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РЕЗЮМЕ
Цель – разработка набора реагентов для диагностики вируса, вызывающего COVID-19, методом ПЦР в реальном времени. 

Материалы и методы. В качестве мишеней были выбраны три участка генома SARS-CoV-2. Тестирование выполнено на 220 образ-
цах – 48 положительных образцах, искусственно созданных из биоматериала пациентов, и 172 клинических образцах (соскобы из 
полости носа и зева, бронхоальвеолярный лаваж, мокрота, эндотрахеальный/назофарингеальный аспират, фекалии, аутопсийный 
материал) из двух медицинских центров. Предварительно биоматериал был проанализирован с использованием набора сравнения. 
Оценка проводилась с доверительным интервалом 95%. Расчет доверительных интервалов для чувствительности и специфичности 
осуществлялся на основании распределения χ2. 

Результаты. Для использования в практическом здравоохранении разработана технология диагностики новой коронавирусной ин-
фекции (COVID-19) методом ПЦР в реальном времени, предложены конкретные варианты проведения всех этапов тестирования – 
преаналитического, аналитического и постаналитического, включая автоматизированную обработку результата. Исследуемый набор 
реагентов соответствует рекомендациям ВОЗ и МЗ РФ. Испытания продемонстрировали высокую чувствительность и специфич-
ность: чувствительность составила 100% (95%-й доверительный интервал) 95,6–100%; специфичность составила 100% (95%-й до-
верительный интервал) 96,7–100%.

Заключение. Набор реагентов зарегистрирован в РФ как медицинское изделие, регистрационное удостоверение № РЗН 2020/9948 от 
01.04.2020. Использование его сетевыми лабораториями позволит обеспечить массовый доступ пациентов к тестированию на вирус, 
вызывающий COVID-19, способствуя быстрому получению результата дифференциальной диагностики, улучшению контроля над 
пандемией, получению корректной статистики распространения вируса. 
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SUMMARY 
Aim: the study was aimed to develop a reagent kit for the real-time RT-PCR diagnostics of virus causing COVID-19. 

Materials and Methods. Three target sites were chosen in the genome SARS-CoV-2. The testing included 220 samples, 48 artificially created 
positive samples (made from patients’ biomaterial) and 172 clinical samples (scrapes from nasal and pharyngeal cavities, bronchoalveolar 
lavage, expectoration, endotracheal/nasopharyngeal aspirate, feces, post-mortem material), obtained from two medical centers. Preliminary, 
the obtained biomaterial was analyzed with a reagent kit of comparison. The evaluation was performed with a confidential interval CI 95%. The 
calculation of CI for the sensitivity and specificity was made based on the distribution of χ2. 

Results. The authors developed a technology of novel coronavirus infection (COVID-19) real-time RT-PCR diagnostics for the application in 
practical healthcare and proposed the variants of testing at all the stages (preanalytical, analytical, and post-analytical, including automated 
results processing). The proposed reagent kit meets the requirements of the World Health Organization and the Ministry of Healthcare of the 
Russian Federation. The study results demonstrated high sensitivity and specificity. The sensitivity was 100% (95% CI) 95.6–100%; the 
specificity was 100% (95% CI) 96.7–100%.

Conclusion. The proposed reagent kit was registered in the RF as a medical product; the registration certificate No. RZN 2020/9948 dated 
01.04.2020. The application of the reagent kit in network laboratories will provide patients with access to testing for the virus causing 
COVID-19 and contribute to quick differential diagnostics, improvement of pandemic control, and accurate statistics on the spread of the vi-
rus. 

KEY WORDS
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ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION

В декабре 2019 г. новый коронавирус, первоначально назван-
ный 2019-nCoV (англ. – 2019 novel coronavirus – новый коронави-
рус 2019 г.) вызвал вспышку острой респираторной инфекции 
в г. Ухань (Китай), в короткие сроки распространившейся по миру. 

Терминология / Terminology 

11 февраля 2020 г. Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) присвоила вирусу и вызываемому им заболеванию офи-
циальные названия. От международного комитета по таксоно-
мии вирусов новый вирус получил название SARS-CoV-2 
(англ. – severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 – коро-
навирус второго типа, вызывающий тяжелый острый респира-
торный синдром). Данное название было выбрано, потому что 
по результатам филогенетического анализа вирусного генома 
этот бета-коронавирус схож с другим коронавирусом – возбу-
дителем вспышки тяжелого острого респираторного синдрома 

(ТОРС) в 2002-2003 гг. [1-3]. На сегодняшний день выделяют 
два типа SARS-CoV-2: тип L (70% всех штаммов), преобладав-
ший в Китае, и тип S (30% штаммов) [4,5]. ВОЗ приняла реше-
ние в публичной сфере называть новое заболевание COVID-19 
(Coronavirus infection disease – 2019), а новый вирус – «виру-
сом, вызывающим COVID-19», поскольку использование в на-
звании аббревиатур SARS/ТОРС, ассоциирующихся с тяжелей-
шим заболеванием, могло бы повлечь эскалацию тревожных 
настроений в некоторых группах населения. Ни одно из этих 
наименований не заменяет официального названия вируса, 
присвоенного Международным комитетом по таксономии ви-
русов [1-3]. 

25 марта 2020 г. ВОЗ присвоила COVID-19 коды Международной 
Классификации Болезней 10 (МКБ-10): код U07.1 – диагнозу забо-
левания, подтвержденному лабораторными исследованиями; код 
U07.2 – клиническому или эпидемиологическому диагнозу, когда 
лабораторное подтверждение не является окончательным или от-
сутствует [6].

