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Введение. Применение прямой ПЦР, без экстракции нуклеиновых кислот, для выявления инфекционных агентов - хорошая 
альтернатива рутинному ПЦР: снижает риск контаминации, вдвое ускоряется время получения результата, снижает се-
бестоимость исследования. Разработана методика прямой ПЦР для генотипирования 18 типов вируса папилломы человека 
(ВПЧ) в мультиплексном формате. Первичное и повторное выявление ВПЧ высокого онкогенного риска является фактором 
риска развития дисплазий шейки матки. 
Материал и методы. Исследовано 60 гинекологических мазков  методом прямой ПЦР разработки АО ЭКОлаб и 60 ДНК 
из них референсным непрямым набором производства НекстБио (Москва). Все выявленные генотипы ВПЧ подтверждены 
секвенированием по Сэнгеру. 
Результаты. Данные, полученные с помощью двух наборов и секвенирования по Сэнгеру, совпали. Наибольшая относитель-
ная частота выявлена у ВПЧ 16 и 39 типов (13,3%), частота выявления увеличена для ВПЧ 6, 33, 58 до 11,7%, в случае ВПЧ 
56, 59 до 10%. В десяти образцах из 60 (16,7%) выявлена коинфекция ВПЧ, и повышенная частота коинфекции ВПЧ 66. 
Обсуждение. Полученные данные генотипирования ВПЧ согласуются с более ранними данными по высокой относительной 
частоте выявления генотипов ВПЧ 16 и 31 типов. Отмечена более низкая относительная частота выявления образцов с 
коинфекцией ВПЧ высокого риска. В нашей выборке выявлена высокая частота коинфекции ВПЧ 66, как и в данных, полу-
ченных в Китае и Парагвае. Прямая ПЦР и генотипирование ВПЧ, наряду с наборами для самостоятельного забора биома-
териала позволяют сделать скрининг ВПЧ-инфекции более доступным, что важно, как для профилактики ВПЧ-инфекции, 
так и скрининга дисплазий и рака шейки матки. 
Заключение. Генотипирование ВПЧ успешно проведено при помощи технологии прямой ПЦР.
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Introduction. The use of direct PCR, without nucleic acid extraction, for detection of infectious agents is a good alternative to routine 
PCR: it reduces the risk of contamination, doubles the time to obtain a result, and lowers the cost of the study. Direct PCR methodology 
for genotyping of 18 HPV types in multiplex format has been developed. Primary and repeated detection of HPV of high oncogenic risk 
is a risk factor for the development of cervical dysplasia. 
Material and methods. 60 gynecologic smears were examined by direct PCR developed by JSC EKOlab and 60 DNA from them by a 
reference non-direct kit produced by NextBio (Moscow). All detected HPV genotypes were confirmed by Sanger sequencing. 
Results. The data obtained with the two kits and Sanger sequencing matched. The highest relative frequency was found for HPV16 and 
39 types (13.3%), the frequency of detection was increased for HPV6, 33 and 58 to 11.7%, and in the case of HPV56, 59 to 10%. In ten 
samples out of 60 (16.7%), HPV coinfection was detected and the frequency of HPV66 coinfection was increased. 
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Discussion. The HPV genotyping data obtained are consistent with earlier findings of a high relative frequency of detection of HPV16 
and 31 type genotypes. A lower relative frequency of detection of samples with high-risk HPV coinfection was noted. Our sample 
showed a high frequency of HPV66 coinfection as in the data from China and Paraguay. Direct PCR and HPV genotyping, along 
with self-sampling kits, make HPV screening more accessible, which is important for both HPV prevention and screening of cervical 
dysplasia and cancer.
Conclusion. HPV genotyping was successfully performed using direct PCR technology.
Key words: direct PCR; HPV genotyping; HPV vaccination; cervical dysplasia; cervical cancer
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Введение. Метод ПЦР (полимеразной цепной реак-
ции) позволяет быстро определить возбудителей ин-
фекций, передающихся половым путем (ИППП) в кли-
ническом материале [1]. Чувствительность рутинного 
ПЦР достаточна для определения от нескольких сотен 
копий генома инфекционного агента [2]. Известны ин-
гибиторы ПЦР, присутствующие в биоматериале (гемы 
белков-гемопротеинов, полисахариды и др.). Необходи-
мость постановки ПЦР, минуя выделение нуклеиновых 
кислот (НК), снижает риск контаминации, ошибок при 
проведении исследования, ускоряет как ручной вариант 
методики, так и экстракцию с применением автомати-
ческих станций [7]. Прямая ПЦР, минуя выделение НК, 
подходит для ускорения диагностики образцов с низким 
содержанием интерферентов и высокой копийностью 
инфекционного агента. Благодаря данной технологии 
возможно качественное выявление целевой НК, в дан-
ном случае – ДНК (дезоксирибонуклеиновой кислоты) 

вируса папилломы человека. Генотипирование вирусов 
папилломы человека (ВПЧ) - главной причины рака 
шейки матки и других ВПЧ-ассоциированных опухо-
лей - важный критерий для правильного ведения ВПЧ-
положительных пациентов в ходе скрининга и лечения 
ВПЧ-инфекций [1]. Для принятия решения о вакцина-
ции взрослого пациента квадривалентной (6, 11, 16, 18) 
или нонавалентной (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) вак-
цинами, необходимо предварительное генотипирование 
ВПЧ для исключения инфекции.

