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Катастрофическая пандемия особо опасного коронавируса SARS-CoV-2 в 2020–2022 гг. и неожиданное рас-
пространение в 2022 г. из Африки возбудителя оспы обезьян, демонстрируют необходимость адекватного реа-
гирования на биологические угрозы, имеющие в качестве источника происхождения экзотические инфекции, 
преодолевающие межвидовой барьер между животными и человеком и обладающие в отношении последнего 
высокими показателями вирулентности и контагиозности. Цель работы – создать технологию конструиро-
вания средств экспресс-индикации новых особо опасных и экзотических инфекций, позволяющую в сжатые 
сроки разработать генодиагностическое средство, оценить его характеристики и развернуть широкомасштаб-
ное производство. Материалы и методы. Использовали технологии конструирования средств экспресс- 
индикации новых особо опасных и экзотических инфекций на основе методов полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ-Грипп/Коронавирус), пригодного для мультиплексной идентификации 
РНК коронавирусов. Обсуждение результатов. Разработанная технология конструирования средств экс-
пресс-индикации новых особо опасных и экзотических инфекций успешно апробирована на лабораторной 
базе ФГБУ «48 ЦНИИ» МО РФ на примере конструирования «Набора реагентов для выявления РНК коро-
навирусов SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2 и вируса гриппа А методом полимеразной цепной реакции в 
реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ-Грипп/Коронавирус)», пригодного для мультиплексной идентификации РНК 
коронавирусов. Вывод. В результате проведенных исследований по оценке имеющегося на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» МО РФ оборудования, адаптации и внедрения в практику ключевых производственных 
процессов, разработки и изготовления реагентных средств экспресс-индикации, а также апробации техноло-
гии конструирования средств экспресс-индикации новых особо опасных и экзотических инфекций на при-
мере конструирования набора реагентов «ОТ-ПЦР-РВ-Грипп/Коронавирус» создана генодиагностическая 
платформа для разработки реагентных средств экспресс-индикации новых особо опасных и экзотических 
инфекций.

Ключевые слова: генодиагностическая платформа; ОТ-ПЦР-РВ-Грипп/Коронавирус; реагентное средство; 
технология конструирования; экспресс-индикация.
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Catastrophic pandemic of the particularly dangerous coronavirus SARS-CoV-2 in 2020–2022 and the unexpected 
spread of the monkeypox pathogen from Africa in 2022, demonstrate the need for an adequate response to biological 
threats that have exotic infections as their source, overcome the interspecies barrier between animals and humans 
and have high rates of virulence and contagiousness in relation to the latter. The purpose of the article is to create 
a technology for constructing means for the express indication of new especially dangerous and exotic infections, 
which makes it possible to quickly develop a gene diagnostic tool, evaluate its characteristics and launch large-scale 
production. Materials and methods. The authors used technologies for constructing means for express indication 
of new especially dangerous and exotic infections based on real-time polymerase chain reaction (RT-PCR-RT-Flu/
Coronavirus) methods, suitable for multiplex identification of coronavirus RNA. The discussion of the results. The 
developed technology for constructing means for express indication of new especially dangerous and exotic infections 
was successfully tested at the laboratory base of the FSBЕ «48 Central Research Institute» of the Ministry of Defense 
of the Russian Federation using the example of designing a «Set of reagents for detecting the RNA of coronaviruses 
SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2 and virus influenza A by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR-RT-
Flu/Coronavirus)», suitable for multiplex identification of coronavirus RNA. Conclusion. As a result of the research 
carried out to evaluate the equipment available at the laboratory base of the FSBЕ «48 Central Research Institute» of 
the Ministry of Defense of the Russian Federation, the adaptation and implementation of key production processes, 
the development and production of express-indication reagents, as well as testing the technology for constructing 
express-indication means for new especially dangerous and exotic infections, using the example of designing a set of 
RT-PCR-RV-Flu/Coronavirus reagents, a gene diagnostic platform was created for the development of reagents for the 
express indication of new especially dangerous and exotic infections.