Д
ан

н
ая

 и
н
те
рн

ет
-в
ер

си
я 
ст
ат
ьи

 б
ы
л
а 
ск
ач

ан
а 
с 
са

й
та

 h
tt

p:
//w

w
w

.p
ha

rm
ac

oe
co

no
m

ic
s.

ru
. Н

е 
пр

ед
н
аз

н
ач

ен
о 
дл

я 
и
сп

ол
ьз
ов
ан

и
я 
в 
ко
м
м
ер

че
ск
и
х 
це

л
ях

. 
И
н
ф
ор

м
ац

и
ю

 о
 р
еп

ри
н
та
х 
м
ож

н
о 
по

л
уч
и
ть

 в
 р
ед

ак
ци

и
. Т

ел
.: 

+7
 (

49
5)

 6
49

-5
4-

95
; э

л
. п

оч
та

: i
nf

o@
ir

bi
s-

1.
ru

. 

http://www.pharmacoeconomics.ru
mailto:Galkina@dna-technology.ru
http://www.pharmacoeconomics.ru
http://www.pharmacoeconomics.ru
http://www.pharmacoeconomics.ru
http://www.pharmacoeconomics.ru
mailto:info@irbis-1.ru
mailto:info@irbis-1.ru
mailto:info@irbis-1.ru
mailto:info@irbis-1.ru
https://doi.org/10.17749/2070-4909.2020.13.1.52-63


54

Original articles Farmakoekonomika

www.pharmacoeconomics.ru FARMAKOEKONOMIKA. Modern Pharmacoeconomics and Pharmacoepidemiology. 2020; Vol. 13 (1)

Эпидемиология / Epidemiology 

Вирус, вызывающий COVID-19, быстро распространился из Ки-
тая на все континенты (за исключением Антарктиды). По состоя-
нию на 25 марта во всем мире было подтверждено 529,6 тыс. слу-
чаев [7]. 11 марта 2020 г. ВОЗ признала инфекцию COVID-19 
пандемией [8]. Устойчивый рост количества новых случаев забо-
левания отмечается преимущественно в Италии, Испании и США, 
а также в Иране [7]. В январе 2020 г. в России CОVID-19 была до-
бавлена в перечень заболеваний, представляющих опасность для 
окружающих, наряду с ООИ (чума, холера, оспа) [9].

Заболеванию подвержены все возрастные группы, при этом 
у детей инфекция обычно протекает в менее тяжелой форме [10]. 
Основным путем передачи вируса от человека к человеку является 
воздушно-капельный. Вероятность заражения от пациента с сим-
птомами COVID-19 различается в странах мира и во многом зави-
сит от противоэпидемических мер. Так, в Китае она составляла 
1-5%, в США – 0,45%. Также описаны случаи заражения от бес-
симптомных вирусоносителей, однако вероятность заражения 
от них пока не определена [11-13]. Длительность выделения виру-
са у вирусоносителя, по доступным на сегодняшний день данным, 
составляет от 10 до 37 дней после появления симптомов [14,15]. 
Все известные на сегодняшний день данные требуют дальнейшего 
уточнения, для чего необходимы высокочувствительные тесты.

Клиника / Clinical Picture

Клиническая картина заболевания продолжает уточняться. На се-
годняшний день считается, что инкубационный период в среднем 
составляет около 5 суток и может достигать 14 дней [16]. 

В большинстве случав COVID-19 имеет бессимптомное или 
легкое течение с симптомами инфекции верхних дыхательных 
путей, которые постепенно снижаются до выздоровления в тече-

ние недели после заражения. Основными симптомами являются 
лихорадка, кашель, повышенная утомляемость, одышка, боли 
в мышцах, боль в горле, головная боль. Может наблюдаться 
пневмония без угрозы для жизни. Менее чем у трети больных 
развивается тяжелая пневмония с острым респираторным 
 дистресс-синдромом [17–19]. При этом возможно развитие 
острой дыхательной недостаточности, острой почечной недоста-
точности, сепсиса и септического шока, синдрома диссеминиро-
ванного свертывания крови (ДВС-синдром) [17,18,20–22]. В тя-
желой форме заболевание протекает у 15% пациентов, 
смертность, по разным данным, составляет 0,4-15,0%. Точность 
оценки определяется различием подходов: в одних странах всех 
умерших, имевших положительные результаты тестирования 
и симптомы COVID-19, учитывают, как умерших от коронавирус-
ной инфекции, в других – из статистики исключают больных 
COVID-19, погибших от обострений других хронических заболе-
ваний. Также на показатель летальности (англ. – Case Fatality 
Rate, CFR) влияет невозможность точно определить количество 
людей, зараженных вирусом, вызывающим COVID-19, что отме-
чается специалистами как серьезная проблема [23]. Очевидно, 
что при занижении инфицированности населения показатель 
летальности выше, нежели на самом деле.

Диагностика / Diagnostics

При COVID-19 как у части бессимптомных носителей, так 
и у лиц, имеющих симптомы, в т. ч. пневмонию, отмечаются затем-
нения по типу матового стекла при компьютерной томографии 
(КТ) грудной клетки. Изменения на КТ соответствуют картине ви-
русной пневмонии, чаще бывают двусторонними, с захватом ниж-
них долей легких [24,25]. На разных этапах находится разработка 

Основные моменты

Что уже известно об этой теме? 

