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Резюме Лихорадка Западного Нила (ЛЗН) — зоонозная природно-очаговая арбовирусная инфек-
ция с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя. Заболевание протекает в виде 
острого лихорадочного интоксикационного синдрома, в тяжелых случаях — с развити-
ем нейроинфекции. Выделяют несколько генотипов (1, 2, 4) вируса Западного Нила, ВЗН 
(West Nile virus, WNV), циркулирующих на территории Российской Федерации и имеющих 
разную патогенность для человека. В связи с этим разработка и внедрение в клиническую 
лабораторную практику диагностического набора реагентов для дифференциации гено-
типов ВЗН является актуальной задачей.
Цель работы: проведение технических и клинических испытаний для оценки качества, 
эффективности и безопасности диагностического набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-
нотип-1/2/4» для выявления РНК и дифференциации генотипов (1, 2, 4) вируса Западного 
Нила методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией и гибридизаци-
онно-флуоресцентной детекцией.
Материалы и методы. Определение диагностической чувствительности и специфичности 
набора реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» (ФКУЗ «Волгоградский научно-исследо-
вательский противочумный институт» Роспотребнадзора) проводили методом ОТ-ПЦР-РВ 
с использованием 216 образцов клинического и 204 образцов биологического материала. 
В качестве метода сравнения применяли секвенирование по Сенгеру. Статистическую обра-
ботку результатов клинических испытаний проводили в соответствии с ГОСТ Р 53022.3-2008.
Результаты. В ходе испытаний установлено, что аналитическая чувствительность ОТ-ПЦР-
РВ c набором реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» составила 1×104 ГЭ/мл при вы-
явлении кДНК ВЗН генотипов 1, 2, 4. При оценке специфичности набора положительных 
результатов с кДНК гетерологичных вирусов в пробах с концентрацией 1×106 ГЭ/мл не вы-
явлено. Диагностическая чувствительность набора реагентов составила не менее 98,5%, 
диагностическая специфичность — не менее 99%, при доверительной вероятности 90% 
при анализе каждого из показателей.
Выводы. Набор реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» может быть рекомендован 
для применения в клинической лабораторной диагностике для обнаружения РНК и диф-
ференциации генотипов (1, 2, 4) вируса Западного Нила.

Ключевые слова: вирус Западного Нила; полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; гибри-
дизационно-флуоресцентная детекция; ОТ-ПЦР-РВ; генотипирование; диагностический 
набор реагентов
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Abstract West Nile fever is a vector-borne zoonotic arbovirus infection with natural foci. Its clinical 
course is similar to that of acute febrile syndrome, and severe cases may result in neuroinva-
sive disease. Several genetic lineages (1, 2, and 4) of the West Nile virus (WNV) with different 
pathogenicity for humans are circulating in the Russian Federation. Therefore, it is an urgent 
task to develop a diagnostic reagent kit for differentiating between WNV genetic lineages and 
to implement the kit in clinical laboratory practice.
The aim of the study was to conduct technical and clinical tests and evaluate the quality, ef-
ficacy, and safety of the Ampligen-WNV-genotype-1/2/4 diagnostic reagent kit for detecting 
WNV RNA and differentiating between WNV genetic lineages 1, 2, and 4 by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) with fluorescent probe-based detection.
Materials and methods. The authors determined the diagnostic sensitivity and specificity of 
the Ampligen-WNV-genotype-1/2/4 reagent kit (Volgograd Research Institute for Plague Con-
trol, Russia) by real-time RT-PCR with 216 clinical samples and 204 biological samples. Sanger 
sequencing was used as a reference method. Statistical analysis of clinical test results was 
carried out in accordance with the Russian national standard for clinical laboratory tests (GOST 
R 53022.3-2008).
Results. When tested with the Ampligen-WNV-genotype-1/2/4 reagent kit, real-time RT-PCR 
demonstrated the analytical sensitivity of 1×104 GEq/mL for the detection of WNV cDNA of ge-
netic lineages 1, 2, and 4. The assessment of its analytical specificity showed no positive results 
for cDNA samples of heterologous viruses at a concentration of 1×106 GEq/mL. The diagnostic 
sensitivity with the reagent kit was at least 98.5%, and the diagnostic specificity was at least 
99%, with 90% confidence levels for both parameters.
Conclusions. The Ampligen-WNV-genotype-1/2/4 reagent kit can be recommended for use in 
clinical laboratory diagnostics to detect WNV RNA and differentiate between WNV genetic lin-
eages 1, 2, and 4.

