24 образца были положи-
тельными в тесте с ЗИКВ (12,0% от общего числа; 
28,2% от числа положительных образцов).

В табл. 1 представлены результаты тестиро-
вания образцов сывороток крови в 4 тестах ИФА. 
АТ только к одному вирусу были обнаружены в 46 
образцах сывороток (23% от общего числа; 54,1% 
от числа положительных образцов). Остальные  
39 образцов сывороток (19,5% от общего числа; 
45,9% от числа положительных образцов) содержа-
ли АТ к 2–4 вирусам одновременно. Четыре образца 
имели АТ ко всем используемым в данном иссле-
довании вирусам. В табл. 1 представлены все вари-
анты сочетания АТ сразу к нескольким вирусам в 
одном образце. Наличие АТ к ДЕНВ одновремен-
но с АТ к другим вирусам наблюдалось чаще всего  
(28 образцов). Наличие АТ к ЗИКВ одновременно 
с АТ к другим вирусам наблюдалось в 18 образцах, 
практически так же, как и сочетание АТ к ЖЛВ с АТ 
к другим вирусам (17 образцов). 

Полученные результаты могли бы свидетель-
ствовать о достаточно частом сочетанном и/или по-

следовательном инфицировании в различных ком-
бинациях, однако проведённый анализ авидности 
представил результаты несколько в ином ракурсе. 
Результаты оценки авидности специфических АТ в 
образцах с положительным результатом только в од-
ном тесте ИФА представлены в табл. 2. Все образ-
цы моносывороток имели ИА специфических АТ 
≥ 30%, за исключением одного образца, у которого 
ИА в тесте с ЖЛВ был 28%. Таким образом, этот 
показатель (ИА ≥ 30%) был расценён как высокий, 
свидетельствующий о перенесённом заболевании. 

Результаты оценки авидности специфиче-
ских АТ в образцах с положительным результатом 
в нескольких тестах ИФА представлены в табл. 3.  
В образцах полисывороток самый высокий ИА был 
у АТ к ЧИКВ, причём на том же уровне, что и в со-
ответствующих образцах моносывороток (p > 0,05). 
Из 39 образцов полисывороток ИА ≥ 30% наблю-
дался только к ЧИКВ и ДЕНВ одновременно. Та-
ких образцов было 15. Данный результат позволяет 
предположить наличие в анамнезе сочетанного или 
последовательного инфицирования ДЕНВ и ЧИКВ. 

В 3 образцах с высоким ИА АТ к ЧИКВ (48–
63%) были также обнаружены АТ к ЗИКВ с низ-
ким ИА (≤ 30%); и в 1 образце с высоким ИА АТ к 
ЧИКВ (62%) были обнаружены также АТ к ЖЛВ с 
ИА = 30%. Результаты исследования этих 4 образ-
цов позволяют предположить наличие в анамнезе 
сочетанного или последовательного инфицирова-
ния, т.к. ЧИКВ не относится к флавивирусам и пе-
рекрёстная реакция в ИФА маловероятна. 

Таким образом, 19 образцов продемонстриро-
вали наличие АТ к ЧИКВ и одновременно наличие 
АТ к 1 из 3 флавивирусов, что представляет 9,5% 
от общего числа образцов и 22,4% от числа поло-
жительных образцов. То есть из 39 положительных 
образцов в нескольких тестах ИФА только в 19 об-
разцах можно предположить наличие сочетанных 
или последовательных контактов с несколькими ви-
русами в анамнезе. 

В 16 образцах полисывороток были обнаруже-
ны АТ к ДЕНВ с высоким ИА (32–52%) и сопут-
ствующими АТ к ЗИКВ или к ЖЛВ с низким ИА  
(≤ 24%). Интересно, что в данной группе образцов 
ИА АТ к ДЕНВ был достоверно выше (р < 0,01), чем 
аналогичный показатель в группе моносывороток 
(табл. 3). Полученные в этих 16 образцах (18,8% от 
всех положительных образцов) результаты позво-
ляют предположить наличие в анамнезе ДЕНВ-ин-
фекции и наличие перекрёстных АТ в ИФА с ЗИКВ 
и ЖЛВ. На наш взгляд, перекрёстную реакцию 
можно объяснить наличием высокоавидных АТ 
к ДЕНВ. Интересно, что в 10 образцах с АТ с ИА  
≥ 30% к ДЕНВ обнаруживались АТ с низким ИА 
сразу и к ЖЛВ, и к ЗИКВ. Ни один образец сыво-
ротки не имел высокого ИА АТ (≥ 30%) к флавиви-
русам в нескольких тестах одновременно.
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Таблица 1. Результаты тестирования образцов сывороток крови на наличие АТ к ЧИКВ, ДЕНВ, ЖЛВ и ЗИКВ
Table 1. Results of serum samples testing for antibodies to CHIK, DEN, YFV and ZIKV