►  Пандемия COVID-19, вызываемая вирусом SARS-CoV-2, представ-
ляет собой угрозу глобального масштаба

►  Для подтверждения случаев инфицирования COVID-19 ВОЗ реко-
мендует использовать метод ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией вирусной РНК

►  Отсутствие высокочувствительных тест-систем с набором трех 
диагностических мишеней приводит к неполному выявлению ин-
фицированных, особенно среди бессимптомных носителей с ма-
лой концентрацией вируса

Что нового дает статья?

►  Разработан и апробирован набор реагентов с определением трех 
участков генома SARS-CoV-2 и SARS-CoV методом ПЦР в реаль-
ном времени

►  Впервые в мире представлены результаты этапов разработки 
и клинической апробации тест-системы на положительных об-
разцах биоматериала пациентов с COVID-19

►  Продемонстрирована высокая чувствительность и специфич-
ность тест-системы. Предел обнаружения составил 101 копий ну-
клеиновой кислоты (НК) на амплификационную пробирку

Как это может повлиять на клиническую практику в обозримом будущем? 

►  01.04.2020 получено регистрационное удостоверение Росздрав-
надзора, уже в апреле 2020 г. тестирование станет доступным 
в сетевых лабораториях

►  Доступ к экономически эффективному высокочувствительному 
и высокоспецифичному методу диагностики COVID-19 будет спо-
собствовать лучшему контролю пандемии

►  Увеличение выявляемости носителей SARS-CoV-2 может оказать 
помощь в принятии управленческих решений и планировании ме-
роприятий организаторами здравоохранения

Highlights

What is already known about this subject? 

►  A pandemic of COVID-19 caused by SARS-CoV-2 virus is a global 
threat

►  The WHO recommends real-time RT-PCR for the verification of cases 
of COVID-19

►  The lack of highly-sensitive test systems with a three-target diagnos-
tic kit leads to an incomplete identification of infected population, 
especially among carriers with a low concentration of virus that do 
not manifest symptoms

What are the new findings? 

►  The authors developed and approbated a real-time RT-PCR diagnostic 
reagent kit for the identification of three sites in the genomes SARS-
CoV-2 and SARS-CoV

►  Novel and original results were presented on the stages of the deve-
lopment and clinical approbation of the test system on biomaterial 
samples from patients with COVID-19

►  A high sensitivity and specificity of the test system was demonstrated 
in the study. The threshold of detection was 101 copies of the nucleic 
acid (NA) per the amplification test-tube

How might it impact on clinical practice in the foreseeable future? 

►  On 01.04.2020, the Roszdravnadzor (Federal Service for the Supervi-
sion of Public Health and Social Development) registration certificate 
was received. In April 2020, the test system will be available in net-
work laboratories

►  The availability of economically efficient, highly sensitive, and highly 
specific method of COVID-19 diagnostics will contribute to better pan-
demic control

►  An increase in the detectability of SARS-CoV-2 carriers can help 
in  executive decision-making by the healthcare authorities
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Оригинальные статьи

серологических тестов и поиск биомаркеров заболевания, но ос-
новным методом лабораторной диагностики COVID-19 является 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) [18,26,27]. 

В качестве образцов используется биоматериал, полученный 
из респираторного тракта: назофарингеальные мазки или мазки 
из ротоглотки, а также мокрота при продуктивном кашле. У паци-
ентов, находящихся на искусственной вентиляции легких (ИВЛ), 
используют аспират из нижних дыхательных путей или бронхо-
альвеолярный лаваж [26,27]. 

Данные сравнительных исследований точности и диагностиче-
ской ценности различных тестов на новый коронавирус к настоя-
щему времени ограничены. 

Вызовы для системы здравоохранения и экономики / Challenges 
for the System of Healthcare and Economics 

Понятно, что пресечь распространение нового вируса SARS-
CoV-2 и заболеваемость COVID-19 уже невозможно. В условиях 
пандемии COVID-19 особенно важно, чтобы количество инфици-
рованных пациентов и тяжелых случаев заболевания не превыси-
ло возможности системы здравоохранения. Для этого необходи-
мо сгладить пик заболеваемости и отсрочить инфицирование 
основной массы населения [28]. Если возможности системы здра-
воохранения окажутся недостаточными, из-за нехватки обученно-
го персонала, койко-мест в реанимации и аппаратов ИВЛ, будет 
расти смертность, возможно, инвалидизация (поствоспалитель-
ный интерстициальный фиброз) больных COVID-19. Нехватка 
тех же ресурсов может ухудшить аналогичные показатели при 
других хронических заболеваниях и травмах. В связи с этим 
в срочном порядке происходит мобилизация ресурсов, включая 
переориентацию ряда ЛПУ на прием пациентов с подозрением 
на COVID-19 и пациентов с внебольничной пневмонией, увеличе-
ние количества коек в реанимациях, инспекция аппаратов ИВЛ 
и т. п. Также в регионах с высоким риском распространения 
COVID-19 объявляются все более жесткие меры карантина для 
всего населения, вплоть до ограничения передвижения по насе-
ленному пункту [29,30]. В перспективе это поможет решить глав-
ную задачу – сберечь человеческие жизни. 

С другой стороны, длительный карантин определенно приведет 
к спаду в экономике, снижению потребления, разрыву логистиче-
ских цепочек, банкротству мелкого и среднего бизнеса, увеличе-
нию безработицы и снижению качества жизни [31,32]. В средне- 
и долгосрочной перспективе это может повлечь увеличение 
смертности социально незащищенных слоев населения, сопоста-
вимое по масштабам со смертностью при пандемии COVID-19. При 
планировании организационных мер необходимо найти правиль-
ный баланс между карантинными ограничениями и поддержкой 
экономики, что реально при наличии максимально точной стати-
стики количества инфицированных и заболевших, получить кото-
рую невозможно без широкого доступа к тест-системам, позволя-
ющим с высокой специфичностью и чувствительностью диа- 
гностировать заражение вирусом, вызывающим COVID-19. 

