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Коронавирусная инфекция продолжает распространяться по всему миру. В связи с этим цель данной работы - разрабо-
тать набор реагентов для качественного выявления РНК вируса SARS-CoV-2. Набор разработан в ЗАО «ЭКОлаб». Для 
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Введение. В 2019 г. мир охватила пандемия новой 
инфекции, вызванная РНК-содержащим вирусом из се-
мейства Coronaviridae [1, 2]. Бетакоронавирус (β-CoV) 
является возбудителем тяжелого острого респираторно-
го синдрома SARS-CoV-2 [2]. Предполагается, что коро-
навирус произошел от летучих мышей [3], однако есть 
данные указывающие на то, что коронавирус β-CoV был 
создан искусственным путем в лаборатории Уханьско-
го института вирусологии (WIV) под руководством Ши 
Дженли и Ральфа С. Барика еще в 2015 году [4]. Геном 
бета-коронавирусов представлен одноцепочечной (+) 
РНК с 26-32 тысячами пар нуклеотидов. Общая струк-
тура генома β-CoV аналогична структуре генома других 
коронавирусов и включает в себя полибелок репликазы 
ORF1ab, а так же гены, кодирующие белки - S, M, E и 
N [5, 6]. Возникновение COVID-19 впервые произошло 
в Китае, в г. Ухань, инфекция быстро распространилась 
по всему миру [7]. По оценкам ВОЗ на сегодняшний 
день общее количество смертей от новой коронавирус-
ной инфекции равно 6,4 миллионам [8]. По данным Ро-
спотребнадзора в Российской Федерации общее число 
смертей от коронавирусной инфекции составляет 380 
076 человек [9] 

Спектр клинических признаков COVID-19, варьиру-
ется от бессимптомного течения заболевания до тяже-
лой дыхательной недостаточности и полиорганной дис-
функции [10]. Наиболее распространенными симптома-
ми, связанными с COVID-19, являются лихорадка, сухой 
кашель, одышка, образование мокроты, миалгия, повы-
шенная утомляемость [11]. Бессимптомное течение ин-
фекции может возникать из-за ослабления иммунных 
реакций и субклинических проявлений, а также из-за 
латентной стадии, когда вирус выжидает возможность 
для проникновения в клетку и размножения [12].

Одним из новейших методов диагностики новой ко-
ронавирусной инфекции является метод обнаружения 
SARS-CoV-2 без амплификации с помощью технологии 
CRISPR-Cas13a микроскопии с использованием каме-
ры мобильного телефона, однако золотым стандартом 
диагностики инфекции SARS-CoV-2 является полиме-
разная цепная реакция с обратной транскрипцией (ОТ-
ПЦР) [13]. ОТ-ПЦР - метод амплификации специфи-
ческого фрагмента рибонуклеиновой кислоты (РНК), в 
основе которого лежит использование праймеров, на-
правленных на гены нуклеокапсида (N), оболочки (E) 
и открытой рамки считывания 1ab - ORF1ab [13, 14]. 
Терапия новой коронавирусной инфекции включает как 
стандартные методы лечения с применением детокси-
кационной и антиоксидантной терапии [15], так и при-
менение новых препаратов, воздействующих на процесс 
прикрепления к клеточной мембране проникновения и 
эндоцитоза вируса [16, 17]. 

Цель исследования: разработать набор реагентов для 
качественного выявления РНК вируса SARS-CoV-2.

Материал и методы. Для разработки метода бы-
ли получены положительные образцы из медицинско-
го центра El`Clinic ЗАО «ЭКОлаб», г. Электрогорск. 
Взятие, транспортирование и хранение материала для 
исследования осуществлялось в соответствии с МР 
3.1.0169-20 Лабораторная диагностика COVID-19.

Внутренний контрольный образец (ВКО) в данном 
наборе представляет собой ген РНКазы P человека. Де-
текция ВКО в ходе реакции амплификации свидетель-
ствует о наличии в исследуемом образце клинического 
материала (эпителиальных клеток из верхних дыхатель-
ных путей). 

Положительный контрольный образец (ПКО) со-
держит плазмидную ДНК (рUC19) вируса SARS-CoV-2 
(ЗАО «ЭКОлаб» кат.№120-03) в 0,1 М трис буфере (CAS 
номер: 77-86-1) с с азидом натрия ( CAS номер: 26628-
22-8) - 0,1%.