Keywords: design technology; express indication; gene diagnostic platform; reagent agent.
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Реагентные средства на основе полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) являются со-
временными эффективными средствами ди-
агностики инфекционных заболеваний [1–6]. 
В последнее время среди амплификационных 
методов все большее распространение при-
обретают способы обнаружения специфи-
ческого продукта непосредственно в реак-
ционной смеси, основанные на регистрации 
флуоресценции, которая многократно уси-
ливается в результате гибридизации зонда с 
размноженной ДНК-мишенью. К числу таких 
относится ПЦР в режиме реального вре-
мени (ПЦР-РВ), преимуществом которой по 
сравнению с «классической» ПЦР являются: 
отсутствие манипуляций с ампликоном на 

стадии пост-ПЦР, так как этот анализ опи-
сывается как «закрытая» или гомогенная 
система; однозначность интерпретации ре-
зультатов гомогенной системы; миними-
зация риска перекрестной контаминации; 
эффективность применения в лабораториях 
с большим объемом исследований [7–11].

Пандемия особо опасного коронавируса 
SARS-CoV-2 демонстрирует необходимость 
адекватного реагирования на биологиче-
ские угрозы, имеющие в качестве источника 
происхождения экзотические инфекции, все 
чаще преодолевающие межвидовой барьер 
между животными и человеком и облада-
ющие в отношении последнего высокими по-
казателями вирулентности и контагиозности 
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[12–21]. В 2022 г. возникла реальная угроза 
начала новой пандемии, на этот раз орто- 
поксвирусной инфекции, вызванной вирусом 
оспы обезьян, относящимся к особо опасным 
инфекциям1. Согласно данным Всемирной 
организации здравоохранения за период  
с 1 января 2022 г. по 28 августа 2023 г. лабо-
раторно подтверждено 89596 случаев данного 
заболевания2.

Для быстрого создания диагностических 
наборов реагентов в случае возникновения 
биологических угроз представляется целесо-
образным иметь платформу, позволяющую 
использовать валидированные методы раз-
работки генодиагностических средств на 
основе уже имеющегося лабораторного обо-
рудования. Рациональная организация тех-
нических элементов процесса разработки 
позволит наиболее эффективно решать воз-
никающие в ходе биологического монито-
ринга задачи. В Вооруженных Силах Россий-
ской Федерации до настоящего времени не 
имелось средств оперативного реагирования 
на возникающие биологические угрозы, по-
зволяющих в сжатые сроки разработать ге-
нодиагностическое средство, оценить его 
характеристики и организовать широкомас-
штабное производство на производственной 
базе отечественной промышленности.

Цель работы – создать технологию кон-
струирования средств экспресс-индикации 
новых особо опасных и экзотических ин-
фекций, позволяющую в сжатые сроки раз-
работать генодиагностическое средство, 
оценить его характеристики и развернуть 
широкомасштабное производство.

Материалы и методы. Успешное вне-
дрение данной технологии в практику  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России с 
целью создания на его лабораторной базе 
генодиагностической платформы для раз-
работки реагентных средств экспресс- 
индикации новых особо опасных и экзоти-
ческих инфекций потребовало проведения 
исследований по оценке имеющегося на ла-
бораторной базе ФГБУ «48 ЦНИИ» Мин- 
обороны России оборудования, адаптации 
и внедрения в практику ключевых произ-
водственных процессов разработки и из-
готовления реагентных средств экспресс- 

1	 URL: https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/monkeypox (дата обращения: 04.08.2023).
2	 URL: https://worldhealthorg.shinyapps.io/mpx_global/ (дата обращения: 04.08.2023).
3	 Vector NTI – пакет программного обеспечения для биоинформатики.
4	 Clustal – программа для множественного выравнивания последовательностей ДНК и белков.
5	 AliView – средство просмотра и редактор выравнивания.
6	 MAFFT –программа для множественного выравнивания последовательностей.

индикации, а также апробации техно-
логии конструирования средств экспресс- 
индикации новых особо опасных и экзотиче-
ских инфекций на примере конструирования 
набора реагентов «Набора реагентов для 
выявления РНК коронавирусов SARS-CoV, 
MERS-CoV, SARS-CoV-2 и вируса гриппа А 
методом полимеразной цепной реакции в 
реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ-Грипп/Коро-
навирус)», пригодного для мультиплексной 
идентификации РНК коронавирусов.