Данные предпосылки обозначили социальную миссию – в ко-
роткие сроки разработать такую тест-систему и обеспечить ее до-
ступность для пациентов.  

Цель – разработка набора реагентов для диагностики вируса, 
вызывающего (COVID-19), методом ПЦР в реальном времени. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ / MATERIALS AND METHODS

Подход к исследованиям и разработке / Approach for Research 
and Development

ВОЗ для подтверждения случаев инфицирования COVID-19 ре-
комендует использовать метод ПЦР в реальном времени с обрат-
ной транскрипцией вирусной РНК [33]. Согласно Временным ме-
тодическим рекомендациям МЗ РФ «Профилактика, диагностика 

и лечение новой коронавирусной инфекции (COVID-19)» версий 
1-4, специфическая лабораторная диагностика коронавирусной 
инфекции также основывается на выявлении РНК SARS-CoV-2 ме-
тодом ПЦР [26]. На этапе разработки и апробации технологиче-
ского решения, в т. ч. при определении целевых генов-мишеней, 
руководствовались рекомендациями ВОЗ и Минздрава РФ, а так-
же иными применимыми руководствами международных и рос-
сийских регуляторных органов. 

Пациенты и образцы / Patients and Samples

С целью установления диагностических характеристик (диагно-
стической чувствительности и специфичности) тест-системы 
были проведены исследования образцов биологического матери-
ала, полученных от пациентов.

Для лабораторной диагностики COVID-19 в соответствии с реко-
мендациями ВОЗ и российскими нормативными документами, реко-
мендуется использовать биоматериал, полученный из респираторно-
го тракта: мазки из носо- и ротоглотки, мокроту, материал из легких, 
полученный при инструментальных манипуляциях (аспират, лаваж). 
Возможно также исследование крови, сыворотки, мочи, фекалий, 
биопсийного или аутопсийного материала легких [26,27].

Критерии включения биологического материала /  
Criteria of Inclusion of Biological Material

Биологический материал был собран от пациентов с симптома-
ми инфекций верхних дыхательных путей – лихорадка, кашель, 
повышенная утомляемость, одышка, боли в мышцах, боль в гор-
ле, головная боль и условно-здоровых пациентов, обратившихся 
в лечебное учреждение с целью профилактического осмотра. 

Критерии исключения клинических образцов материала / 
Criteria of Exclusion of Biological Material 

Исключались из исследования образцы со следующими харак-
теристиками: 

– немаркированные или несущие неверную (нечитаемую) мар-
кировку образцы;

– образцы, для которых не указаны дата и время получения ма-
териала;

– образцы, хранившиеся и транспортировавшиеся с нарушени-
ем требований, установленных для данного типа биологического 
материала;

– образцы с нарушенной целостностью и/или герметичностью 
пробирок.

Исследование образцов биоматериала / The Study of Biological 
Material

Исследование 220 образцов от пациентов был выполнено в двух 
учреждениях: 

в ФГБУ «Всероссийский научно-исследовательский и испыта-
тельный институт медицинской техники» Росздравнадзора РФ 
(ВНИИМТ) были исследованы 98 образцов (из них 48 искусственно 
созданных положительных образцов и 50 отрицательных) и в ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр акушер-
ства, гинекологии и перинатологии имени академика В. И. Кулако-
ва» Министерства здравоохранения РФ (НМИЦ АГП) – 122 образца 
от пациентов с симптомами и без симптомов респираторного забо-
левания (из них 10 положительных и 112 отрицательных).

Искусственные положительные образцы были созданы путем 
добавления в отрицательные образцы биоматериала, полученного 
от пациентов, разных количеств охарактеризованного обезвре-
женного образца РНК вируса SARS-CoV-2 в суммарном препарате 
нуклеиновых кислот, выделенных из клеточной культуры Vero E6, 
зараженной вирусом SARS-CoV-2 (изолят В, биологическая актив-
ность 6,8 lg БОЕ, фракция, обогащенная РНК, 0,1 lg БОЕ соответ-
ствует 103 копий). 
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Данные о количестве и видах исследованного биологического 
материала приведены в таблице 1.

Предварительно весь биоматериал был проанализирован с ис-
пользованием набора сравнения – «Набор реагентов для выявле-
ния РНК коронавируса 2019-nCoV методом ПЦР с гибридизацион-
но-флуоресцентной детекцией «Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG» 
по ТУ 21.20.23-088-05664012-2020» производства ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора, РУ № РЗН 2020/9677 от 11.02.2020.

При проведении клинических испытаний были выполнены все 
необходимые манипуляции с образцами клинического материала 
согласно инструкции по применению медицинского изделия 
«Комплект реагентов для выделения нуклеиновых кислот (ПРО-
БА-НК/ПРОБА-НК-ПЛЮС)» в комплектации ПРОБА-НК, ООО «НПО 
ДНК-Технология», Россия, РУ № ФСР 2010/08695.

Формулы и статистический анализ / Formulas and Statistical 
Analysis

Диагностическая чувствительность (ДЧ) / Diagnostic sensitivity 
(DS)

Оценка диагностической чувствительности выполнялась по сле-
дующей формуле: 

ДЧ=ИП/(ИП+ЛО)×100% 

с 95%-м доверительным интервалом, где ИП – истинно поло-
жительные результаты, полученные на испытуемом наборе 
и наборами сравнения; ЛО – ложноотрицательные результаты 
в случае отрицательного результата, полученного на испытуе-
мом наборе, и положительного результата, полученного набо-
ром сравнения.

