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Ежегодно из неблагополучных по холере и ли-
хорадке денге стран на территорию Российской 
Федерации прибывает более 1 млн человек и реги-
стрируются завозные случаи этих инфекций [1, 2]. В 
связи с этим остается актуальной задача по разработке 
качественно новых препаратов для генной диагности-
ки данных инфекционных болезней, позволяющих бы-
стро (в течение 2–3 ч), с высокой чувствительностью 
и специфичностью осуществлять не только детекцию 
патогенов, но и их ускоренную идентификацию по 
эпидемической значимости и таксономическому по-
ложению. Один из наиболее перспективных способов 
решения поставленной задачи – разработка геноди-
агностических препаратов, основанных на принципе 
многофакторного анализа [5]. 

До последнего времени в нашей стране отсут-
ствовали зарегистрированные наборы реагентов для 
выявления РНК вирусов Денге и ДНК холерных ви-
брионов с одновременным определением таксоно-
мического положения возбудителей: субтипы I–IV 
вируса Денге и принадлежность к О1, О139 серо-
группам, биовару возбудителя холеры, и их эпиде-
мической значимости методом ПЦР с электрофоре-
тическим учетом результатов. В то же время разра-
ботаны и подготовлены экспериментальные серии 
двух генодиагностических препаратов, позволяю-
щих успешно осуществить индикацию и ускорен-
ную идентификацию возбудителей лихорадки денге 
и холеры: «Набор реагентов для выявления и уско-
ренной идентификации ДНК Vibrio cholerae методом 
мультилокусной полимеразной цепной реакции с 
электрофоретическим учетом результатов (Ген Vibrio 

cholerae – идентификация – РЭФ)», «Набор реаген-
тов для выявления РНК вирусов Денге (I–IV типов) 
методом обратной транскрипции и полимеразной 
цепной реакции с электрофоретическим учетом ре-
зультатов (Ген Денге – РЭФ)».

Неотъемлемой частью процесса внедрения но-
вых диагностических препаратов в практику здраво-
охранения является их государственная регистрация 
по установленной схеме. 

Целью работы являлись подготовка и осущест-
вление технических и медицинских испытаний но-
вых препаратов для генной диагностики лихорадки 
Денге и холеры.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования использо-
вали экспериментальные серии наборов реагентов 
«Ген Vibrio cholerae – идентификация – РЭФ» и «Ген 
Денге – РЭФ» (серии 01 и 02, дата изготовления 
06.2011 г., срок годности – 12.2011 г.), бактериаль-
ные суспензии чистых культур возбудителя холеры и 
гетерологичных микроорганизмов (166 проб), пробы 
биологического материала и объектов окружающей 
среды, искусственно инфицированных холерными 
вибрионами и гетерологичными микроорганизмами 
(129 проб), препараты кДНК штаммов вирусов Денге 
I–IV типов и гетерологичных вирусов, относящихся 
к семействам Flaviviridae и Bunyaviridae (8 проб), 
пробы биологического материала, искусственно ин-
фицированные кДНК штаммов вирусов Денге I–IV 
типов (41 проба).
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Штаммы V. cholerae (27 изолятов), Vibrio para-
haemolyticus (2), Escherichia coli (3), Shigella flexneri 
(3), Aeromonas spp. (1), Pseudomonas aeruginosa (1), 
Proteus vulgaris (2) получены из Государственной 
коллекции патогенных бактерий «Микроб» (ГКПБ 
«М») ФКУЗ «Российский научно-исследовательский 
противочумный институт «Микроб», государствен-
ной коллекции ФБУН «ГНЦ прикладной микробио-
логии и биотехнологии», коллекции живых культур 
ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский про-
тивочумный институт Сибири и Дальнего Востока». 
Панель кДНК вирусов Денге I–IV типа (4 изолята) и 
гетерологичных вирусов (4) получена в ГБУН «НИИ 
вирусологии им. Д.И.Ивановского».

Для проведения работ применяли нормативно-
методические документы для каждого набора реа-
гентов: ТУ 9398-033-01898109-2011 («Ген Денге – 
РЭФ»), ТУ 9398-039-01898109-2011 («Ген Vibrio 
cholera – идентификация – РЭФ»), инструкцию по 
применению.

