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Вирус Западного Нила (ВЗН) - один из самых распространенных арбовирусов в мире, имеющий тенденцию к расширению аре-
ала. Инфицирование человека в основном происходит через укусы кровососущих насекомых (трансмиссивный путь передачи). 
Следствием заражения могут быть бессимптомная инфекция, развитие лихорадочной (гриппоподобной) формы заболева-
ния, в редких случаях поражение центральной нервной системы с развитием менингита, энцефалита, либо острого вялого 
паралича. Для подтверждения диагноза лихорадки Западного Нила (ЛЗН) применяют в основном иммунологические и молеку-
лярно-генетические методы. Используемые серологические исследования могут давать ложноположительные результаты 
вследствие перекрестных реакций антител с другими ортофлавивирусами. С помощью генодиагностических подходов РНК 
возбудителя можно выявить в острую фазу заболевания, в период серонегативного окна. Данные методы незаменимы при 
проведении эпидемиологического мониторинга за численностью зараженных переносчиков возбудителя инфекции, необходи-
мого для прогноза заболеваемости ЛЗН. Цель: анализ особенностей лабораторной диагностики ЛЗН молекулярно-генетиче-
скими методами, определение тенденций в разработке способов обнаружения РНК ВЗН, сравнение предложенных подходов 
с учетом их преимуществ и недостатков. 
Материал и методы. Поиск источников литературы осуществлён в базах данных Scopus, Web of Science, MedLine, 
CyberLeninka, РИНЦ. 
Результаты и обсуждение. В обзоре обозначены как общие проблемы диагностики ЛЗН (низкая выявляемость случаев ин-
фицирования), так и сложности, возникающие при применении молекулярно-генетических подходов: транзиторная виремия, 
низкая вирусная нагрузка, высокая вариабельность генома ВЗН. Рассмотрены различные варианты полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), разработанные для диагностики ЛЗН, отличающиеся по способу детекции, 
типу и числу выявляемых мишеней. Отдельный раздел посвящен методам выявления РНК ВЗН, основанным на изотермиче-
ской амплификации, в сравнении с ОТ-ПЦР. Охарактеризованы технологии ДНК-микрочипов и секвенирования нуклеотидной 
последовательности вируса, определены возможные области их применения.
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MOLECULAR GENETIC DIAGNOSTICS OF WEST NILE FEVER AT THE PRESENT STAGE (review of 
literature)
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West Nile virus (WNV) is one of the most widespread arboviruses in the world, with a tendency to increase its endemic area. Human 
infection mainly occurs through the bites of blood-sucking insects (vector-borne transmission). Infection may result in asymptomatic 
and febrile (flu-like) forms of the disease, and, in rare cases, the central nervous system damage with the development of meningitis, 
encephalitis, or acute flaccid paralysis. Immunologic and molecular genetic approaches method are used to confirm the diagnosis of 
West Nile fever (WNF). The most commonly used serologic tests may give false-positive results due to cross-reactions of antibodies 
with other orthoflaviviruses. With the help of genetic approaches, RNA of the pathogen can be detected in the acute phase of the 
disease, during the seronegative window. In addition, these methods are indispensable for epidemiologic monitoring of the number of 
infected vectors, which is necessary for predicting the incidence of WNF. 
The aim of the review is to analyze the peculiarities of laboratory diagnostics of WNF using molecular genetic methods, to identify 
trends in the development of West Nile virus RNA detection methods, and to compare the proposed approaches, taking into account 
their advantages and disadvantages. 
Material and methods. Literature sources were searched in Scopus, Web of Science, MedLine, CyberLeninka, and RSCI databases. 
Results and discussion. The review outlines both general problems of WNF diagnostics (low detection rate of infection cases) and 
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difficulties arising in the application of molecular genetic approaches: transient viraemia, low viral load, high variability of the WNV 
genome. Different variants of reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) developed for WNF diagnostics, differing in 
detection method, type and number of targets to be detected, are considered. A separate section is devoted to the methods of detection 
of WNV RNA based on isothermal amplification in comparison to RT-PCR. The paper also characterizes DNA microarray and virus 
genome sequencing techniques and identifies their possible applications.
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Введение. Вирус Западного Нила (ВЗН) относят 
к виду Orthoflavivirus nilense семейства Flaviviridae 
(https://ictv.global, Release 2024). Геном вируса пред-
ставлен одноцепочечной позитивной РНК длиной око-
ло 11 тыс. нуклеотидов. ВЗН в природе существует в 
рамках энзоотического цикла: комар-птица-комар. Пе-
редача происходит посредством трансмиссии от зара-
женных орнитофильных членистоногих к птицам. Вос-
приимчивы к вирусу человек, некоторые млекопитаю-
щие и земноводные. Заражение человека ВЗН может 
протекать без клинических проявлений инфекции, в 
виде гриппоподобной формы лихорадки Западного Ни-
ла (ЛЗН) (до 20%) и в редких случаях в тяжелой форме 
с поражением ЦНС (около 1%) [1, 2].