Диагностическая специфичность (ДС) / Diagnostic specificity (DS)
Оценка диагностической специфичности выполнялась по сле-

дующей формуле: 

ДС=ИО/(ИО+ЛП)×100% 

с 95%-м доверительным интервалом, где ИО – истинно отрица-
тельные результаты, полученные на испытуемом наборе и набора-
ми сравнения, ЛП – ложноположительные результаты в случае 
положительного результата, полученного на испытуемом наборе 
и отрицательного результата, набором сравнения. 

Расчет доверительных интервалов для чувствительности и спец-
ифичности рассчитывались на основании распределения χ2.

Этические аспекты / Ethical Considerations

Все процедуры, выполненные в данном исследовании, соответ-
ствовали этическим стандартам Хельсинкской декларации 1964 г. 
и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики. 
Весь биоматериал был получен в ходе рутинного лечебно-диагно-
стического процесса и представляет собой обезличенный остаточ-
ный биоматериал, сохраняемый в лаборатории, после проведения 
клинически значимых исследований. Информированное согласие 
пациентов на проведение клинических испытаний не требуется 
ввиду особенностей получения клинического материала.

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 

Выбор целевых мишеней / The Choice of Targets 

В качестве целевых мишеней для повышения надежности тести-
рования рекомендуется использовать несколько генов: нуклео-

Таблица 1. Общее количество биоматериала.

Table 1. Total amount of biological material.

Вид биоматериала
Количество образцов

ВНИИМТ НМИЦ АГП
Соскоб из носоглотки/ротоглотки 57 113

Бронхоальвеолярный лаваж 13 3
Аутопсийный материал (фрагмент легкого) 0 2

Мокрота 20 0
Эндотрахеальный/назофарингеальный аспират 8 0

Фекалии 0 4

Итого
98 122

220

Примечание. Здесь и в других иллюстрациях: ВНИИМТ – ФГБУ «Всероссийский научно-исследовательский и испытательный институт медицинской техники» 
Росздравнадзора РФ; НМИЦ АГП – ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии имени академика 
В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ.

Notes: ВНИИМТ − All-Russian Scientific and Research Institute of Medical Technologies; НМИЦ АГП − Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology 
named after V. I. Kulakov of the Ministry of Health of Russian Federation.

Таблица 2. Перечень рекомендуемых к определению генов-мишеней SARS-CoV-2 [33,34].

Table 2. The list of the gene targets recommended for the identification of SARS-CoV-2 [33-34].

Страна Организация Рекомендуемые к определению гены-мишени

Китай
China CDC (Управление по контролю и профилактике 

заболеваний, Китай)
N (nucleocapsid phosphoprotein), ORF1ab

Германия Charitе` (клиника Шарите) N, E (envelope protein), RdRP (ORF1ab) 
Гонконг Hong-Cong University (Гонконгский университет) N, ORF1b-nsp14

Япония
National Institute of Infectious Diseases (Национальный 

институт инфекционных заболеваний)
S (surface glycoprotein), ORF1a, ORF10 

Таиланд
National Institute of Health  

(Национальный институт здравоохранения)
N

США
US CDC, Atlanta (Управление по контролю 

и профилактике заболеваний, Атланта, США)
N (три варианта набора олигонуклеоитидов  
для выявления последовательности гена N)
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капсида (N), мелкой мембраны (E), «протеиновых шипов» (S) 
и специфической РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRP) 
[33,34]. Поскольку нельзя исключить возникновение новых мута-
ций в геноме коронавируса SARS-CoV-2, большинство междуна-
родных и локальных государственных организаций здравоохране-
ния рекомендует к определению в качестве мишени ген 
нуклеокапсида (N) и один из дополнительных генов (табл. 2). 

Руководствуясь этими рекомендациями, при разработке соб-
ственного оригинального набора реагентов для диагностики 
COVID-19 в качестве мишеней были выбраны три участка генома 
SARS-CoV-2: специфичные для коронавируса SARS-CoV-2 участки 
гена N и гена E, а также консервативный участок гена E, общий для 
группы коронавирусов подобных SARS-CoV (включая SARS-CoV 
и SARS-CoV-2).

Аналитические характеристики / Analytical Characteristics 

Аналитическими характеристиками любой тест-системы явля-
ются ее аналитическая чувствительность / предел обнаружения, 
аналитическая специфичность и устойчивость к действию интер-
ферирующих веществ. 

Предел обнаружения устанавливали путем анализа серийных 
разведений двух серий лабораторного контрольного образца 
(ЛКО) (табл. 3).

 Предел обнаружения составил 10 копий нуклеиновой кислоты 
(НК) на амплификационную пробирку. Данный предел обнаруже-
ния соответствует значениям концентрации РНК в образце, приве-
денном в таблице 4.

Предел обнаружения НК в образце биоматериала зависит от ме-
тода пробоподготовки образца и конечного объема выделенной 
НК (объема элюции). Предел обнаружения 10 копий НК на ампли-
фикационную пробирку соответствует 500 копиям нуклеиновой 
кислоты/мл исходного образца для коронавирусов SARS-CoV-2, 
ген N; коронавирусов SARS-CoV-2, ген E; коронавирусов, подоб-
ных SARS-CoV (объем элюции 50 мкл). 