Подготовку проб и проведение исследований 
осуществляли в соответствии с инструкциями по 
применению и ТУ. Характеристика штаммов и искус-
ственно инфицированных проб, использованных для 
контроля, будет представлена ниже. Амплификацию 
проводили на программируемом амплификаторе 
«Терцик».

Результаты и обсуждение

Технические испытания проводили на базе 
лаборатории молекулярной диагностики ФКУЗ 
«РосНИПЧИ «Микроб» в соответствии с техниче-
скими условиями и инструкциями по применению. 
Для контроля набора реагентов «Ген Денге – РЭФ» 
подготовлены СОП: СОП К+ Денге I (NS3), СОП 
К+ Денге II (NS), СОП К+ Денге III (NS3), СОП К+ 
Денге IV (NS3), СОП К+ Денге I (NS5), СОП К+ 
Денге II (NS5), СОП К+ Денге III (NS5), СОП К+ 
Денге IV (NS5), представляющие разведение плаз-
мидной ДНК, выделенной из рекомбинантных штам-
мов Escherichia coli, несущих в составе плазмиды 
фрагменты NS3 и NS5 локусов вирусов Денге I–IV 
типа. Штаммы для получения обозначенных выше 
СОП депонированы в ГКПБ «М» ФКУЗ «РосНИПЧИ 
«Микроб» (всего 8 культур). Для контроля набора 
реагентов «Ген Vibrio cholerae – идентификация – 
РЭФ» предусмотрено использование бактериальных 
суспензий штаммов холерных вибрионов О1 серо-
группы классического и эльтор биоваров, О139 и 
неО1/неО139 серогрупп с различным набором мар-
керов эпидемической значимости: ctxA и tcpA ге-
нов: Vibrio cholerae O1 биовар cholerae 569B, Vibrio 
cholerae O1 биовар eltor M-1298 (ctxA+tcpA+), Vibrio 
cholerae O1 биовар eltor КМ-26 (ctxA- tcpA-), Vibrio 
cholerae O139 P-16064 (ctxA+ tcpA+), Vibrio cholerae 
O139 М-377 (ctxA- tcpA-), Vibrio cholerae не-О1 не-
О139 Р-9741 (ctxA- tcpA-), E. coli 12226 O-55, Vibrio 
parahaemolyticus 764. Полученные рекомбинантные 

штаммы E. coli и природные культуры холерных ви-
брионов и гетерологичных микроорганизмов, пред-
ставленные выше, позволяют в полной мере оха-
рактеризовать чувствительность и специфичность 
контролируемых наборов реагентов. По результатам 
технических испытаний диагностические препараты 
«Ген Vibrio cholerae – идентификация – РЭФ» и «Ген 
Денге – РЭФ» соответствуют требованиям техниче-
ских условий.

Медицинские испытания набора «Ген Денге – 
РЭФ» проводили на базе лаборатории вирусологии 
ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский 
противочумный институт» и кафедры клинической 
лабораторной диагностики Российской медицин-
ской академии последипломного образования. Для 
определения специфичности препарата исследовали 
кДНК штаммов вирусов Денге I–IV типов и гетеро-
логичных вирусов. Установлено, что положительный 
ответ зарегистрирован только в случае анализа проб, 
содержащих кДНК вируса Денге I–IV типа, при этом 
отмечено полное соответствие размера образовав-
шихся ампликонов и типа, к которому относился 
вирус Денге. Дополнительно изучали пробы био-
логического материала (суспензия комаров, кровь 
доноров), искусственно инфицированные кДНК 
вирусов Денге I–IV типов и гетерологичных микро-
организмов. Наличие специфичной амплификации 
наблюдали только при исследовании проб, содержа-
щих кДНК возбудителя. Чувствительность набора 
реагентов «Ген Денге – РЭФ» была оценена на осно-
вании изучения разведений плазмидной ДНК реком-
бинантных штаммов E. coli, содержащих фрагменты 
генома вирусов Денге I–IV типов, соответствующие 
1·106 – 1·103 ГЭ вирусных частиц в мл. Установлено, 
что в 100 % случаев вне зависимости от типа вируса 
Денге положительный ответ в ПЦР регистрировался 
при наличии в пробе 1·104 ГЭ в 1 мл.