В компании ЭКОлаб накоплен значительный опыт 
применения прямой ПЦР и создания наборов с при-
менением (табл. 1)  данной технологии. Новый набор 
по генотипированию ВПЧ в прямом формате сравни-
вался с референсным набором с обязательной пред-
варительной экстракцией образца (непрямой метод 
ПЦР) компании НекстБио (Россия) на коллекции ВПЧ-
положительных образцов.

                                                                                                                        Т а б л и ц а  1 
Наборы реализации технологии прямой ПЦР

Наборы Производитель Номер регистрационного 
удостоверения

Определяемые возбудители 
инфекции

КовидЭк   Директ АО ЭКОлаб РЗН 2022/17966 от 12.08.2022 SARS-CoV-2

УроЭК Директ АО ЭКОлаб РЗН 2023/21534 от 16.11.2023

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma 
hominis, Ureaplasma parvum, 

Ureaplasma urealyticum, Trichomonas 
vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, 

Chlamydia trachomatis

ВПЧ-Эк Директ АО ЭКОлаб Подготовка к регистрации 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82

Материал и методы. Урогенитальные мазки в 
транспортной среде КовидЭк Директ (АО «ЭКОлаб») 
получены в медицинском центре ЭКОлаб (г. Электро-
горск) квалифицированным гинекологом по рутинным 
показаниям. Для сравнительного исследования, в обе-
зличенной форме, отобрано 60 ВПЧ-положительных 

образцов. Все образцы мазков и ДНК хранились при 
температуре  –20 С.

ВПЧ-генотипирование проведено с использованием 
набора ВПЧ-Эк Директ (16 типов ВПЧ высокого риска 
и 2 низкого риска) и референсного набора - Ампли-
Прайм ВПЧ ВКР 14 генотип (14 генотипов ВПЧ высо-
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кого риска) (РЗН 2020/11951, НекстБио).
В 20 мкл мастермикса прямой ПЦР ВПЧ-Эк Директ, 

содержащего смесь олигонуклеотидов и компонентов 
ПЦР, добавляли 5 мкл мазка в транспортной среде (Ко-
видЭк Директ, ЭКОлаб).

Для референсного набора АмплиПрайм ВПЧ ВКР 
14 генотип ДНК выделяли с помощью набора Магно-
Прайм ВПЧ (РЗН 2020/12397, НекстБио) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Исследовано 60 гинекологических мазков и 60 образ-
цов ДНК из них. Концентрация ДНК определена с помо-

щью прибора NanoDrop One (США). В работе исполь-
зованы образцы с концентрацией ДНК более 20 нг/мкл.

Результаты ПЦР анализировали вручную на прибо-
рах ДТ-прайм (ДНК-технология) и CFX96 (BioRad) в 
соответствии с инструкциями к наборам.

Результаты ПЦР подтверждены прямым секвени-
рованием по Сенгеру продуктов ПЦР (размером от 80 
п.н.) (Евроген, Москва) для всех выявленных ВПЧ-
генотипов с помощью праймеров набора ЭКОлаб.

Верификация генотипов ВПЧ выполнена с по-
мощью сравнения полученных при секвенировании 