Key words: West Nile virus; reverse transcription polymerase chain reaction; fluorescent probe-based de-
tection; real-time RT-PCR; genotyping; diagnostic reagent kit
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Введение
Лихорадка Западного Нила (ЛЗН) является 

опасной природно-очаговой арбовирусной ин-
фекцией с трансмиссивным механизмом пере-
дачи. Возбудитель ЛЗН — вирус Западного Нила, 
ВЗН (West Nile virus, WNV ) из рода Flavivirus, при-
надлежит к антигенному комплексу японского 
энцефалита семейства Flaviviridae. Природными 
резервуарами инфекции служат птицы, а основ-
ными переносчиками — орнитофильные комары, 
иксодовые, гамазовые и аргасовые клещи [1, 2]. 
В естественных условиях инфицирование чело-
века, в основном, происходит при укусе комаров 
и клещей. Зарегистрированы отдельные случаи 
заражения людей при трансплантации органов, 
переливании крови и грудном вскармливании 
 [1, 3]. В соответствии с классификацией патоген-
ных для человека биологических агентов ВЗН 
относят ко II группе1.

ЛЗН — труднодиагностируемое инфекцион-
ное заболевание, протекающее с комплексом 
неспецифических симптомов. Спектр клиниче-
ских проявлений ЛЗН широко варьирует от бес-
симптомной инфекции до развития тяжелых 
нейроинвазивных (менингеальная, менинго-
энцефалитическая) форм заболевания [1, 4, 5]. 
Ввиду полиморфизма клинических проявлений 
ЛЗН для своевременной постановки клиниче-
ского диагноза необходимо использовать ла-
бораторные методы исследования, в том чис-
ле полимеразную цепную реакцию с обратной 
транскрипцией в реальном времени (ОТ-ПЦР-
РВ), которая позволяет выявлять РНК ВЗН в раз-
личных пробах [2, 6].

Геном ВЗН обладает высокой генетической 
вариабельностью [6]. В Российской Федерации 
преимущественно циркулирует ВЗН 2 геноти-
па  [7, 8]. Кроме того, в Астраханской и Волго-
градской областях обнаружены 1, 4 генотипы 
ВЗН [8, 9]. Штаммы ВЗН генотипов 1 и 2 явля-
ются патогенными для человека, птиц и неко-
торых видов млекопитающих, а патогенность 
ВЗН 4 генотипа для данных организмов пока 
не установлена [6, 8, 9]. Генотипирование 
ВЗН имеет важное значение при проведении 
эпидемиологического мониторинга за воз-
будителем ЛЗН [8, 10]. Это предопределяет 
необходимость разработки и внедрения в ла-
бораторную практику новых диагностических 
наборов реагентов.

1 СанПиН 3.3686-21. Санитарно-эпидемиологические требования по профилактике инфекционных болезней (утв. поста-
новлением Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2021 № 4).

2 Приказ Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека от 01.12.2017 
№ 1116 «О совершенствовании системы мониторинга, лабораторной диагностики инфекционных и паразитарных бо-
лезней и индикации ПБА в Российской Федерации».

В целях расширения перечня средств 
диагностики ЛЗН специалистами Рефе-
ренс-центра по мониторингу за возбудите-
лем лихорадки Западного Нила на базе ФКУЗ 
«Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» Роспотребнадзора2 
разработан «Набор реагентов для выявления 
и дифференциации генотипов (1, 2, 4) вируса 
Западного Нила (West Nile virus) методом по-
лимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией и гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
по ТУ 21.20.23-015-01898084-2019» («Ампли-
ген-WNV-генотип-1/2/4») [8].

Контрольные (предварительные) лабо-
раторные испытания разработанного набо-
ра были проведены на базе лаборатории 
молекулярной эпидемиологии ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора и лаборато-
рии генодиагностики ФКУЗ «Волгоградский 
 научно-исследовательский противочумный ин-
ститут» Роспотребнадзора в 2019 г. Аналитиче-
ская чувствительность ОТ-ПЦР-РВ при выявле-
нии генотипов 1, 2, 4 ВЗН составила не менее 
1×104 ГЭ/мл. При определении показателя ана-
литической специфичности установлено, что на-
бор реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
не выявляет РНК гетерологичных вирусов (Чи-
кунгунья (Chikungunya virus), денге (Dengue virus) 
1–3 типов, клещевого энцефалита (Tick-borne 
encephalitis virus), желтой лихорадки (Yellow 
fever virus), краснухи (Rubella virus)) и бактерий 
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus) в пробах 
с концентрацией 1×106 ГЭ/мл.