Таким образом, по результатам технических 
и медицинских испытаний набор реагентов «Ген 
Денге – РЭФ» характеризуется следующими показа-
телями: чувствительность – 1·104 ГЭ/мл; специфич-
ность – 100 %; воспроизводимость – 100 %. 

Медицинские испытания набора реагентов «Ген 
Vibrio cholera – идентификация – РЭФ» проходили на 
базе ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт Сибири и Дальнего 
Востока» (лаборатория холеры) и ФБУН «ГНЦ при-
кладной микробиологии и биотехнологии» (отдел 
особо опасных инфекций).

Для определения чувствительности и специфич-
ности препарата исследовали бактериальные суспен-
зии холерных вибрионов и гетерологичных микро-
организмов с концентрацией 1·104 – 1·102 м.к./мл. 
Для анализа были выбраны эпидемически опасные 
и эпидемически безопасные штаммы V. cholerae О1 
и О139 серогрупп, а также неО1/неО139 серогрупп 
классического и эльтор биоваров. Установлено, что 
в 100 % случаев положительный ответ в ПЦР реги-
стрировался при исследовании проб, содержащих 
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1·104 м.к./мл вибрионов. При этом в полной мере 
удавалось не только детектировать патоген, но и про-
вести его ускоренную идентификацию по эпидеми-
ческой значимости и таксономическому положению. 
При наличии в пробах 1·103 м.к./мл патогенов специ-
фичная многофакторная амплификация отмечена в 
95,65 % образцов, 1·102 м.к./мл – 50 %. При иссле-
довании проб, содержащих гетерологичные микро-
организмы, в ПЦР во всех случаях зафиксирован от-
рицательный результат. 

Дополнительно определена чувствительность 
и специфичность набора реагентов «Ген Vibrio 
cholerae – идентификация – РЭФ» при исследова-
нии проб биологического материала (испражнения, 
желчь, ректальные мазки) и объектов окружающей 
среды (питьевая вода, смывы с поверхностей, пи-
щевые продукты), искусственно инфицированные 
холерными вибрионами и гетерологичными микро-
организмами. Для контаминации образцов исполь-
зовали эпидемически опасные и безопасные штам-
мы V. cholerae О1 и О139 серогрупп. Установлено, 
что чувствительность препарата при исследовании 
проб, содержащих 1·104 м.к./мл вибрионов, вне за-
висимости от вида исследуемого материала и эпи-
демической значимости патогена составила 100 %. 
Штаммы холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп 
(ctxA+ tcpA+) в концентрации 1·103 м.к./мл выявле-
ны в пробах биологического материала и объектов 
окружающей среды в 100 и 87,5 % случаев соответ-
ственно. При исследовании образцов, содержащих  
1·103 м.к./мл культур холерных вибрионов (ctxA-
tcpA-), положительный ответ в ПЦР зафиксирован 
в 93,7 % (клинический материал) и 91,6 % (объекты 
окружающей среды). Полученные результаты указы-
вают на высокую эффективность испытуемого на-
бора реагентов как при выявлении этиологических 
агентов холеры (V. cholerae O1, O139 (ctxA+tcpA+)), 
так и эпидемически безопасных штаммов холерных 
вибрионов разных серогрупп, которые могут вызы-
вать локальные и спорадические случаи заболевания 
у людей [3, 4]. 

Таким образом, результаты технических и ме-
дицинских испытаний свидетельствуют о том, что 
наборы реагентов «Ген Денге – РЭФ» и «Ген Vibrio 
cholerae – идентификация – РЭФ» характеризуют-
ся высокой чувствительностью – 1·104 ГЭ/мл или  
м.к./мл соответственно, специфичностью – 100 %, 

воспроизводимостью – 100 % и могут быть реко-
мендованы для серийного производства с целью 
практического использования при мониторинге хо-
леры и лихорадки денге.

Разработанные препараты зарегистрированы в 
Федеральной службе по надзору в сфере здравоохра-
нения и социального развития: «Ген Денге – РЭФ» – 
регистрационное удостоверение ФСР 2012/13441 
от 21.05.2012 г., «Ген Vibrio cholerae – идентифика-
ция – РЭФ» – регистрационное удостоверение ФСР 
2012/13430 от 21.05.2012 г.

Работа проведена в рамках выполнения Распо-
ряжения Правительства Российской Федерации 
№ 1426-р от 02.10.2009 г.
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