                                                                                                                        Т а б л и ц а  2
Результаты генотипирования ВПЧ прямым ПЦР и референсным набором

N образца
Генотипирование ВПЧ

Секвенирование по 
Сэнгеру N образца

Генотипирование ВПЧ
Секвенирование по 

СэнгеруВПЧ-Эк 
Директ

ВПЧ ВКР 
14 генотип

ВПЧ-Эк 
Директ

ВПЧ ВКР 
14 генотип

1 + + 6  31 + + 52
2 + + 58 32 + + (66,6,16,45)*
3 + -+++ (11,31,39,51)* 33 + + 18
4 + + (6,66)*  34 + + 33
5 + + 33  35 + + 33
6 + + 45 36 + -+ 56
7 + + 31  37 + + (68,66,51,33)*
8 + + 6  38 + + 56
9 + + 33  39 + +-++ 16
10 + + 18  40 + + 68
11 + + 33  41 + + 16
12 + + 39 42 + + 56
13 + + 59 43 + + 39
14 + + (66,33,31)*  44 + + 56
15 + + 59  45 + + 16
16 + + (16,51)* 46 + + 16
17 + + (35,52)* 47 + + 16
18 + + 52 48 + + 68
19 + + 58 49 + + 39
20 + + 6 50 + + 58
21 + + 11 51 + + (6,35,52)*
22 + + 18 52 + + 16
23 + + 39 53 + + 58
24 + + 59 54 + + 6
25 + + 59 55 + + 56
26 + - 39 56 + + 16
27 + + 52 57 + + 58
28 + + 58 58 + + 82, 59
29 + + (11,39)* 59 + + 56
30 + + 18 60 + + 58

Примечание. * - Каждый генотип ВПЧ подтверждался секвенированием независимо.

Фрагмент результата секвенирования по Сэнгеру образцец № 14 (ВПЧ 66).

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2025; 70(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-2-135-140 

EDN: SQDAJV

МИКРОБИОЛОГИЯ



138

нуклеотидных последовательностей и базы данных 
нуклеотидных последовательностей GenBank (NCBI, 
США) с помощью программы BLAST (NCBI, США).

Результаты. При генотипировании 60 образцов 
выявлены следующие типы ВПЧ (табл. 2). С помо-
щью набора ВПЧ-Эк Директ при помощи технологии 
прямой ПЦР выявлено 10 генотипов низкого онкоген-
ного риска, 67 генотипов высокого риска. С помощью 
набора АмплиПрайм ВПЧ ВКР 14 генотип (НекстБио) 
с предварительным этапом экстракции выявлено 66 
генотипов высокого риска. Генотип ВПЧ 82, выявлен-
ный набором ЭКОлаб в образце 58, как и генотипы 
низкого риска ВПЧ 6 и 11, не входят в состав рефе-
ренсного набора.

Все результаты подтверждены секвенированием по 
Сенгеру (Евроген, Москва) с помощью праймеров на-
бора, разрабатываемого ЭКОлаб.

Подтверждение результата генотипирования осу-
ществлено прямым секвенированием продукта ПЦР 
независимо для каждого генотипа ВПЧ. Результат 
секвенирования в программе Chromas 2.6.6 преоб-
разуется из хроматограммы в последовательность 
нуклеотидов (см. рисунок). Генотип ВПЧ определён 
сравнением результатов секвенирования с базой дан-
ных GenBank (NCBI, США) с помощью программы 
BLAST (NCBI, США).

Результаты, полученные технологией прямой ПЦР 
от АО ЭКОлаб, подтверждены секвенированием по 

                                                                                                                  Т а б л и ц а  3
Частота выявленных генотипов ВПЧ в Москве и Московской области

Генотипы ВПЧ высокого 
онкогенного риска [цит. по 
13,14]

Относительная частота, %

ЭКОлаб О.Ю.Шипулина, 2013 [цит. по 
15] Е. Shipitsyna, 2010*[цит.по 16]

n=60 n=440 n=84
16 13,3 6 23,8
18 6,7 - 4,8
31 5,0 2,9 17,9
33 11,7 - 9,5
35 3,3 - 3,6
39 13,3 - 2,4
45 1,7 - 4,8
51 5,0 - 2,4
52 8,3 - 9,5
56 10,0 - 7,1
58 11,7 - 3,6
59 10,0 - 2,4
66 5,0 - 2,4
68 5,0 - 6,0
73 0,0 - Н.а.
82 0,0 - Н.а.

 Примечание.   *  - Данные по г. Санкт-Петербург (РФ).

Остается высокой относительная частота встречаемо-
сти ВПЧ высокого онкогенного риска 16, несмотря на зна-
чительный период времени с начала вакцинации (табл. 3).

В десяти образцах из 60 (16,7%) выявлена коинфек-
ция ВПЧ с одним и более генотипами высокого онко-

генного риска, в половине случаев с коинфекцией вы-
явлены генотипы низкого риска (табл. 4). Чаще всего 
в образцах с коинфекцией выявлен генотип ВПЧ 66 в 
40% (4/10), генотипы 11, 16, 31, 33, 35, 39, 51, 52 в 20% 
(2/10), реже генотипы 45, 59, 68, 82 в 10% (1/10).

Т а б л и ц а  4
Образцы с коинфекцией ВПЧ

Образец
Генотипы ВПЧ

Низкого риска Высокого риска
3 11 31, 39, 51
4 6 66
14 - 31, 33, 66
16 - 16, 51
17 - 35, 52
29 11 39
32 6 16, 45, 66
37 - 33, 51, 66, 68
51 6 35, 52
58 - 59, 82
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Сенгеру, и полностью согласуются с референсным 
набором НекстБио.