Результаты исследований образцов  
в 4 тестах ИФА

Samples’ results in 4 ELISA tests
n

Доля от общего  
количества образцов  

(n = 200), %
% from total number 
of samples (n = 200)

Доля от общего коли-
чества положительных 

образцов (n = 85), %
% from number of positive 

samples (n = 85)

Доля от образцов,  
положительных к нескольким 

вирусам (n = 39), %
% from number of samples 

positive in several tests (n = 39)

Образцы, отрицательные во всех тестах
Samples negative in all tests

115 57,5 – –

Образцы положительные 
Positive samples

85 42,5 –

Образцы, положительные  
в одном тесте ИФА
Samples positive in one test

46 23,0 54,1 –

ЧИКВ / CHIKV 33 16,5 38,8 –

ДЕНВ / DENV 8 4,0 9,4 –

ЖЛВ / YFV 4 2,0 4,7 –

ЗИКВ / ZIKV 1 0,5 1,2 –

Образцы, положительные в нескольких 
тестах ИФА
Samples positive in several tests

39 19,5 45,9 –

образцы, положительные  
в 2 тестах ИФА
samples positive in two tests

25 12,5 29,4 64,1

ДЕНВ + ЗИКВ
DENV + ZIKV

7 3,5 8,2 17,9

ДЕНВ + ЖЛВ
DENV + YFV

7 3,5 8,2 17,9

ЧИКВ + ДЕНВ
CHIKV + DENV

5 2,5 5,9 12,8

ЧИКВ + ЗИКВ
CHIKV + ZIKV

3 1,5 3,5 7,7

ЧИКВ + ЖЛВ
CHIKV + YFV

1 0,5 1,2 2,6

ЖЛВ + ЗИКВ
YFV + ZIKV

1 0,5 1,2 2,6

образцы, положительные  
в 3 тестах ИФА
samples positive in three tests

10 5,0 11,8 25,6

ДЕНВ + ЖЛВ + ЗИКВ
DENV + YFV + ZIKV

4 2,0 4,7 10,2

ЧИКВ + ДЕНВ + ЖЛВ
CHIKV + DENV + YFV

3 1,5 3,5 7,7

ЧИКВ + ДЕНВ + ЗИКВ
CHIKV + DENV + ZIKV

2 1,0 2,4 5,2

ЧИКВ + ЗИКВ + ЖЛВ
CHIKV + ZIKV + YFV

1 0,5 1,2 2,6

образцы, положительные  
в 4 тестах ИФА
samples positive in 4 tests

4 2,0 4,7 10,3

Четыре образца, не содержащие АТ к ДЕНВ, 
имели АТ и к ЖЛВ, и к ЗИКВ одновременно. При-
чём ИА к ЗИКВ был 28–30% при ИА к ЖЛВ 18–20% 
соответственно. Можно предположить, что более 
высокий ИА свидетельствует об инфицировании в 
анамнезе, а более низкий ИА — о кросс-реактив-
ности специфических АТ. Однако только динами-

ческое наблюдение помогло бы подтвердить данное 
предположение.