ВЗН - один из самых распространенных арбови-
русов в мире, выявлен на всех континентах за исклю-
чением Антарктиды [1, 3]. Первые, лабораторно под-
твержденные случаи заболевания людей ЛЗН в России 
зарегистрированы в 1967 году в Астраханской области, 
выраженные пики заболеваемости населения в Россий-
ской Федерации зарегистрированы: в 1999 году - 475 
случаев, в 2010 году - 521 случай, в 2012 году - 455 
случаев, в 2019 году - 352 случая. В последние годы 
установлено существенное расширение числа регио-
нов Российской Федерации, где подтверждены случаи 
заболевания. В 2024 году выявлено 440 случаев заболе-
вания ЛЗН в 38 субъектах России [4].

Основными методами клинической лабораторной 
диагностики ЛЗН являются иммуноферментный ана-
лиз (ИФА) и полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР). При необходимости углу-
бленного изучения вируса, при возникновении случаев 
заболевания с атипичной клинической картиной прово-
дят вирусологические исследования, секвенирование 
и анализ полногеномной последовательности изолята 
вируса1.

1 СанПиН 3.3686-21. «Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней».

РНК ВЗН выявляют в клиническом и секционном 
материале с целью установления и подтверждения диа-
гноза ЛЗН, в крови здоровых доноров для исключения 
возможности передачи вируса от бессимптомных но-
сителей, в полевом материале (комары, клещи, птицы, 
мелкие млекопитающие) для изучения циркуляции 
ВЗН в природных очагах.

Цель обзора: анализ особенностей лабораторной 
диагностики ЛЗН молекулярно-генетическими мето-
дами, определение тенденций в разработке способов 
обнаружения РНК вируса Западного Нила, сравнение 
предложенных подходов с учетом их преимуществ и 
недостатков.

Проблемы лабораторной диагностики ЛЗН. Вы-
сокий процент населения, имеющих антитела класса 
IgG к ВЗН, в регионах, где зафиксированы вспышки 
ЛЗН, доказывает, что в большинстве случаев инфици-
рование протекает бессимптомно [3, 4]. Диагностику 
ЛЗН затрудняет частое отсутствие специфических сим-
птомов заболевания. При развитии лихорадочной фор-
мы болезни преобладают гриппоподобный синдром, 
симптомы поражения ЖКТ и дыхательной системы, 
что в совокупности с низкой осведомленностью насе-
ления и специалистов лечебных учреждений не позво-
ляет предположить факт заражения ВЗН. Только появ-
ление сыпи, неврологической симптоматики, тяжелой 
формы инфекции ведут к подозрению на наличие ЛЗН 
и назначению комплекса исследований [1, 3].

Значимой проблемой диагностики ЛЗН иммуноло-
гическими методами является наличие перекрестной 
реактивности антител к ортофлавивирусам, антигены 
которых имеют строение, сходное с ВЗН [1]. Особен-
но остро этот вопрос в России стоит в регионах, энде-
мичных по клещевому энцефалиту. Определение титра 
антител к другим ортофлавивирусам, либо применение 
молекулярно-генетических методов позволяет исклю-
чить ложноположительные результаты исследования.