Дополнительно в ходе предварительных 
испытаний была проведена оценка влияния 
некоторых потенциально интерферирующих 
веществ на характеристики набора реагентов 
«Амплиген-WNV-генотип-1/2/4», в результате 
чего установлено, что отдельные компонен-
ты, которые могут содержаться в клиническом 
и биологическом материале или применять-
ся на этапах пробоподготовки и выделения 
нуклеиновых кислот, не влияют на его эф-
фективность. Однако результаты предвари-
тельных испытаний не давали возможности 
объективно оценить диагностическую эф-
фективность разработанного набора реа-
гентов. В связи с этим важной задачей было 
изучение диагностической чувствительности 
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и специфичности набора реагентов «Ампли-
ген-WNV-генотип-1/2/4».

Цель работы — проведение технических 
и клинических испытаний для оценки качества, 
эффективности и безопасности диагностиче-
ского набора реагентов «Амплиген-WNV-гено-
тип-1/2/4» для выявления РНК и дифференциа-
ции генотипов (1, 2, 4) вируса Западного Нила 
методом полимеразной цепной реакции с об-
ратной транскрипцией и гибридизационно-флу-
оресцентной детекцией.

Материалы и методы
При выполнении работы использовали диа-

гностический набор реагентов «Амплиген-WNV- 
генотип-1/2/4», производства ФКУЗ «Волгоград-
ский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора3. Область приме-
нения набора реагентов «Амплиген-WNV-гено-
тип-1/2/4» — клиническая лабораторная диагно-
стика, эпидемиологический мониторинг. Согласно 
конструкторской документации набор реагентов 
предназначен для качественного обнаружения 
РНК и дифференциации генотипов (1, 2, 4) ВЗН 
в пробах клинического материала (кровь, плазма 
и сыворотка крови, лейкоцитарная фракция кро-
ви, спинномозговая жидкость, моча, аутопсийный 
материал (головной мозг, печень, селезенка, поч-
ки)), а также биологического материала от жи-
вотных (головной мозг, печень, селезенка, почки, 
кровь), комаров и клещей методом ОТ-ПЦР-РВ.

В состав набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-
нотип-1/2/4» входили следующие компоненты: 
смеси для проведения полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-
смесь-1 WNV генотип-1, ОТ-ПЦР-смесь-1 WNV 
генотип-2, ОТ-ПЦР-смесь-1 WNV генотип-4/ВКО, 
ОТ-ПЦР-смесь-2, ОТ-ПЦР-смесь-3), ферменты 
(ревертаза MMlv, Taq-F-ДНК-полимераза), по-
ложительные контрольные образцы (ПКО кДНК 
WNV генотип-1, ПКО кДНК WNV генотип-2, ПКО 
кДНК WNV генотип-4), внутренний контрольный 
образец (ВКО), отрицательные контрольные об-
разцы (ОКО выделения, ОКО ОТ-ПЦР).

Аналитическую чувствительность и специ-
фичность набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-

3 http://vnipchi.rospotrebnadzor.ru/s/203/files/directions/production/commercial/74237_493.pdf
4 Приказ Минздрава России от 09.01.2014 № 2н «Об утверждении порядка проведения оценки соответствия медицинских 

изделий в форме технических испытаний, токсикологических исследований, клинических испытаний в целях 
государственной регистрации медицинских изделий».

5 СанПиН 3.3686-21. Санитарно-эпидемиологические требования по профилактике инфекционных болезней (утв. Поста-
новлением Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2021 № 4).
МУ 1.3.2569-09. Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп патогенности.
МУ 3.1.3012-12. Сбор, учет и подготовка к лабораторному исследованию кровососущих членистоногих в природных 
очагах опасных инфекционных болезней.

нотип-1/2/4» подтверждали в ходе технических 
испытаний с использованием образцов для кон-
троля, содержащих кДНК ВЗН 1, 2, 4 генотипов, 
выделенную из стандартных образцов предпри-
ятия (СОП): СОП кДНК WNV-1, СОП кДНК WNV-2, 
СОП кДНК WNV-4, а также кДНК вируса желтой 
лихорадки (Yellow fever virus, YFV) — СОП кДНК 
YFV, кДНК вируса краснухи (Rubella virus, RUBV) — 
СОП кДНК RUBV.