Таким образом, из 200 проанализированных 
образцов сывороток в 53 (26,5%) случаях имелись 
АТ к ЧИКВ с высоким ИА, что свидетельствует об 
инфицировании в анамнезе. На основании наличия 
специфических АТ с высоким ИА к ДЕНВ в 33 об-
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разцах (16,5% от общего числа образцов и 38,8% от 
числа положительных образцов) можно сделать вы-
вод об инфицировании ДЕНВ в анамнезе. Контакт 
с ЖЛВ или вакцинацию в анамнезе с большой до-
лей вероятности можно предположить в 5 случаях 
(2,5% от общего числа образцов и 5,9% от числа 
положительных образцов), о чём свидетельствуют  
4 образца моносывороток и 1 образец сыворотки с 
АТ и к ЧИКВ, и к ЖЛВ. Контакт с ЗИКВ весьма ве-
роятен был в 4 случаях (2,0% от общего числа об-
разцов и 2,4% от числа положительных образцов), 
о чём свидетельствуют 1 образец моносыворотки 
и 3 образца сывороток с АТ и к ЗИКВ, и к ЧИКВ. 
Обнаруженные в 19 образцах сывороток сочета-
ния АТ, при исключении перекрёстной реакции на 
основании анализа авидности специфических АТ, 
продемонстрировали вероятность сочетанного или 
последовательного инфицирования несколькими 
вирусами в 22,4% положительных образцов сыво-
роток. 

Обсуждение
Жёлтая лихорадка и лихорадка денге — «ста-

рые» инфекционные заболевания, и исторически 
они были серьёзными проблемами для обществен-
ного здравоохранения. ДЕНВ и ЖЛВ вызывали ши-

роко распространённые эпидемии в XVII–XIX вв. 
и в начале XX в. Первоначальное географическое 
распространение ДЕНВ и ЖЛВ было тесно связано 
с судоходством и торговлей, что привело к глобаль-
ному распространению комаров Aedes из Африки 
в другие части тропиков в XVII–XVIII вв. [15, 16]. 
Случаи жёлтой лихорадки с фатальным исходом 
были документально зарегистрированы в Никара-
гуа в 1952 г. [10, 11]. Лихорадка денге, причём все  
4 серотипа ДЕНВ, постоянно регистрируется в Ника-
рагуа с 1985 г. [16–18]. Лихорадка Чикунгунья впер-
вые была зарегистрирована в Никарагуа в 2014 г.  
С 2016 г. ЗИКВ циркулирует на территории страны, 
когда впервые был зарегистрированы автохтонные 
случаи лихорадки Зика [9]. 

В проведённом ретроспективном исследова-
нии из 200 образцов сывороток, собранных в Ника-
рагуа в 2019 г., значительное число (42,5%) содер-
жало АТ к одному или нескольким арбовирусам; из 
них 62,4% содержали АТ с высоким уровнем авид-
ности к ЧИКВ. Данный результат достаточно ожи-
даем, учитывая эпидемию лихорадки Чикунгунья в 
2015–2016 гг. В исследовании, которое проводилось 
в разгар этой эпидемии в 2015 г. в Манагуа и окрест-
ностях, серологическая распространённость инфи-
цирования ЧИКВ в зависимости от района достига-

Таблица 2. Результаты анализа ИА в образцах сывороток, положительных в одном тесте ИФА
Table 2. Results of AI analysis in serum samples positive in one ELISA test

Тест ИФА / ELISA test Количество положительных образцов
Number of positive samples

ИА, % / AI, %

пределы / range M ± SD

«БиоСкрин-Чикунгунья (IgG)»
«BioScreen-Chikungunya (IgG)»

33 38–66 54,4 ± 8,2

«БиоСкрин-Денге (IgG)»
«BioScreen-Dengue (IgG)»

8 30–38 32,0 ± 2,6

«YFV-IgG» 4 28–33* 30,3 ± 2,5**

«Anti-Zika Virus ELISA (IgG)» 1 30 30

Примечание. *В одном образце ИА составил 60%; **без учёта образца с ИА 60%.
Note. *In one sample AI was as high as 60%; **excluding sample with AI 60%.