Сложность лабораторной диагностики ЛЗН мето-
дом ОТ-ПЦР обусловлена транзиторной виремией. В 
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некоторых источниках описано, что РНК ВЗН можно 
выявить в сыворотке крови в относительно короткий 
период (за несколько дней до появления симптомов 
и в среднем 5-7 дней после) [5]. Установлена способ-
ность ВЗН к адсорбции на эритроцитах [6]. Учитывая 
возможность поглощения вируса лейкоцитами после 
выработки антител, очевидно, что исследование цель-
ной крови обладает большим диагностическим потен-
циалом, чем анализ сыворотки. Согласно публикациям 
последних лет РНК ВЗН в крови обнаруживается до 19 
дня, по некоторым данным до 40 дня от начала забо-
левания [7 - 9]. Вторым по значимости аналитом для 
исследования является моча, поскольку ВЗН обладает 
тропностью к почечной ткани, и способен выделяться 
с мочой в течение длительного времени (до месяца) [9]. 
Показано, что при нейроинвазивной форме ЛЗН РНК в 
моче выявляли дольше и в большей концентрации, чем 
при исследовании ликвора [10]. Имеются данные об 
обнаружении РНК ВЗН исключительно в ликворе [11].

Поскольку в большинстве положительных клиниче-
ских образцов РНК ВЗН обнаруживают в низкой кон-
центрации, значимым фактором, влияющим на вероят-
ность выявления РНК ВЗН, является способ выделения 
РНК, чувствительность используемого для диагности-
ки набора реагентов [4]. Применение сорбционных ме-
тодов экстракции сопровождается значительными по-
терями РНК, что может привести к ложноотрицатель-
ному результату исследования.

Проблемы выявления ВЗН молекулярно-генети-
ческими методами могут быть вызваны высокой ге-
нетической вариабельностью, характерной для боль-
шинства РНК-геномных вирусов. На основе сравни-
тельного филогенетического анализа выделяют до 9 
генотипов ВЗН [12, 13]. В конце XX века идентифи-
цированы два генотипа: генотип 1, включающий боль-
шинство американских, европейских, некоторые аф-
риканские штаммы; генотип 2, к которому относятся 
в основном изоляты из Африки. После 2004 года ВЗН 
генотипа 2 распространился по странам Европы. В 
России в последние годы обнаруживают в основном 2 
генотип ВЗН, внутри которого наблюдается значитель-
ная генетическая гетерогенность [14]. В начале 2000-
х годов описаны генотипы ВЗН 3, 4 и 5, выявленные 
на территории Чехии, Кавказа, Индии, соответственно 
[15]. В отдельные генотипы классифицированы изоля-
ты, полученные в Африке, Испании, Малайзии [16].

Отсутствие патогномоничных клинических симпто-
мов, транзиторная виремия, низкая концентрация ВЗН 
в большинстве проб и вариабельность генома ВЗН яв-
ляются основными барьерами для диагностики ЛЗН 
молекулярно-генетическими методами. К важным на-
правлениям на пути решения существующих проблем 
можно отнести повышение грамотности и насторожен-
ности врачей в отношении ЛЗН, исследование несколь-
ких типов клинического материала (цельной крови, мо-
чи, при необходимости ликвора), разработку высоко-
чувствительных молекулярно-генетических подходов, 
проверку стабильности используемых генодиагности-
ческих мишеней путем анализа in silico нуклеотидных 
последовательностей циркулирующих генетических 
линий ВЗН.

ПЦР-диагностика ЛЗН. Одним из основных моле-
кулярно-генетических методов, применяемых для диа-

гностики ЛЗН, является ПЦР. Поскольку генетический 
материал ВЗН представлен РНК, первым этапом обна-
ружения ВЗН является реакция обратной транскрипции.