В клинических испытаниях набора реаген-
тов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» исполь-
зовали материал от пациентов, полученный 
при проведении диагностических мероприя-
тий, без непосредственного участия человека 
в соответствии с требованиями Приказа Минз-
драва России от 09.01.2014 № 2н4. Всего было 
исследовано 420 образцов (табл. 1) — 216 проб 
клинического материала и 204 пробы биоло-
гического материала, полученных из Рефе-
ренс-центра по мониторингу за возбудителем 
ЛЗН на базе ФКУЗ «Волгоградский научно-ис-
следовательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора. Исследование выполнено 
в соответствии с требованиями Хельсинкской 
декларации и одобрено Комитетом по био-
этике ФКУЗ «Волгоградский научно-иссле-
довательский противочумный институт» Ро-
спотребнадзора (протокол № 3 от 05.04.2019). 
Исследования проводили, соблюдая безопас-
ность работы с микроорганизмами I–II групп 
патогенности согласно требованиям норматив-
ных документов5.

Наличие РНК ВЗН в положительных 
и отсутствие в отрицательных образцах было 
 подтверждено с помощью набора реагентов 
«АмплиСенс WNV-FL» производства ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора (регистраци-
онное удостоверение на медицинское изделие 
ФСР 2011/11503).

Для приготовления образцов, искусственно 
контаминированных ВЗН 1, 2, 4 генотипов, ис-
пользовали 50 мкл препарата СОП (СОП кДНК 
WNV-1, СОП кДНК WNV-2, СОП кДНК WNV-4) 
в концентрации 1×104 ГЭ/мл и 50 мкл подготов-
ленной пробы клинического или биологическо-
го материала.

http://vnipchi.rospotrebnadzor.ru/s/203/files/directions/production/commercial/74237_493.pdf
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Для приготовления образцов, искусствен-
но контаминированных гетерологичными 
 вирусами, использовали 50 мкл препарата СОП 
(СОП кДНК YFV, СОП кДНК RUBV) в концентра-
ции 1×106 ГЭ/ мл и 50 мкл подготовленной пробы 
клинического или биологического материала.

Для экстракции РНК из проб сыворотки 
и плазмы крови, ликвора, а также кДНК из СОП 
применяли набор реагентов «РИБО-преп» (ФБУН 
«ЦНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, 
Россия) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Экстракцию РНК из образцов лейко-
цитарной фракции крови, цельной крови, мочи 
и суспензий тканей внутренних органов, су-
спензий пулов членистоногих проводили в два 
этапа с использованием наборов реагентов 
«РИБО-золь-C» (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотребнадзора, Россия) и «РИБО-преп». Ра-
боту проводили в соответствии с инструкциями 
производителя. На этапе экстракции РНК/кДНК 
к исследуемым образцам добавляли 10 мкл ВКО. 
Лизис проб в присутствии ВКО осуществляли 
при 65 °С в течение 20 минут6.

Постановку ОТ-ПЦР-РВ осуществляли с исполь-
зованием термоциклера Rotor-Gene Q (QIAGEN, 
Германия). Готовили три реакционные смеси, 
содержащие специфичные праймеры и зонды 
для выявления 1, 2 и 4 генотипов ВЗН. При прове-
дении амплификации использовали следующий 
режим: обратная транскрипция при температуре 
50 °С — 30 мин; предварительная денатурация 
при температуре 95 °С — 15 мин; циклирование 
при температуре 95 °С — 5 с, при 56 °С — 25 с, 
при 72 °С — 15 с (40  повторений). Результаты 
ОТ-ПЦР-РВ детектировали путем измерения ин-
тенсивности флуоресцентных сигналов при на-
коплении ампликонов. По каналу флуоресцен-
ции FAM/Green проводили детекцию продукта 
амплификации кДНК ВЗН 1 генотипа, по каналу 
ROX/Orange — кДНК ВЗН 2 генотипа, по каналу 
JOE/Yellow — кДНК ВЗН 4 генотипа, по каналу 
Cy5/Red — ВКО [8].

Учет результатов проводили в случае прохож-
дения положительных контрольных образцов, 
ПКО (ПКО кДНК WNV генотип-1, ПКО кДНК WNV 
генотип-2, ПКО кДНК WNV генотип-4) и отрица-
тельных контрольных образцов, ОКО (ОКО вы-
деления и ОКО ОТ-ПЦР).