В ходе апробации технологии кон-
струирования на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России были 
апробированы все ключевые технологиче-
ские процессы стадий конструирования.

В ходе апробации стадии конструиро-
вания «Анализ геномов возбудителей с целью 
поиска генов-мишеней» установлено, что не-
обходимым условием осуществления данной 
стадии конструирования реагентного сред-
ства экспресс-индикации является доступ 
к международным базам данных нуклео-
тидных последовательностей возбудителей 
инфекционных заболеваний (таблица 1).

С использованием информационных ре-
сурсов баз данных в ходе апробации осу-
ществляли анализ геномов возбудителей и 
материалов научной литературы на предмет 
наличия сведений о разработке и экспе-
риментальной оценке средств экспресс- 
индикации коронавирусов и гриппа А, а 
также создание выборки геномов необхо-
димой репрезентативности (включая гетеро-
логичные микроорганизмы).

На стадии «Разработка специфических 
компонентов средства экспресс-индикации» 
проводилась апробация создания множе-
ственных выравниваний геномов возбу-
дителя с включением гетерологичных ми-
кроорганизмов. В результате апробации 
получены выравнивания с помощью про-
грамм Vector NTI3 (алгоритм Clustal)4 и 
AliView5 (алгоритм MAFFT)6, позволившие 
найти консервативные участки для по-
следующего подбора олигонуклеотидов  
(рисунок 1).

Апробацию разработки вариантов олиго-
нуклеотидных праймеров и флуоресцентных 
зондов осуществляли на лабораторной базе 
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Апробация технологии конструирования средств экспресс-индикации новых особо опасных инфекций

Наименование ресурса Представленная информация Примечания

GenBank*

Наиболее полная база данных 
последовательностей геномов различных 
организмов. 
Имеются аннотированные геномы и 
референсные последовательности

Открытый доступ.
Для работы необходимо высокоскоростное 
подключение к сети интернет

GISAID**

Глобальная научная инициатива и основной 
источник, обеспечивающий открытый 
доступ к геномным данным вирусов гриппа 
и коронавирусов (Global Initiative on Sharing 
All Influenza Data)

Пользователи GISAID должны подтвердить 
свою личность и согласиться с Соглашением о 
доступе к базе данных.
Для работы необходимо высокоскоростное 
подключение к сети интернет

NCBI***

Интернет-ресурс национального центра 
биотехнологической информации США 
(англ. National Center for Biotechnologica 
Information, NCBI), основанного как 
центральный институт обработки и 
хранения данных молекулярной биологии

Открытый доступ.
Для работы необходимо высокоскоростное 
подключение к сети интернет

PubMed****

Научные публикации, содержащие 
информацию о разработке и экспери- 
ментальной оценке средств экспресс-
индикации

Значительная часть современных публикаций 
недоступна для бесплатного ознакомления.
Для работы необходимо высокоскоростное 
подключение к сети интернет

* База данных генетических последовательностей Национального центра биотехнологической информации США (NCBI). 
URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (дата обращения: 04.08.2023).
** URL: https://gisaid.org/ (дата обращения: 04.08.2023).
*** URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (дата обращения: 04.08.2023).
**** URL: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ (дата обращения: 04.08.2023).

Таблица 1 – Базы данных для поиска информации о геномах возбудителей и средствах экспресс-
индикации, использованные в ходе апробации технологии конструирования

ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России с ис-
пользованием программы Oligo7.07. Апро-
бация данной стадии конструирования про-
водилась специалистами ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России с использованием алго-
ритма BLAST8.

В ходе апробации получения олиго-
нуклеотидных праймеров и флуорес-
центных зондов на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России были 
осуществлены пусконаладочные работы и 
последующий запуск автоматического синте-
затора ДНК «ASM-800Е» (ООО «БИОССЕТ», 
Россия) (рисунок 2).

В ходе апробации экспериментальной 
оценки аналитических характеристик 
олигонуклеотидных праймеров и флуо-
ресцентных зондов на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России 
осуществлено изготовление специализи-
рованного контрольного образца (СКО)  
СКО-SARS-CoV-2. Изготовление осущест-
вляли в несколько стадий. Учитывая значи-
тельную сложность синтеза длинных оли-

7	 Oligo7.0 – программа для анализа первичной структуры олигонуклеотидных праймеров, фланкирующих 
выбранный участок генома.
8	 BLAST – средство поиска основного локального выравнивания.