Эволюция методов выявления РНК ВЗН согласуется 
с развитием технологии ПЦР. Для выявления РНК ВЗН 
предложены ПЦР с электрофоретической детекцией 
[17], с применением интеркалирующих красителей 
[18], с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
[19 - 22], «гнездовая», цифровая ПЦР [23]. Повсемест-
ное распространение амплификаторов с флуоресцент-
ной детекцией, наряду с риском контаминации, вы-
теснило электрофорез и «гнездовую» ПЦР из арсе-
нала методов лабораторной диагностики. Сложность 
цифровой ПЦР в совокупности с необходимостью 
использования специального оборудования, несмотря 
на высокую чувствительность, препятствовали ее вне-
дрению в рутинную лабораторную практику [23]. Та-
кие преимущества гибридизационно-флуоресцентной 
детекции, как высокая чувствительность, возможность 
мультиплексирования и количественной оценки кон-
центрации ВЗН, сделали данный подход незаменимым 
инструментом при детекции РНК ВЗН.

Мультиплексное выявление патогенов с помощью 
ПЦР позволяет снизить экономические и временные тра-
ты и обычно применяется в отношении инфекций с об-
щими путями передачи и сходной клинической симпто-
матикой. Наиболее часто одновременно с ЛЗН детекти-
руют такие сложно дифференцируемые по клиническим 
симптомам вирусные инфекции, как лихорадки денге, Зи-
ка, чикунгунья [24 - 27]. Разработана экспериментальная 
мультиплексная тест-система для детекции 17 возбудите-
лей арбовирусных инфекций, 8 из которых выявлены с ее 
помощью на территории Астраханской области [28].

От выбора мишени для амплификации зависит 
специфичность ПЦР. В качестве последовательности 
для отжига праймеров, как правило, используют наибо-
лее консервативные участки генома ВЗН: 5'- нетранс-
лируемую область [20], локусы, кодирующие белки C 
[22], NS5 [8, 18], хотя некоторые разработанные для де-
текции ВЗН праймеры нацелены на достаточно вариа-
бельные области, например, локус, кодирующий белок 
E [19], 3'-нетранслируемый участок [24, 29].

Учитывая значительную внутривидовую вариа-
бельность ВЗН, подбор праймеров, комплементарных 
геномам всех геновариантов, - сложная задача. Набор 
описанных олигонуклеотидов позволяет выявлять РНК 
ВЗН 1а, 2, 4, 5 и теоретически 3 генотипов [20]. В 2016 
году с использованием вырожденных олигонуклеоти-
дов разработана ОТ-ПЦР для амплификации 1а, 2, 3, 4, 
5, 6, 7 и 8 генотипов ВЗН с чувствительностью от 1,5 до 
15 копий РНК на реакцию [30].

На основе ПЦР конструируют тест-системы, пред-
назначенные для определения генотипа ВЗН. Предло-
жен способ индикации и дифференциации ВЗН гено-
типов 1, 2, 7, 8, циркулирующих на Африканском кон-
тиненте [29]. На территории европейской части России 
в разные периоды времени установлена циркуляция 1а, 
2, 4 генотипов ВЗН, для их детекции и дифференци-
ации разработан отечественный набор реагентов [31].

Анализ публикаций последних лет показывает, что 
метод ПЦР не утратил актуальности. К наиболее актив-
но представленным направлениям можно отнести разра-
ботку олигонуклеотидов, подобранных с учетом геноти-
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пов вируса [29 - 31], и сконструированных с целью муль-
типлексного обнаружения группы патогенов [24-28].

Методы изотермической амплификации. В на-
чале XXI века предложен ряд изотермических методов 
амплификации нуклеиновых кислот, на основе неко-
торых из них разработаны подходы для детекции РНК 
ВЗН (см. таблицу). Постоянная температура реакции 
обеспечивает сокращение времени проведения анализа 
и мобильность процесса диагностики (без использо-
вания термоциклера). Наибольшее число публикаций 
посвящено детекции РНК ВЗН методом петлевой изо-
термической амплификации с обратной транскрипцией 
(RT-LAMP). При чувствительности и специфичности, 
сопоставимой с ПЦР, время постановки RT-LAMP за-
нимает около 30-40 минут. Предложено несколько спо-
собов учета результатов данной технологии: флуорес-
центная детекция с использованием интеркалирующих 
красителей [32], гибридизационных зондов [33], либо 
на основе анализа кривых плавления [34]; колориме-
трическая детекция, например, с гидроксинафтоловым 
синим [35]; иммунохроматографический анализ на 
тест-полосках LAMP-LFD (Lateral Flow Dipstick) [36]. 
Имеется коммерческий набор реагентов для выявления 
ВЗН на основе петлевой амплификации [37].