Таблица 3. Результаты анализа ИА в образцах сывороток, положительных в нескольких тестах ИФА
Таble 3. Results of AI analysis in serum samples positive in several ELISA tests

Тест ИФА / ELISA test Количество положительных образцов
Number of positive samples

ИА, % / АI, %

пределы / range M ± SD

«БиоСкрин-Чикунгунья (IgG)»
«BioScreen-Chikungunya (IgG)»

19 40–63 53,2 ± 7,9*

«БиоСкрин-Денге (IgG)»
«BioScreen-Dengue (IgG)»

31 36–52 39,9 ± 6,2**

«YFV-IgG» 21 14–30 23,3 ± 5,9***

«Anti-Zika Virus ELISA (IgG)» 23 14–32 19,3 ± 3,7****

Примечание. *–**** — сравнение с соответствующими показателями в образцах сывороток, положительных в одном тесте ИФА,  
в табл. 1. *p > 0,05 (U-test), **p < 0,001 (U-test), ***p < 0,05 (U-test), ****p < 0,05 (t-test).
Note. *–**** — in comparison with the corresponding parameters in the samples positive in one ELISA test, shown in Table 1. *p > 0.05 
(U-test), **p < 0.001 (U-test), ***p < 0.05 (U-test), ****p < 0.05 (t-test).
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ла 1,5—17,5% [12]. Известно, что с возрастом коли-
чество серопозитивных лиц становится всё больше 
[6, 12]. В нашем исследовании образцы сывороток 
были собраны от лиц старше 18 лет в разных райо-
нах Никарагуа и после 2 лет эпидемии. Этими фак-
торами можно объяснить достаточно большую до-
лю сывороток, положительных к ЧИКВ, — 26,5%. 
На втором месте, также ожидаемо, были образцы с 
АТ и высоким ИА к ДЕНВ — 16,5%. В Никарагуа 
в период первой вспышки ЧИКВ также собирались 
образцы сывороток от пациентов, обратившихся за 
медицинской помощью, с первичным диагнозом 
лихорадки Зика, денге и Чикунгунья, и, ожидае-
мо, больше всего было инфицированных ЧИКВ, 
но количество пациентов, инфицированных ДЕНВ, 
также было ненамного меньше [9]. В этом же ис-
следовании при анализе случаев обращения за ме-
дицинской помощью зарегистрировано 41,7–50,5% 
случаев сочетанного инфицирования разными ви-
русами. Также случаев госпитализации было до-
стоверно больше среди пациентов с сочетанным 
инфицированием относительно таковых с моноин-
фекцией — 83,3% против 64% соответственно [9]. 
В нашем исследовании при исключении перекрёст-
ной реакции методом анализа авидности специ-
фические АТ к двум вирусам одновременно были 
обнаружены в 22,4% образцов сывороток от числа 
положительных. Ни один из образцов не содержал 
АТ с ИА ≥ 30% сразу к 3 или 4 вирусам. 

В целом результаты данного ретроспектив-
ного исследования подтвердили распространён-
ность лихорадки Чикунгунья и лихорадки денге, 
а также одновременное циркулирование не только 
ДЕНВ и ЧИКВ на территории Никарагуа. Ранее 
J.J. Waggonner и соавт. продемонстрировали ин-
фицирование пациентов ЧИКВ и ДЕНВ, а также 
ЗИКВ, в том числе сочетанное [9]. Одновременное 
циркулирование ЧИКВ, ДЕНВ, ЗИКВ, а также веро-
ятность появления ЖЛВ не только создаёт сложную 
эпидемическую ситуацию в стране, но и доставля-
ет много проблем для местного здравоохранения. 
Достаточно большое количество серологических 
исследований циркуляции ЧИКВ одновремен-
но с флавивирусами, а также работ по разработке 
дифференциальной клинической и лабораторной 
диагностике лихорадок со схожими начальными 
клиническими симптомами проводится исследова-
телями в странах Центральной и Южной Америки 
[9, 14, 19–21], а также Европы, учитывая активный 
мировой туризм [6, 14].

Усиление аффинности и соответствующие из-
менения авидности IgG в течение инфекционного 
процесса дают возможность предположить период, 
прошедший с момента первичного контакта с воз-
будителем инфекционного заболевания. На ранних 
стадиях иммунного ответа появляются IgG с низкой 
авидностью, которая растёт с течением времени и 

свидетельствует о формировании зрелого специфи-
ческого иммунного ответа [22]. 