При подготовке были использованы следующие реак-
тивы и материалы: пластиковые флаконы объемом 2,0 мл 
фирмы «Sarstedt» (Германия), кат. № 72.609; хлорид на-
трия, CAS номер: 7647-14-5; гуанидин тиоционат, CAS но-
мер: 593-84-0; CAS номер: 26628-22-8; азид натрия, CAS 
номер: 26628-22-8; ацетон, CAS номер: 67-64-10; ЭДТА, 
CAS номер: 60-00-4; олигонуклеотид модифицированный, 
ЗАО «ЭКОлаб» кат. №120-01; Taq ДНК-полимераза, ЗАО 
«ЭКОлаб» кат. №120-02; плазмидная ДНК, ЗАО «ЭКО-
лаб» кат. №120-03; планшет для ПЦР, фирма «Sovteсh», 
Россия, кат. № PCR-P-96-08W; пленка для ПЦР- планшета, 
фирма «Sovteсh» (Россия), кат. № Р-500. Амплификацию, 
детекцию и обработку результатов проводили с помощью 
амплификатора Bio-Rad CFX 96, ФСЗ 2008/03399, произ-
водитель ООО «Био-Рад Лаборатории» (США).

Оценка аналитической надёжности с определением 
специфичности и чувствительности проведена согласно 
ГОСТ Р 53079.1-2008 и ГОСТ Р 53022.2-2008. Для про-
верки аналитической специфичности использована РНК 
штаммов различных вирусов с концентрацией матриц 
не ниже 103 ГЭ/мл.

Результаты и обсуждение. Разработан набор ре-
агентов «КовидЭк» для выявления РНК вируса SARS-
CoV-2 в клиническом материале методом ОТ-ПЦР в 
режиме реального времени. Условия проведения ПЦР 
подобраны экспериментально. 

Метод исследования состоит из нескольких этапов: 
выделение РНК SARS-CoV-2, реакции обратной транс-
крипции РНК и ПЦР-амплификации кДНК с одновремен-
ной детекцией результата в режиме «реального времени».

На первом этапе проведена очистка суммарной РНК/
ДНК с использованием реагентов для выделения РНК, 
основанная на связывании нуклеиновых кислот с маг-
нитным сорбентом в присутствии хаотропных солей и 
их последующей элюцией в низкосолевой буфер. Метод 
исследования основан на реакции обратной транскрип-
ции РНК и ПЦР-амплификации к-ДНК с одновременной 
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детекцией продуктов ПЦР в режиме реального времени. 
РНК SARS-CoV-2 подвергается обратной транскрипции 
с помощью ревертазы. Участки полученной кДНК ам-
плифицировали при помощи специфичных к данным 
участкам праймеров и фермента Taq-полимеразы. В со-
став реакционной смеси включены флуоресцентно-ме-
ченные олигонуклеотиды (ДНК-зонды). Данные ДНК-
зонды, содержащие флуоресцентную метку и гаситель 
флуоресценции, гибридизуются с комплементарным 
участком амплифицируемой к ДНК-мишени. При об-
разовании специфичного продукта ДНК-зонд разруша-
ется, воздействие гасителя на флуоресцентную метку 
прекращается. В результате происходит нарастание ин-
тенсивности флуоресценции. Количество разрушенных 
зондов увеличивается пропорционально количеству об-
разовавшихся специфических ампликонов. 

Нарастающий уровень флуоресценции измеряется на 
каждом цикле амплификации. Это позволяет регистриро-
вать накопление специфического продукта амплифика-
ции. Детекция флуоресцентного сигнала осуществляется 
непосредственно в ходе ПЦР с помощью амплификатора 
с системой детекции флуоресцентного сигнала в режиме 
«реального времени». В состав набора реагентов входит 
положительный контрольный образец (ПКО), представ-
ляющий собой MS2 фагоподобные частицы, содержащие 
фрагмент генома коронавируса SARS-CoV-2.

В качестве мишеней выбраны следующие инсерци-
онные последовательности SARS-CoV-2: фрагменты 
ORF и N (табл. 1).

Молекулярная структура праймеров проверена с учё-
том общих требований при использовании алгоритма 
BLAST на основании анализа нуклеотидных последо-
вательностей референсных штаммов, опубликованных в 
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Реакционную смесь (мастер-микс) готовили путем 
смешивания в эппендорфе следующих реактивов по 
формуле:

5*(N+1) мкл ОТ-ПЦР-реагента + 15*(N+1) мкл 
праймеров, 

где: N – общее количество реакций амплификации с 
учетом контрольных образцов. 

Далее перемешивали полученный «Мастер Микс» 
путем 5-ти кратного переворачивания пробирки, осаж-

дали кратковременным центрифугированием и вносили 
по 20 мкл в микропробирки для проведения ПЦР.

Аналитическая чувствительность (предел обнаруже-
ния) набора реагентов определялась с использованием 
контрольной панели «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», по-
ложительные образцы которой (№ 1-№ 6) содержат ис-
кусственную РНК вируса SARS-CoV-2 в разных концен-
трациях аналита (от 500 ГЭ/мл и выше). Положительные 
образцы по каналу «HEX» должны иметь значения Сt 
меньше или равно 33, по каналу «FAM» –значения Сt не 
анализируется (могут быть любые или отсутствовать). 
Чувствительность определялась по стандартной панели 
образцов «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», содержащих 
искусственно синтезированную РНК SARS-CoV-2, как 
процентное содержание образцов, определенных набо-
ром как положительные, и составляет 100%. 