При исследовании аналитической специфичности установлено 
отсутствие неспецифических положительных результатов ампли-
фикации при наличии в образце РНК Influenza A virus, Influenza B 
virus, Human coronavirus HKU-1, Human coronavirus NL-63, Human 
rhinovirus; ДНК Mycoplasma pneumonia, Streptococcus pneumonia, 
Chlamydophila pneumoniae, Haemophilus influenza, Klebsiella 
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Bordetella pertussis, Bordetella 

parapertussis, а также ДНК человека в концентрации до 108 ко-
пий/мл образца.

Наличие ингибиторов ПЦР в образце биологического материала 
может быть причиной сомнительных (неопределeнных) результатов. 
Признаком ингибирования ПЦР является одновременное отсутствие 
амплификации внутреннего контроля и специфического продукта. 

К ингибиторам ПЦР, источником которых может являться обра-
зец нуклеиновой кислоты, по результатам анализа рисков отнесе-
ны следующие вещества: гемоглобин, присутствующий в образце 
РНК в результате неполного удаления в ходе выделения РНК 
из образца биоматериала, содержащего примесь крови, а также 
изопропиловый спирт и метилацетат, присутствующие в образце 
РНК в результате неполного удаления промывочных растворов 
в ходе пробоподготовки. При проведении исследования были 
определены максимальные концентрации интерферирующих ве-
ществ, при которых не наблюдалось влияние на амплификацию 
лабораторного контрольного образца и внутреннего контрольного 
образца: гемоглобин – 0,35 мг/мл образца кДНК, изопропиловый 
спирт – 100 мкл/мл образца кДНК, метилацетат – 100 мкл/мл об-
разца кДНК. 

Примеси, содержащиеся в образце биоматериала, такие как 
слизь, кровь, элементы тканевого распада и воспаления, местные 
лекарственные препараты, в т. ч. содержащиеся в назальных спре-
ях и др. удаляются в ходе выделения НК с использованием ком-
плектов/наборов для пробоподготовки. 

Диагностические характеристики / Diagnostic Characteristics 

Диагностические характеристики были определены сравнением по-
ложительных и отрицательных результатов, полученных новой тест-си-
стемой для диагностики новой коронавирусной инфекции (COVID-19) 
и зарегистрированной референтной тест-системой. Результаты пред-
ставлены в таблице 5.

Образцы, полученные от пациентов из НМИЦ АГП, были допол-
нительно протестированы на наличие других вирусов, вызываю-
щих симптомы респираторного заболевания. Результаты иденти-
фикации других вирусов приведены в таблице 6.

По результатам проведенного анализа полученных данных уста-
новлено, что диагностическая чувствительность нового набора 
составляет 100% (95%-й доверительный интервал) 95,6–100%; 
диагностическая специфичность составляет 100% (95%-й довери-
тельный интервал) 96,7–100%.

Таблица 3. Результаты анализа серийных разведений лабораторного контрольного образца с использованием набора SARS-CoV-2/SARS-CoV.

Table 3. Results of the analysis of serial dilutions of the laboratory control samples with a SARS-CoV-2/SARS-CoV kit.

№ п/п
Копий ЛКО /

на амплификационную 
пробирку

Стрипы Пробирки

набор №1 набор №2 набор №1

ЛКО,
сер. 1

ЛКО,
сер. 2

ЛКО,  
сер. 1

ЛКО,
сер. 2

ЛКО,  
сер. 1

ЛКО,
сер. 2

Количество сработавших образцов из 24 повторов
1 20 24 24 24 24 24 24
2 10 24 23 24 24 24 23
3 5 19 18 19 20 20 17
4 0 – – – – – –

Примечание. ЛКО – лабораторный контрольный образец. 

Note: LCS – laboratory control sample. 

Таблица 4. Предел обнаружения выявляемых вирусов в наборе реагентов SARS-CoV-2/ SARS-CoV.

Table 4. Detection threshold for the identification of the viruses in a SARS-CoV-2/ SARS-CoV kit.

№ Выявляемый вирус ПРОБА-НК (объем элюции – 50 мкл) 
1 Коронавирус SARS-CoV-2, ген N 500 копий/мл образца 
2 Коронавирус SARS-CoV-2, ген E 500 копий/мл образца 
3 Коронавирусы подобные SARS-CoV 500 копий/мл образца 
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ОБСУЖДЕНИЕ / DISCUSSION

В основе диагностики COVID-19 лежит обратная транскрипция 
РНК с последующей амплификацией синтезированных фрагмен-
тов кДНК методом полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) в ре-
жиме реального времени. Исследование выполняется по принци-
пу качественного анализа (идентификации). Принцип метода 
основан на использовании процесса обратной транскрипции РНК 
и последующей амплификации кДНК, заключающейся в повторя-
ющихся циклах температурной денатурации ДНК, отжига прайме-
ров с комплементарными последовательностями и последующей 
достройки полинуклеотидных цепей с этих праймеров Taq-поли-
меразой. Этапы обратной транскрипции РНК и ПЦР-амплифика-
ции кДНК проводят в одной пробирке. Для повышения чувстви-
тельности и специфичности реакции предусмотрено применение 
«горячего» старта. Горячий старт обеспечивается методикой при-
готовления реакционной смеси, состоящей из двух слоев, разде-
ленных прослойкой из парафина или использования Taq-полиме-
разы, блокированной антителами. Старт полимеразной цепной 
реакции происходит только при расплавлении парафина или тем-
пературной диссоциации комплекса Taq-полимеразы и антител, 
что исключает неспецифический отжиг праймеров на ДНК-мише-
ни при начальном прогреве пробирки. 