Исследования, проведённые с начала до сере-
дины 1980-х гг., привели к использованию авидно-
сти IgG в качестве инструмента не только в клини-
ческой диагностике [23–25]. Исследователи флави-
вирусных инфекций используют авидность IgG для 
дискриминации первичной и вторичной лихорадки 
денге [19], дифференцирования недавнего и давне-
го инфицирования вирусом Западного Нила [26], 
изучения иммунного ответа при острой и хрониче-
ской формах лихорадки Чикунгунья [12], а также 
анализа кросс-реактивности между АТ к флавиви-
русам с целью оценки распространённости той или 
иной лихорадки в регионе [14, 21, 27].

Ограниченное серологическое исследование 
распространённости инфицирования арбовирусами 
мы дополнили анализом авидности специфических 
АТ для дискриминации реального инфицирования 
в анамнезе от кросс-реактивности АТ к флавиви-
русам ДЕНВ, ЖЛВ и ЗИКВ. Поскольку в нашем 
исследовании все лица находились под пассивным 
наблюдением и ни у одного привитого на момент 
вакцинации и в течение 28 дней после вакцинации 
не отмечалось признаков или жалоб, характерных 
для острого инфекционного заболевания, можно 
предположить, что специфические АТ с низким 
ИА в том или ином тесте ИФА свидетельствовали 
не об острой стадии инфекционного заболевания, 
а, скорее всего, явились результатом их кросс-реак-
тивности. Однако следует отметить, что исследова-
ние образцов сывороток было однократным и мы не 
можем исключить вариант течения бессимптомного 
инфекционного процесса, что особенно характерно 
для лихорадки Зика.

Распространение лихорадки Зика привело к 
необходимости разработки высокоспецифических 
ИФА-тест-систем с низким уровнем кросс-реак-
тивности, в частности, между IgG к ДЕНВ (всем  
4 типам) и ЗИКВ, т.к. на ранних этапах эти инфек-
ции трудноразличимы клинически, а серология из-
за кросс-реактивности АТ не всегда даёт реальную 
картину, притом что инфицирование ЗИКВ ассо-
циировано с врождённой микроцефалией, мертво-
рождением и развитием синдрома Гийена–Барре у 
взрослых [28, 29]. 

Для дифференциальной лабораторной диа-
гностики флавивирусных лихорадок были разра-
ботаны мультиплексная тест-система «pan-Flavi» 
[14], тест-система «Anti-Zika Virus ELISA (IgG)» 
(«Euroimmun AG»), в которых, как и в описанных 
ранее методах [19, 21], используются NS1-антиге-
ны. Это позволило с определённой степенью досто-
верности дискриминировать флавивирусы между 
собой в серологических тестах [8, 14]. В нашем 
исследовании мы использовали коммерческую 
тест-систему «Anti-Zika Virus ELISA (IgG)», кото-
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рая ранее применялась для серологической харак-
теристики лихорадки Зика, в том числе для анализа 
авидности специфических АТ [27]. Для определе-
ния АТ к ДЕНВ и ЖЛВ мы использовали имеющи-
еся коммерческие тест-системы. В них в качестве 
антигена служит инактивированный вирус, что, 
безусловно, повлияло на результат в ИФА-тестах. 
Однако, по нашему мнению, анализ авидности 
специфических АТ к ДЕНВ и ЖЛВ позволяет мини-
мизировать ошибку, т.к. кросс-реактивные АТ, как 
правило, являются низкоавидными и, соответствен-
но, выявляются после обработки мочевиной.

Результат анализа авидности значительно за-
висит от молярности использованной мочевины 
[14, 21, 27]. Ранее W.Ya. Tsai и соавт. выявили, что 
4М, 6М и 8М мочевина практически одинаково вли-
яет на авидность специфических АТ к ЗИКВ [21].  
В большинстве исследований авидности АТ к фла-
вивирусам, как и в нашем исследовании, использу-
ется 8М мочевина [14, 19, 21, 27]. 

Изначально мы определили, что образцы сы-
вороток, содержащие АТ только к одной инфекции, 
имели ИА специфических АТ ≥ 30%, и далее мы 
приняли этот уровень за высокий, характерный для 
постинфекции. Полученные нами результаты сопо-
ставимы с ранее опубликованными, где на клини-
ческих данных пороговый уровень ИА АТ к ЗИКВ 
и ДЕНВ в одних исследованиях был определён как 
24,5% [19], а в других исследованиях — 28% [21]. 
Известно, что ИА растёт с течением времени вплоть 
до 6 мес от момента заболевания [19, 21], выходя за-
тем на плато [22]. 