гонуклеотидов и обязательного условия 
наличия большого опыта для подобных 
работ, необходимые для работы полуфа-
брикаты синтезировали стандартным твер-
дофазным методом на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России.

С помощью данных полуфабрикатов далее 
получали двухцепочечную ДНК, оценивали 
ее качество с помощью электрофореза в 1 % 
агарозном геле, очищали с помощью набора 
реагентов Cleanup (ЗАО «Евроген», Россия) 
согласно инструкции производителя. По-
лучение синтетических РНК осущест-
вляли с помощью Т7-полимеразы (кат. E355, 
«Сибэнзим», Россия) согласно инструкции к 
набору. Концентрацию аликвот синтетиче-
ских РНК СКО-SARS-CoV-2, изготовленных 
in vitro измеряли с помощью флуориметра и 
набора реагентов Quant-iT RiboGreen RNA 
Assay Kit (Promega, США) согласно инструк-
циям производителя.

На следующем этапе проводили апро-
бацию экспериментальной оценки эффек-
тивности ПЦР-РВ. Основным параметром 
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ПЦР-РВ, прямо влияющим на аналитическую 
чувствительность, является эффективность 
реакции. Экспериментальная оценка данного 
параметра на ранних этапах разработки ди-
агностических наборов реагентов позволяет 
заложить прочный фундамент для будущего 
набора. Наиболее часто применяемым ме-
тодом экспериментальной оценки эффек-
тивности реакции является амплификации 
серийных десятикратных разведений препа-
ратов СКО (рисунок 3).

Эффективность амплификации СКО-
SARS-CoV-2 составила 98 %, при этом кривые 
флуоресценции на пределе чувствитель-
ности метода имели правильную форму и 
сходную амплитуду сигнала (рисунок 3). 
Полученные данные позволяют предполо-
жить, что на основании разработанных оли-
гонуклеотидов возможна разработка высо-
коэффективного диагностического набора 
реагентов для выявления РНК коронавируса  
SARS-CoV-2.

В ходе апробации получения контрольных 
образцов специалистами ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России были успешно освоены 
процессы сшивки разных генов в единую ма-
трицу, получение с ее помощью синтетиче-
ских РНК, приготовления и лиофилизации 
готового препарата.

Наиболее критичным и важным для 
внедрения в ходе апробации являлся про-
цесс приготовления лиофилизированной 
реакционной смеси как основы всех совре-
менных реагентных средств. В рамках насто-
ящих исследований проводили апробацию 
данного процесса на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России.

Апробацию стадии лабораторно- 
экспериментального изучения опытных 
серий проводили на лабораторной базе  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России с 
использованием охарактеризованных му-
зейных штаммов с биологической активно-
стью не менее 1,0×105 УЕ/мл.

Завершающей стадией конструирования 
реагентного средства экспресс-индикации 
является разработка технической и эксплу-
атационной документации. Установление 
норм, требований и методов контроля, обе-
спечивающих оптимальный уровень каче-
ства стандартизируемого набора реагентов 
происходит в ходе разработки технических 
условий. Технические условия по постро-
ению, содержанию и изложению соответ-
ствуют требованиям ГОСТ 2.114-2016 и  
ГОСТ Р 51088-2013. К эксплуатационной до-
кументации диагностических наборов ре-
агентов относится инструкция по приме-
нению и паспорт, представленные в составе 
комплекта нормативно-технической доку-
ментации на набор реагентов «ОТ-ПЦР-РВ-
Грипп/Коронавирус».

В ходе апробации генодиагностической 
платформы проведена оценка имеющегося 
на лабораторной базе ФГБУ «48 ЦНИИ»  
Минобороны России оборудования, необ-
ходимого для создания генодиагностиче-
ской платформы для разработки реагентных 
средств экспресс-индикации новых особо 
опасных и экзотических инфекций. Установ-

Рисунок 2 – Автоматический синтезатор ДНК 
«ASM-800Е» (URL: https://www.dia-m.ru/catalog/

lab/sintezator-dnk/sintezator-dnk-rnk-asm-800et-8-
oligonukleotidov-4-chasa-dlina-oligonukleotidov-249-

monomerov-masshta/)

Рисунок 1 – Множественные выравнивания, выпол-
ненные в различных программных пакетах: 

А – Vector NTI (желтый цвет, алгоритм Clustal);
Б – AliView (желтый цвет, алгоритм MAFFT)
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лено, что имеющееся оборудование позволяет 
осуществить все стадии конструирования 
реагентных средств экспресс-индикации  
(рисунок 4).