Методы NASBA (Nucleic acid sequence-based 
amplification) и транскрипционно-опосредованной ам-
плификации (ТМА) отличаются от аналогов тем, что 
этап обратной транскрипции является частью цикла ам-
плификации, а продуктом реакции служит РНК. Данная 
особенность повышает чувствительность метода при 
выявлении РНК-геномных вирусов [38]. Зарегистри-
рованная в США тест-система, основанная на методе 
(ТМА), характеризуется чувствительностью, превыша-
ющей ОТ-ПЦР, и рекомендована для скрининга донор-
ской крови в индивидуальном формате и при пулиро-
вании образцов [39]. Перспективным для диагностики 
ЛЗН можно считать метод рекомбиназной полимеразной 
амплификации с обратной транскрипцией (ОТ-РПА), 
отличающийся наименьшим временем протекания реак-
ции из всех молекулярно-генетических технологий (5-20 
минут) [40]. Показана возможность сочетания РПА с де-
текцией на основе системы CRISPR-Cas [41].

ДНК-микрочипы. Технология ДНК-микрочипов 
предполагает нанесение на твердую или жидкую 
подложку большого количества специфичных ДНК-
зондов, что используется для одновременной диагно-
стики широкого спектра инфекционных заболеваний, 
либо подробной характеристики возбудителя (опреде-
ление генотипов и геновариантов).

Для диагностики арбовирусных инфекций предложе-
но несколько вариантов микрочипов, содержащих спец-
ифичные зонды к геномам вирусов ВЗН, денге 1-4 типов 
[42, 43], желтой лихорадки, японского энцефалита [42], 
чикунгунья [43]. Применение микрочипов позволяет 
значительно увеличить число параллельно выявляемых 
возбудителей. Подобраны 1769 олигонуклеотидных зон-
дов для анализа на микрочипе 16 возбудителей вирусных 
инфекций: Т-лимфотропного вируса человека, вирусов 
гепатитов А, B, С, E, ВИЧ, денге, Зика, чикунгунья, ВЗН. 
Чувствительность для различных мишеней колебалась 
от 102 до 105 копий РНК/ДНК в мл [44]. Себестоимость 
данной технологии значительно выше, чем у ПЦР, что 
ограничивает область ее применения.

Секвенирование. Одним из важнейших молекуляр-
но-генетических инструментов является технология 
секвенирования. Предварительное культивирование 
ВЗН на культуре клеток и последующая амплификация 
со случайными праймерами, либо технология нанопо-
рового секвенирования дают возможность определить 
возбудителя инфекции [45]. Известны случаи уточне-
ния диагноза ЛЗН путем секвенирования проб от па-
циентов с менингоэнцефалитом и лихорадкой неясного 
генеза [46, 47]. Одной из последних тенденций высоко-
производительного секвенирования является разработ-
ка и применение мультипраймерных панелей для пред-
варительной амплификации генома ВЗН, позволяющих 
в короткий срок, исключая этап культивирования ВЗН, 
получать данные о структуре генома даже при низкой 
концентрации РНК в пробе [48]. В большинстве слу-
чаев секвенирование проводится уже после индикации 
ВЗН с целью определения геноварианта, отслеживания 
эволюционных событий, паспортизации новых штам-
мов, определения потенциальных путей завоза ВЗН на 
ранее не эндемичные территории [49].

Заключение. Повышение информированности на-
селения и врачей в отношении ЛЗН, исследование не 
менее двух видов клинического материала, разработка 
новых высокочувствительных и специфичных подхо-
дов, контроль над эффективностью применяемых тест-
систем будут способствовать повышению качества 
диагностики данной инфекции.

Молекулярно-генетическая диагностика ЛЗН в Рос-
сийской Федерации осуществляется с использованием 
ОТ-ПЦР, на основе которой разработаны все приме-
няемые для детекции РНК ВЗН зарегистрированные 
наборы реагентов. Анализ публикаций последних лет 
показал активную разработку мультиплексных ПЦР 
тест-систем, направленных на выявление РНК ВЗН 
одновременно с маркерами других, чаще всего арбови-
русных инфекций.