С целью минимизации риска получения неадекватных результа-
тов диагностики в состав набора включен внутренний контрольный 
образец (РНК-ВК), который предназначен для оценки этапа выделе-
ния РНК и качества прохождения полимеразной цепной реакции. 

Удобство использования амплификаторов серии ДТ состоит 
в автоматическом анализе результатов реакции с помощью про-
граммного обеспечения, поставляемого с детектирующим ампли-
фикатором (рис. 1). 

При выполнении анализа возможны следующие варианты лабо-
раторных заключений:

– обнаружена РНК коронавируса SARS-CoV-2 1;
– обнаружена РНК коронавирусов подобных SARS-CoV, РНК 

коронавируса SARS-CoV-2 не обнаружена;
– РНК коронавирусов подобных SARS-CoV не обнаружена, РНК 

SARS-CoV-2 не обнаружена;
– требуются дополнительные исследования, возможна мута-

ция в одном из генов SARS-CoV-2;
– вероятна низкая концентрация РНК SARS-CoV-2. Требуется 

повторное выделение препарата нуклеиновых кислот или повтор-
ное взятие клинического материала;

– результат исследования недостоверный.
Недостоверный результат может быть вызван присутствием ин-

гибиторов в препарате нуклеиновых кислот, полученном из кли-
нического материала; ошибками преаналитического этапа, оши-
бочным выполнением протокола анализа, несоблюдением 
температурного режима амплификации и др. В этом случае требу-
ется либо повторная постановка обратной транскрипции и поли-
меразной цепной реакции, либо повторное выделение препарата 

1 Не исключено одновременное присутствие в образце РНК коронави-
руса SARS-CoV-2 и других коронавирусов, подобных SARS-CoV.

Таблица 5. Результат определения диагностических характеристик.

Тable 5. Results of the identification of diagnostic characteristics.

Результат Количество
Истинно положительный 58
Ложноположительный 0

Истинно отрицательный 162
Ложноотрицательный 0

Всего 220

Таблица 6. Результаты тестирования образцов от пациентов из НМИЦ АГП на возбудители респираторных инфекций.

Тable 6. Results of testing of samples obtained from patients from RCOGP for respiratory infection agents.

Возбудитель Количество положительных образцов

Аденовирусы (Human adenovirus) 1

Вирус парагриппа тип 2 (Human parainfluenza virus type 2) 1

Вирус парагриппа тип 3 (Human parainfluenza virus type 3) 1

Вирус парагриппа тип 4 (Human parainfluenza virus type 4) 1

Грипп А 2

Грипп В 1

Коронавирус (Human coronavirus) 229E 1

Коронавирус (Human coronavirus) 229E 4 2

Коронавирус (Human coronavirus) HKU 1 1

Коронавирус (Human coronavirus) NL63 3

Коронавирус (Human coronavirus) OC43 2

Метапневмовирус (Human metapneumovirus, MPV) 1

Респираторно-синцитиальный вирус (Human respiratory syncytial virus, RSV) 1

Риновирусы (Human rhinovirus, HRV) 3

Не выявлено 91

Итого 112
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нуклеиновых кислот, либо повторное взятие клинического мате-
риала. 

Показаниями к проведению тестирования являются: диагности-
ка пациентов с симптомами ОРВИ и контактировавших с заболев-
шим COVID-19, независимо от их возраста; обследование лиц всех 
возрастов без признаков ОРВИ (в очагах инфекции / в условиях 
распространения инфекции) с целью раннего выявления корона-
вируса для предотвращения дальнейшего распространения ин-
фекции. 

В условиях эпидемии важно обеспечить достаточное количе-
ство тестов. В настоящее время в России доступны несколько на-
боров реагентов для выявления вируса, вызывающего COVID-19. 
Первая, ставшая доступной, тест-система была разработана Госу-
дарственным научным центром «Вектор» и зарегистрирована 
Росздравнадзором 11 февраля 2020 г. [35]. Набор реагентов 
обычно содержит три компонента: реагенты для экстракции РНК, 
реагенты для обратной транскрипции и реагенты для ПЦР (фер-
менты, буфер и праймеры – олигонуклеотиды, комплементарные 
последовательностям генома вируса), положительный, отрица-
тельный и внутренний контрольный образцы. Однако данный на-
бор содержит только праймеры, для выделения РНК и обратной 
транскрипции предполагается, что будут использоваться наборы 

сторонних производителей. Внутренний контрольный образец 
также в наборе не содержится. Такой подход, по-видимому, помог 
обеспечить скорейший доступ к тестированию, но осложнил вы-
полнение ПЦР лабораториями. Заявленная чувствительность 
тест-системы ГНЦ «Вектор» составляет 105 копий плазмид на 1 мл. 
Таким образом, весьма вероятно, что пациенты с легким или бес-
симптомным течением COVID-19, но которые, тем не менее, пред-
ставляют опасность для окружающих, имея концентрацию вируса 
меньше предела чувствительности метода, будут показывать лож-
ноотрицательные результаты тестирования. Это способствует за-
нижению статистики инфицирования COVID-19 и распростране-
нию инфекции, поскольку условия карантина таких пациентов 
будут не строже, чем здоровых лиц. Разработанный набор реаген-
тов лишен этих недостатков. Также преимуществом является воз-
можность идентифицировать два участка генов SARS-CoV-2 и еще 
один участок, общий с SARS-CoV 2002 г. Это определяет высокую 
специфичность данного теста – возможность получить ложнопо-
ложительные результаты сведена к минимуму. 