По результатам подсчитана частота встречаемости 
исследованных генотипов. Наибольшая относительная 
частота выявлена у ВПЧ 16 и 39 типов (13,3%), ВПЧ 
6, 33, 58 (11,7%), ВПЧ 56, 59 (10%). Результаты пред-
ставлены в табл. 3.

Обсуждение. Полученные данные генотипирова-
ния ВПЧ согласуются с ранее полученными данны-
ми О.Ю. Шипулиной [15] для образцов из Москвы и 
Московской области  и дополняют их данными гено-
типирования 4-х генотипов ВПЧ высокого риска (см. 
табл. 3). Относительная частота ВПЧ 31 вдвое выше по 
сравнению с данными этого автора [15]. Сравнение с 
данными Е.В. Шипицыной и соавторов [16] указывает 
на различие в частоте распространенности генотипов 
ВПЧ на территории Российской Федерации, и возрас-
тание частоты образцов с коинфекцией ВПЧ высокого 
канцерогенного риска [16]. Аналогично нашим дан-
ным, в работе C.L. Murall и соавт. [20] в образцах с 
коинфекцией выявлена наибольшая частота генотипов 
ВПЧ 51, 66, 53, 52. Высокая частота коинфекции ВПЧ 
66 выявлена в регионе внутренняя Монголия [23]. По 
данным M.L. Bobadilla и соавторов [19], выявлено 42% 
образцов с коинфекцией, в которых доминировал ВПЧ 
56. Эти авторы исследовали 35 генотипов ПВЧ, что 
вероятно и увеличило частоту выявления коинфекции 
ВПЧ по сравнению с нашими данными – 16,7%.

Коинфекция - фактор риска сниженного клиренса 
ВПЧ и повышенного риска развития дисплазий и рака 
шейки матки. Коинфекция ВПЧ высокого риска выяв-
ляется в 25% остроконечных кондилом и является фак-
тором риска малигнизации кондилом [17]. Аналогично 
для пациентов с коинфекцией генотипов ВПЧ высокого 
онкогенного риска выявлен повышенный риск разви-
тия дисплазий шейки матки тяжёлой степени [11, 12].

Интересно оценить изменение относительной ча-
стоты ВПЧ-генотипов за период вакцинации от ВПЧ 
[20, 22]. После регистрации в Российской Федерации 
Гардасила (Мерк, США)  квадривалентной вакцины 
(генотипы 6, 11, 16, 18) в 2006 году прошло 18 лет. По-
скольку ни одна из двух вакцин от ВПЧ не включена в 
Национальный календарь прививок, сложно оценивать 
индивидуальную эффективность вакцинации от ВПЧ 
даже при полном соблюдении схемы вакцинации. Воз-
можно, с появлением отечественной вакцины компании 
«Нанолек» вакцинация против ВПЧ станет доступнее 
для населения или будет включена в Национальный ка-
лендарь прививок.

Заключение. Успешно проведено генотипирова-
ние ВПЧ (n=60) при помощи технологии прямой ПЦР. 
Наблюдается совпадение полученных результатов ис-
следования (реализация прямой ПЦР на примере раз-
рабатываемого набора ВПЧ-Эк  Директ) с референс-
ным набором для сравнения (коммерческий набор для 
амплификации АмплиПрайм ВПЧ ВКР 14 генотип, 
экстракция для которого проводилась при помощи на-
бора для выделения нуклеиновых кислот МагноПрайм  
ВПЧ). В десяти образцах из шестидесяти (16,7%) вы-
явлена коинфекция ВПЧ, отмечается повышенная ча-
стота коинфекции ВПЧ 66.

Прямая ПЦР, при которой минуется этап экстракции 
нуклеиновых кислот, может использоваться при гено-

типировании вируса папилломы человека без искаже-
ния итогового результата, поскольку данные в сравне-
нии с зарегистрированным набором (ДНК прошло этап 
выделения) одинаковы. Экстракция ДНК, к примеру, 
методом очистки при помощи магнитных частиц [24], 
на данном этапе развития технологии ПЦР и предше-
ствующих ей этапов, всё ещё считается необходимой 
для количественной оценки инфекционного агента, но 
качественное выявление нуклеиновых кислот инфек-
ционных агентов, в частности ДНК ИППП [25], геноти-
пирование ВПЧ, возможно и при помощи прямой ПЦР.

Технология прямой ПЦР позволяет серьёзно уско-
рить качественное выявление ДНК ВПЧ в клинических 
образцах, что делает быстрее и доступнее скрининг 
ВПЧ-инфекции. Это является важным как для этапа 
профилактики, так и для скрининга дисплазий и рака 
шейки матки у женщин.
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