6 МУ 1.3.2569-09. Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот 
при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп патогенности.

7 https://unipro.ru
8 Методические рекомендации по порядку проведения экспертизы качества, эффективности и безопасности медицин-

ских изделий для государственной регистрации (утв. ФГБУ «ЦМИКЭЭ» Росздравнадзора и ФГБУ «ВНИИИМТ» Росздрав-
надзора от 24.08.2018).
ГОСТ Р 53022.3-2008. Технологии лабораторные клинические. Требования к качеству клинических лабораторных иссле-
дований. Часть 3. Правила оценки клинической информативности лабораторных тестов.

Для определения межпостановочной и меж-
серийной воспроизводимости положительные 
и отрицательные образцы исследовали повтор-
но с использованием двух серий набора реаген-
тов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4». Внутрипо-
становочную воспроизводимость определяли 
при исследовании одинаковых положительных 
проб в пяти повторах с использованием двух се-
рий набора «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4».

Дифференциацию генотипов (1, 2, 4) ВЗН под-
тверждали с использованием метода сравнения 
«секвенирование по Сенгеру», принцип кото-
рого заключался в определении нуклеотидных 
последовательностей с помощью генетического 
анализатора «НАНОФОР 05» (ФГБУН «Институт 
аналитического приборостроения» РАН, Рос-
сия). Для секвенирования исследуемых проб ис-
пользовали набор реагентов BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific 
Baltics, Литва). Анализ результатов секвенирова-
ния осуществляли с применением программно-
го обеспечения Unipro UGENE (ООО «НЦИТ УНИ-
ПРО», Россия)7.

В качестве референтных последователь-
ностей вируса Западного Нила использова-
ли нуклеотидные последовательности СОП 
кДНК WNV-1 (Государственная коллекция 
патогенных бактерий ФКУН РосНИПЧИ «Ми-
кроб» Роспотребнадзора, № КМ 2049), СОП 
кДНК WNV-2 (Государственная коллекция па-
тогенных бактерий ФКУН РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора, № КМ 2050), СОП кДНК 
 WNV-4 (Государственная коллекция патоген-
ных бактерий ФКУН РосНИПЧИ «Микроб» Рос-
потребнадзора, № КМ 2051).

Технические и клинические испытания на-
бора реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
проводили на базе клинико-диагностической 
лаборатории ООО «Вымпел-Медцентр» и ФКУЗ 
«Волгоградский научно-исследовательский про-
тивочумный институт» Роспотребнадзора.

Статистическую обработку результатов кли-
нических испытаний набора реагентов «Ампли-
ген-WNV-генотип-1/2/4» проводили в соответ-
ствии с требованиями нормативных документов8. 
Достоверность полученных результатов оце-
нивали в зависимости от числа параллельных 
опытов при доверительной вероятности 90%, 

https://unipro.ru
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используя формулу биномиального распределе-
ния Бернулли9.

Результаты и обсуждение
При проведении технических испыта-

ний набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-
нотип-1/2/4» были подтверждены заяв-
ленные разработчиками функциональные 
характеристики: аналитическая чувствитель-
ность и специфичность. Показано, что набор 
реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» вы-
являет и дифференцирует в ОТ-ПЦР-РВ кДНК 
ВЗН генотипа 1 с концентрацией не менее 
1×104 ГЭ/мл, кДНК ВЗН генотипа 2 с концентра-
цией не менее 1×104 ГЭ/мл, кДНК ВЗН генотипа 
4 с концентрацией не менее 1×104 ГЭ/мл; набор 
реагентов не дает положительных результатов 
с кДНК гетерологичных вирусов в пробах с кон-
центрацией 1×106 ГЭ/мл по ТУ 21.20.23-015-
01898084-2019. В ходе проведения испытаний 
были согласованы вид, класс потенциального 
риска применения данного набора в соответ-
ствии с номенклатурной классификацией меди-
цинских изделий (МИ)10. В результате испытаний 
проведена доработка технической и эксплуата-
ционной документации.