Оригинальных публикаций в рецензируемых журналах, описыва-
ющих разработку и валидацию наборов реагентов для ПЦР-диагно-
стики вируса, вызывающего COVID-19, в базах данных научной ли-
тературы Pubmed/MEDLINE и eLIBRARY.ru на момент подготовки 
статьи не содержалось. Несколько зарубежных публикаций было 

 А Б

Рисунок 1. Результаты ОТ-ПЦР в режиме реального времени (приборы серии «ДТ») с использованием набора реагентов «SARS-CoV-2/SARS-CoV»: 
А – отрицательный результат; Б – положительный результат. 

Figure 1. RT-PCR results (“DT” series amplifier) obtained with a reagent kit “SARS-CoV-2/SARS-CoV”: А – negative results; Б – positive results. 
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посвящено клинической апробации коммерческих и некоммерче-
ских наборов реагентов. Наибольший интерес представляет публи-
кация Conrad R. с соавт., в которой описан опыт Баварского управ-
ления по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов (англ. – Bavarian Health and Food Safety Authority, 
Германия) по сравнительной оценке трех наборов реагентов [36]. 
Наилучшие результаты показал коммерческий набор с оптимизиро-
ванными областями-мишенями и последовательностями прайме-
ров (в гене E и SARS-CoV-2-специфическом гене S), показавший 
100%-ю специфичность. Нами применялся аналогичный подход 
к выбору мишеней, а представленные зарубежные результаты сопо-
ставимы с нашими данными, что подтверждает их правильность. 

Также интересна публикация Pfefferle S. с соавт. (Германия), кото-
рые выполнили оценку образцов биоматериала с использованием 
высокопроизводительной системы количественного анализа на осно-
ве ПЦР в реальном времени [37]. Система показала высокие аналити-
ческие характеристики, однако одним из важных ограничений иссле-
дования являлось то, что авторы не могли подтвердить эффективность 
анализа с использованием клинических SARS-CoV-2-положительных 
образцов. В нашем исследовании мы выполнили несколько этапов 
испытаний с оценкой клинических SARS-CoV-2-положительных об-
разцов, что повышает ценность работы. 

Won с соавт. предложили протокол анализа на основе обратной 
транскрипции и ПЦР в режиме реального времени, который подра-
зумевает самостоятельное получение образца пациентом (мазок 
ротоглотки), очищения РНК тризолом и выполнение количествен-
ной ПРЦ. Протокол продемонстрировал хорошие характеристики 
в отношении предела чувствительности. При этом стоимость анали-
за оценивается менее чем в 15 долларов США [38]. Использование 
разработанного нами набора реагентов при сопоставимых характе-
ристиках чувствительности и специфичности является значительно 
более экономически эффективным – по предварительной оценке, 
реагентная стоимость анализа, включая стоимость транспортной 
среды для взятия и транспортировки образцов, составит около 
300 рублей, или 4 долларов США. 

Таким образом, по аналитическим характеристикам разрабо-
танный набор реагентов превосходит ряд отечественных решений 

и сопоставим с зарубежными разработками. Существенно, что ди-
агностика вируса, вызывающего COVID-19, с использованием раз-
работанного набора реагентов является экономически эффектив-
ной и может быть рекомендована как для выявления SARS-CoV-2 
у больных коронавирусной инфекцией, так и для обследования 
бессимптомных носителей вируса с целью дальнейшей профи-
лактики его передачи и раннего начала терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ / CONCLUSION

Разработано и апробировано технологическое решение, кото-
рое позволяет проводить выявление РНК коронавируса SARS-
CoV-2, вызывающего COVID-19, и дополнительно – идентифици-
ровать возбудитель атипичной пневмонии 2002 г. SARS-CoV.

Набор реагентов для выявления РНК коронавируса SARS-CoV-2, 
вызывающего COVID-19, соответствует требованиям ВОЗ и рос-
сийских документов МЗ РФ по диагностике коронавируса. 

Клиническая достоверность результата тестирования обуслов-
лена технологическими особенностями разработанного набора:

– высокая специфичность в результате тестирования трех ми-
шеней вирусных генов; 

– высокая чувствительность в результате гарантированного 
«горячего» старта; 

– контроль адекватности клинического материала;
– возможность тестирования всех рекомендованных видов 

биоматериала. 
Тест-системы показали высокую чувствительность и специфич-

ность. Результаты клинических испытаний позволили провести 
процедуру регистрации в регуляторных органах в ускоренном по-
рядке, принимая во внимание высокую социальную значимость 
обеспечения доступа пациентов к лабораторному тестированию 
на вирус, вызывающий COVID-19. 01.04.2020 г. получено реги-
страционное удостоверение Росздравнадзора [39]. Начиная 
с апреля 2020 г. сетевые лаборатории обеспечат доступ пациентов 
к высокочувствительному и высокоспецифичному методу диагно-
стики вируса, вызывающего COVID-19, что будет способствовать 
лучшему контролю пандемии.

Политика раскрытия данных клинических исследований 
Принципы анализа и данные, лежащие в основе результатов (текст, та-

блицы, рисунки), после деидентификации будут доступны по запросу иссле-
дователей, которые предоставят методологически обоснованное предложе-
ние, сразу после публикации и до 1 года после публикации. Предложения 
должны быть направлены на почтовый ящик Boldyreva@dna-technology.ru. 
Чтобы получить доступ, лица, запрашивающие данные, должны будут под-
писать соглашение о доступе к данным.
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