Актуальным направлением развития средств диа-
гностики ЛЗН является использование технологий 
изотермической амплификации. В условиях ограни-
ченных ресурсов данные методы могут стать конку-
рентной альтернативой ОТ-ПЦР. За рубежом уже при-
меняются коммерческие тест-системы, основанные на 
TMA и RT-LAMP. Наиболее перспективным можно 
назвать подход RT-LAMP, сопоставимый с ОТ-ПЦР по 
показателям чувствительности и специфичности, но 
характеризующийся большей скоростью выполнения 
исследования. Учитывая бурное развитие изотермиче-
ских технологий, в скором будущем возможно появле-
ние экспресс-тестов, позволяющих проводить геноди-
агностику ЛЗН у постели больного.

Применение технологии ДНК-микрочипов ограниче-
но необходимостью использования специального обо-
рудования, высокой себестоимостью и целесообразно, 
например, при обследовании доноров крови. Секвени-
рование является ключевым этапом углубленного ис-
следования ВЗН в лабораториях федерального уровня. 
Секвенирование как молекулярно-генетический метод 
исследования ВЗН имеет ценность при отслеживании 
мутаций в геноме, определении генотипа и геноварианта 
ВЗН, паспортизации выделенных штаммов, проведении 
эпидемиологических расследований, изучении эволю-
ции и распространения возбудителя ЛЗН.
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Сравнение изотермических молекулярно-генетических технологий, разработанных для детекции РНК ВЗН

Название метода Особенности состава реакционной смеси, принцип 
метода

Преимущества («+») и 
недостатки («-»)

Применение для 
выявления РНК ВЗН

Петлевая 
изотермическая 
амплификация (LAMP, 
loop-mediated isothermal 
amplification)

2 длинных внутренних праймера (части 
комплементарны разным цепям, образуют шпильки 
(петли) по краям ампликона, которые распознает 
Bst-полимераза), 2 внешних праймера (вытесняют 
синтезированные продукты амплификации), 1-2 
петлевых праймера (образуют новые точки инициации 
амплификации). В результате реакции образуется 
смесь разноразмерных продуктов амплификации

«+»: высокая скорость 
амплификации, высокая 
специфичность и 
чувствительность (иногда 
уступает ПЦР), различные 
способы детекции;
«-»: ограниченная возможность 
мультиплексирования, сложность 
подбора праймеров

Чувствительность 
сопоставима с ПЦР 
(0,1 БОЕ) [32]; 79% 
проб, положительных 
в ОТ-ПЦР, 
подтверждены методом 
RT-LAMP (все образцы 
с Ct меньше 31) [37]

Транскрипционно-
опосредованная 
амплификация (ТМА)
Nucleic acid sequence-
based amplification 
(NASBA)

NASBA - 2 праймера, 3 фермента: обратная 
транскриптаза, РНКаза Н и РНК-полимераза. 
На основе РНК синтезируется ДНК, с которой 
транскрибируется РНК. РНК - продукт 
амплификации.
ТМА - принцип тот же, но используется обратная 
транскриптаза с активностью РНКазы Н (2 фермента)

«+»: очень высокая 
чувствительность;
«-»: себестоимость выше, чем 
у ПЦР, сложность подбора 
праймеров

Чувствительность 
- 0,01 БОЕ, в 10 раз 
выше, чем у ОТ-ПЦР 
[38, 39]

Рекомбиназная 
полимеразная 
амплификация (РПА)

2 праймера длиной около 30 п.н.; 2 фермента: 
рекомбиназа, Bsu-полимераза; АТФ, SSB-белки, 
ацетат магния. Принцип метода заключается в 
имитировании процесса гомологичной рекомбинации 
у бактерий

«+»: время амплификации от 5 
минут, температура реакции (37-
42 0C);
«-»: много компонентов реакции, 
высокая себестоимость, 
сложность подбора праймеров

Чувствительность 
как у ОТ-ПЦР – 
10 копий РНК на 
реакцию, клиническая 
чувствительность - 
96,15% [40]
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