В ходе адаптации производственных про-
цессов разработки и изготовления набора ре-
агентов для мультиплексной идентификации 
РНК коронавирусов и гриппа А в практику 
специалистов ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобо-
роны России были успешно адаптированы, 
освоены и внедрены в практику научной ра-
боты ключевые производственные процессы 
разработки и изготовления реагентных 
средств экспресс-индикации:

- процесс получения олигонуклеотидных 
праймеров;

- процесс лиофилизации реакционных 
смесей;

- процесс лиофилизации положительных 
контрольных образцов (синтетических РНК).

Разработанные технология конструиро-
вания средств экспресс-индикации новых 
особо опасных и экзотических инфекций и 

генодиагностическая платформа на ее ос-
нове в 2023 г. были успешно сертифициро-
ваны аккредитованным сертификационным 
органом на предмет соответствия системы  
менеджмента качества ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России применительно к раз-
работке и производству медицинских из-
делий для диагностики in vitro (наборов ре-
агентов) требованиям ГОСТ ISO 13485-2017  
(рисунок 5).

В 2022–2023 гг. специалистами  
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России с ис-
пользованием разработанных технологии 
конструирования средств экспресс-инди-
кации новых особо опасных и экзотических 
инфекций и генодиагностической плат-
формы успешно сконструирован «Набор ре-
агентов для выявления ДНК вируса оспы  
обезьян методом полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (ОМ-Скрин-
ВОО-РВ)», зарегистрированный Росздрав-
надзором Российской Федерации в 
установленном порядке как медицинское  

Рисунок 4 – Генодиагностическая платформа для 
разработки реагентных средств экспресс-индикации 

новых особо опасных и экзотических инфекций 
на лабораторной базе ФГБУ «48 ЦНИИ» 

Минобороны России

Рисунок 5 – Сертификат соответствия 
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России требованиям 

систем менеджмента качества

Рисунок 3 – Результаты экспериментальной оценки эффективности амплификации СКО-SARS-CoV-2 
с помощью разработанных олигонуклеотидов: А – кривые амплификации; Б – калибровочная кривая
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изделия для диагностики in vitro, что дает 
возможность применять его на всей терри-
тории Российской Федерации для лабора-
торной диагностики вируса оспы обезьян.

С помощью набора реагентов «ОМ-Скрин-
ВОО-РВ» возможно качественное опреде-
ление ДНК вируса оспы обезьян методом 
полимеразной цепной реакции в реальном 
времен и флуоресцентной детекцией в препа-
ратах НК, выделенных из проб, полученных 
при взятии мазков со слизистой глотки 
и миндалин, крови, содержимого пустул,  
аутопсийного материала. Набор реагентов 
предназначен для проведения биологиче-
ского контроля и специфической индикации 
подразделениями войск РХБ защиты Воору-
женных Сил Российской Федерации.

Заключение
Подводя итог, необходимо отметить, что 

в результате проведенных исследований по 

оценке имеющегося на лабораторной базе 
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России, 
адаптации и внедрения в практику на-
учной работы ключевых производственных 
процессов разработки и изготовления ре-
агентных средств экспресс-индикации, а 
также апробации технологии конструиро-
вания средств экспресс-индикации новых 
особо опасных и экзотических инфекций на 
лабораторной базе ФГБУ «48 ЦНИИ» Ми-
нобороны России с использованием име-
ющегося оборудования создана генодиа-
гностическая платформа для разработки 
реагентных средств экспресс-индикации новых  
особо опасных и экзотических инфекций, 
сертифицированная по ГОСТ ISO 13485-
2017 и успешно использованная в 2023 г. 
для конструирования и государственной 
регистрации набора реагентов «ОМ-Скрин- 
ВОО-РВ».
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