Очень насущно стоит вопрос о стандартизации 
метода оценки авидности АТ, т.к. использование 
разных антигенов, буферов, конъюгатов в значи-
тельной степени влияет на результат и возможность 
сравнения результатов разных исследователей [22]. 
Для ряда инфекционных заболеваний, например 
для краснухи, разработаны протоколы для тестиро-
вания авидности IgG с использованием стандарти-
зированных тестов и систем. Для флавивирусных 
инфекций на данном этапе решением проблемы 
стандартизации метода оценки авидности АТ мо-
жет быть создание соответствующих панелей атте-
стованных сывороток. Такие панели могли бы обе-
спечить общий стандарт, по которому можно было 
бы не только проводить оценку авидности специфи-
ческих АТ, но и разработать общую категоризацию 
авидности [14]. 

В популяциях с высокой распространённостью 
флавивирусных инфекций крайне непросто бывает 
не только клинически, но и лабораторно оценить 
инфекционный статус из-за кросс-реактивности АТ 
к флавивирусам между собой, которая с течением 
времени только усиливается. Крайне важно диффе-
ренцировать острое течение лихорадки Зика от ли-
хорадки денге в анамнезе в связи с опасностью ли-

хорадки Зика для беременных женщин, а также не-
врологическими последствиями заболевания [8, 14, 
19, 21, 27]. Для флавивирусных инфекций проведе-
ние дифференциальной лабораторной диагностики 
важно также для прогноза развития инфекционно-
го процесса [6]. Предполагается, что присутствие 
перекрестно-реактивных антител, появившихся в 
результате предшествующих контактов с гетероло-
гичными флавивирусами, во время последующего 
инфицирования способствует развитию тяжёлых 
форм заболевания [8, 19, 21, 28]. Так называемый 
феномен антителозависимого усиления заболева-
ния известен при вторичной лихорадке денге, а так-
же при последовательном заражении ДЕНВ и ЗИКВ 
[8, 19, 28, 30]. 

В нашем исследовании в 16 (8,0%) образцах 
сывороток крови, обладающих АТ с высоким уров-
нем ИА к ДЕНВ, были обнаружены АТ с низким ИА 
к ЖЛВ и/или к ЗИКВ, что позволяет расценить их 
как кросс-реактивные или как свидетельствующие 
о бессимптомном течении, прежде всего, лихорад-
ки Зика. Только анализ данных образцов в динамике 
позволил бы дифференцировать происхождение АТ 
с низким ИА. Однако оба варианта являются фак-
тором риска для последующего инфицирования ге-
терологичным флавивирусом, циркулирующим на 
территории Никарагуа.

Заключение
Проведённое исследование подтвердило рас-

пространённость на территории Никарагуа лихора-
док Чикунгунья и денге. 

Метод анализа авидности АТ к флавивирус-
ным инфекциям, будучи достаточно простым и при-
менимым в любой лаборатории, является информа-
тивным для эпидемиологического серологического 
мониторинга и получения реальной картины рас-
пространения флавивирусов при их одновременном 
циркулировании. 

Применение метода анализа авидности спе-
цифических АТ позволило подтвердить инфици-
рование ЧИКВ и ДЕНВ в прошлом, а также диф-
ференцировать АТ с высокой авидностью к ДЕНВ, 
что свидетельствует об инфицировании в анамнезе, 
от АТ к ЖЛВ и ЗИКВ с низкой авидностью, кото-
рые, вероятно, являются проявлением феномена 
кросс-реактивности. Таким образом, метод анализа 
авидности может быть вспомогательным для диффе-
ренциальной клинической диагностики и для про-
гнозирования течения инфекционного процесса.

Информативность и простота исполнения ме-
тода анализа авидности специфических АТ, тем не 
менее, требует его стандартизации для широкого 
внедрения в практику не только в странах с одно-
временной циркуляцией нескольких флавивирусов. 
Необходимо также учитывать распространённый 
туризм в страны Центральной и Южной Америки.
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