При проведении испытаний набора реагентов 
«Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» с использовани-
ем 276 положительных образцов, содержащих 
РНК/кДНК ВЗН 1, 2 и 4 генотипов, был полу-
чен положительный результат в 100% случаев; 
при анализе 144 отрицательных образцов, со-
держащих РНК/кДНК/ДНК близкородственных 
и гетерологичных вирусов и бактерий, был по-
лучен отрицательный результат в 100% случаев 
(табл. 2, 3). Результаты проведенных испытаний 
свидетельствовали о том, что внутрипостано-
вочная, межпостановочная и межсерийная вос-
производимость для всех положительных об-
разцов составляла 100%.

В ходе проведения испытаний выполнена 
оценка функциональных характеристик набора 
реагентов «Амплиген WNV-генотип-1/2/4» мето-
дом сравнения. Поскольку аналогичных наборов 
реагентов в настоящее время не существует, ис-
пользовали другой молекулярно-генетический 
метод — секвенирование по Сенгеру.

По результатам секвенирования РНК/кДНК 
ВЗН 1 генотипа обнаружена в 17 образцах, 
определена степень гомологии с СОП ВЗН 1 ге-
нотипа (СОП кДНК WNV-1) от 98,03 до 100%. РНК/

9 Зарядов ИС, ред. Статистический пакет R: теория вероятностей и математическая статистика: учебно-методическое по-
собие. М.: Издательство Российского университета дружбы народов; 2010.

10 Приказ Минздрава России от 06.06.2012 № 4н «Об утверждении номенклатурной классификации медицинских изде-
лий».

кДНК ВЗН 2 генотипа обнаружена в 58 образ-
цах, определена степень гомологии с СОП ВЗН 
2 генотипа (СОП кДНК WNV-2) от 98,28 до 100%. 
РНК/кДНК ВЗН 4 генотипа обнаружена в 17 об-
разцах, определена степень гомологии с СОП 
ВЗН 4 генотипа (СОП кДНК WNV-4), равная 100%.

При использовании референтного метода 
на 92 образцах РНК/кДНК ВЗН 1, 2 и 4 геноти-
пов получен положительный результат в 100% 
случаев, на 48 пробах, содержащих РНК/кДНК 
близкородственных и гетерологичных вирусов 
(вирусы Денге 1, 2, 3 типов, Крымской-Конго ге-
моррагической лихорадки, желтой лихорадки, 
краснухи) и ДНК бактерий (Neisseria meningitidis, 
Borrelia burgdorferi s.l.), был получен отрицатель-
ный результат в 100% случаев.

Результаты испытаний подтвердили воспро-
изводимость исследований, проводимых с набо-
ром реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
для всех образцов. Доказана диагностическая 
эффективность набора «Амплиген-WNV-гено-
тип-1/2/4» в лабораторных условиях: диагно-
стическая чувствительность составила не менее 
98,5% с доверительной вероятностью 90%; ди-
агностическая специфичность составила не ме-
нее 99% с доверительной вероятностью 90%.

При проведении испытаний были оцене-
ны эксплуатационные характеристики набо-
ра реагентов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
как положительные. Недостатков конструкции 
и упаковки набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-
нотип-1/2/4» при использовании в условиях 
практической лаборатории не выявлено.

Проведена оценка соответствия условий ра-
боты с набором «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» 
требованиям по обеспечению безопасности. 
Поскольку исследуемые образцы (пробы клини-
ческого или биологического материала) необхо-
димо рассматривать как инфекционно-опасные, 
были представлены данные об оценке рисков 
и мерах предосторожности при работе с набо-
ром «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4». Сведения 
об инфекционных или микробных, физических, 
экологических рисках для оператора, а также 
рисках, связанных с применением набора, при-
водящих к ошибочным результатам ОТ-ПЦР-РВ, 
внесены в эксплуатационную документацию 
производителя.

Таким образом, в рамках клинических ис-
пытаний доказана диагностическая эффек-
тивность и безопасность набора  реагентов 
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 «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4». Установлено, 
что набор реагентов «Амплиген-WNV-гено-
тип-1/2/4» может использоваться в клинической 
лабораторной диагностике ЛЗН, а также в ходе 
эпидемиологического мониторинга специа-
листами лабораторий: клинико-диагностиче-
ских, специализированных по проведению са-
нитарно-эпидемиологических исследований 
и экспертиз, референс-центров по мониторин-
гу за возбудителями инфекционных болезней, 
центров индикации возбудителей инфекцион-
ных болезней I–II групп патогенности, центров 
верификации диагностической деятельности, 
научных лабораторий.