Специфичность определялась по стандартной пане-
ли образцов «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», не содержа-
щих искусственно синтезированную РНК SARS-CoV-2, 
как процентное содержание образцов, определенных на-
бором как отрицательные, и составляет 100%.

Для контроля повторяемости использовали образец 
КОЧ ПКО разведенный до концентрации 1,0х103 копий/
мл (5 образцов). Процедура проводилась одним опера-
тором на одном наборе. Коэффициент вариации для по-
вторяемости рассчитывался по формуле: CVp (%) = Сt 
(станд.отклон.) / Ct (ср.знач.) × 100 % для 5 проб КОЧ 
ПКО и не превышает 3 %. 

Для контроля воспроизводимости использовали об-
разец КОЧ ПКО, разведенный до концентрации 1,0х103 
копий/мл (10 образцов). Процедура проводилась двумя 
разными операторами с двумя разными наборами одной 
серии в разные дни. Коэффициент вариации для воспро-
изводимости рассчитывается по формуле: CVp (%) = Сt 
(станд.отклон.) / Ct (ср.знач.) ×100 % для 10 проб КОЧ 
ПКО и не превышает 6 %. 

Интерпретация результатов ПЦР приведена в табл. 2.
Разработанным набором реагентов проведены ис-

следования клинических образцов от 20 пациентов с 
симптомами ОРВИ и подтвержденным диагнозом CO-
VID-19. 

Результаты детекции вирусной РНК и РНКазы Р 
представлены на рисунке и в табл. 3.

Т а б л и ц а  1
Используемые праймеры – фрагменты ORFa1b и N

Мишень Ген Нуклеотидная последовательность Ориентация праймера

SARS-CoV-2 ORFа1b 5’ TTCTGCGCCTCCCCAAGCTGA 3’ Прямой

5’ CCTA ATTGAGGTTGAACCT  3’ Обратный

5’ GTTGGTCAGGCAGTGCGGCCAATC 3’ Флуоресцентный зонд

N 5’ CAATGCCCCAATCGTCTAC 3’ Прямой

5’ CCT CAT CAC CGAAAGTC GCA AC 3’ Обратный

5’ CCAAAACGGGCAACGCAGAAGGGAGC 3’ Флуоресцентный зонд

Homo sapiens РНКаза Р 5’ GGATCCATCTCACTGCAATG 3’ Прямой

5’ CCTGCTATCAAAGACTCCACA 3’ Обратный

5’ CCTCCTATTAATGTGGCGATTGACCGA 3’ Флуоресцентный зонд
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Т а б л и ц а  2
Интерпретация результатов образцов

Результат образца Значение «Сt» по каналу
FAM/Green

Значение «Сt» по каналу
HEX/Yellow

Положительный +/– ≤ 33

Сомнительный +/– 33–35

Отрицательный + > 35 или отсутствует

Не валидный – –

Т а б л и ц а  3
Данные выявления коронавируса с внутренним контролем из клинческих образцов

Номер образца
Значение Сt Интерпретация

результатав канале FAM в канале HEX

ПМ1 34,11 21,59 Положительный

ПМ2 33,25 17,11 Положительный

ПМ3 25,90 26,81 Положительный

ПМ4 30,36 22,70 Положительный

ПМ5 26,92 18,41 Положительный

ПМ6 35,12 22,74 Положительный

ПМ7 28,10 25,15 Положительный

ПМ8 26,36 20,60 Положительный

ПМ9 34,75 25,52 Положительный

ПМ10 29,23 27,36 Положительный

ПМ11 28,41 27,74 Положительный

ПМ12 26,25 20,56 Положительный

ПМ13 32,80 24,73 Положительный

ПМ14 34,63 26,80 Положительный

ПМ15 30,15 22,75 Положительный

ПМ16 27,71 18,41 Положительный

ПМ17 35,16 19,61 Положительный

ПМ18 28,20 25,75 Положительный

ПМ19 26,24 20,70 Положительный

ПМ20 34,81 25,26 Положительный

Детекция нуклеиновых кислот.
а – выявление РНК коронавируса, б – выявление РНК РНКазы Р.

а б
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КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как видно из рисунка и табл. 3, разработанный на-
ми набор реагентов выявляет коронавирус SARS-CoV-2 
из клинических образцов, и может занять свое место в 
клинической лабораторной диагностике нового корона-
вируса.

Заключение. Разработанная методика диагностики 
новой коронавирусной инфекции на основе ОТ-ПЦР в ре-
жиме реального времени позволяет качественно и быстро 
выявлять РНК бета-коронавируса в клиническом матери-
але больных и здоровых лиц с подозрением на коронави-
русную инфекцию и другими симптомами ОРВИ.
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