В соответствии с регламентированными 
Правилами регистрации медицинских из-
делий11 в Федеральной службе по надзору 
в сфере здравоохранения проведена реги-
страция набора реагентов «Амплиген-WNV-ге-

11 Постановление Правительства Российской Федерации от 27.12.2012 № 1416 «Об утверждении Правил государственной 
регистрации медицинских изделий».

12 http://vnipchi.rospotrebnadzor.ru/s/203/files/directions/production/commercial/74237_493.pdf

нотип-1/2/4» в качестве медицинского изде-
лия на основании результатов технических 
и клинических испытаний, а также экспер-
тизы документов регистрационного досье. 
Подтверждено, что набор реагентов «Ампли-
ген-WNV-генотип-1/2/4» может быть исполь-
зован по назначению. В 2022 г. Федеральной 
службой по надзору в сфере здравоохране-
ния выдано регистрационное удостоверение 
на МИ «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4» (№ РЗН 
2022/17020)12 и разрешены производство, реа-
лизация и применение МИ.

Заключение
Разработка и внедрение в практику лабо-

раторий новых наборов реагентов для in vitro 
диагностики, обеспечивающих с высокой чув-
ствительностью и специфичностью выявление 
маркеров вируса Западного Нила, являются 

Таблица 2. Результаты испытаний набора реагентов «Амплиген WNV-генотип-1/2/4» с использованием проб клинического 
материала
Table 2. Test results for the Ampligen WNV-genotype-1/2/4 reagent kit and clinical samples

Наименование пробы
Sample name

Число проб
Number of 
samples

Число образцов, имеющих положительный 
результат при анализе

Number of samples with positive results

«Амплиген WNV-генотип-1/2/4»
Ampligen WNV-genotype-1/2/4 Метод 

 сравнения
Reference 
method

Серия 6/21
Batch 6/21

Серия 7/21
повтор 1

Batch 7/21
replicate 1

Серия 7/21
повтор 2

Batch 7/21
replicate 2

Проба клинического материала, содержащая 
РНК/ кДНК ВЗН генотипа 1
Clinical samples containing RNA/cDNA of WNV lineage 1 

10 10 10 10 10

Проба клинического материала, содержащая 
РНК/ кДНК ВЗН генотипа 2
Clinical samples containing RNA/cDNA of WNV lineage 2 

28 28 28 28 28

Проба клинического материала, содержащая 
РНК/ кДНК ВЗН генотипа 4
Clinical samples containing RNA/cDNA of WNV lineage 4 

10 10 10 10 10

Проба клинического материала, содержащая 
РНК/ кДНК гетерологичных вирусов и ДНК бактерий
Clinical samples containing RNA/cDNA of heterologous 
viruses and DNA of bacteria

24 0 0 0 0

Всего положительных проб, содержащих РНК/кДНК 
ВЗН генотипов 1, 2, 4
Total positive samples containing RNA/cDNA of WNV 
lineage 1, 2, 4

48 48 48 48 48

Всего отрицательных проб, содержащих РНК/кДНК 
гетерологичных вирусов и ДНК бактерий
Total negative samples containing RNA/cDNAof 
heterologous viruses and DNA of bacteria

24 0 0 0 0

Примечание. ВЗН, WNV — вирус Западного Нила.
Note. WNV, West Nile virus.

http://vnipchi.rospotrebnadzor.ru/s/203/files/directions/production/commercial/74237_493.pdf
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важными направлениями деятельности Рефе-
ренс-центра по мониторингу за возбудителем 
лихорадки Западного Нила на базе ФКУЗ «Вол-
гоградский научно-исследовательский проти-
вочумный институт» Роспотребнадзора. Прове-
денные испытания доказали диагностическую 
эффективность и безопасность набора реаген-
тов «Амплиген-WNV-генотип-1/2/4». Диагно-
стическая чувствительность набора составила 
не менее 98,5%, диагностическая специфич-
ность  — не менее 99%; внутрипостановочная, 

межпостановочная и межсерийная воспроиз-
водимость для всех положительных образцов 
составила 100%. Применение разработанного 
набора реагентов обеспечит в  короткие сроки 
выявление и  дифференциацию 1, 2, 4 геноти-
пов вируса Западного Нила методом ОТ-ПЦР-
РВ в клиническом и биологическом материале, 
что позволит изучить распространение данных 
вариантов вируса на территории Российской 
Федерации при проведении эпидемиологиче-
ского мониторинга.
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