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Реферат. Цель исследования заключалась в создании контрольного образца РНК для диагностики 
вируса желтой лихорадки (ВЖЛ) методом LAMP. Получены два контрольных образца: рекомбинантная 
плазмидная ДНК (pCR2.1-YFV-К+) и мРНК (РНК-YFV-К+). В ходе оценки аналитической чувствитель-
ности методом LAMP установлено, что оба образца демонстрируют сопоставимый уровень предела 
детекции, равный 104 копий/мл, что позволяет эффективно выявлять генетический материал вируса в 
первые дни симптомов заболевания. Исследование стабильности образцов показало, что при температу-
ре от -15 до -25 оС оба образца сохраняют работоспособность даже после десятикратного цикла раз-
мораживания/замораживания. При температуре от 2 до 8 °С образцы определяются как положитель-
ные в течение семи дней хранения. Однако при комнатной температуре стабильность снижается: для  
pCR2.1-YFV-К+ она сохраняется до 72 ч, а для РНК-YFV-К+ – до 48 ч. Для обеспечения стабильности 
образцы следует хранить в условиях низких температур (от -15 до -25 или от 2 до 8 °С). Учитывая ре-
зультаты, РНК-YFV-К+ может использоваться как контроль аналитической чувствительности и пра-
вильности проведения реакции обратной транскрипции с последующей амплификацией методом LAMP, 
что важно для детекции РНК-содержащего вируса желтой лихорадки. 
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Abstract. The aim of the study was to create a control RNA sample for yellow fever virus (YFV) diagnostics 
using the LAMP method. Two control samples were obtained: recombinant plasmid DNA (pCR2.1-YFV-K+) and 
mRNA (RNA-YFV-K+). During the assessment of the analytical sensitivity by the LAMP method, it was found that 
both samples demonstrated a comparable detection limit of 104 copies/ml, which allows for effective detection of 
the viral genetic material in the first days of disease symptoms. A study of the sample stability showed that at a 
temperature of -15 to -25 °C, both samples retain their functionality even after tenfold defrosting/freezing. At a 
temperature of 2 to 8 °C, the samples are determined as positive for 7 days of storage. However, stability decreases 
at room temperature: for pCR2.1-YFV-K+ it remains up to 72 hours, and for RNA-YFV-K+ — up to 48 hours. To 
ensure stability, samples should be stored at low temperatures (-15 to -25°C or 2 to 8°C). Based on the results, 
RNA-YFV-K+ can be used as a control for analytical sensitivity and correctness of the reverse transcription 
reaction followed by amplification by the LAMP method, which is important for the detection of RNA-containing 
yellow fever virus.

В качестве положительного контроля диагности-
ческого набора реагентов, основанного на различных 
вариантах метода ОТ-ПЦР, можно использовать как 

ДНК-, так и РНК-материал. РНК-контроли не усту-
пают в чувствительности ДНК, однако нестабильны 
из-за деградации РНКазами [1, 2]. 
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ДНК имеет более устойчивую структуру, что 
позволяет ее легко транспортировать и хранить. 
Несмотря на это, РНК-контроль необходим в 
наборах реагентов, основанных на методах ампли-
фикации, с вложенной обратной транскрипцией, 
для проверки работы ревертазы [3]. Использо-
вание ДНК-контролей вызывает высокий риск 
ложноотрицательных результатов при диагности-
ке заболеваний, вызванных РНК-содержащими 
вирусами [1]. 

Положительный контроль на основе ампли-
конов из положительных образцов или in vitro 
транскрибировании однородной для мишени по-
следовательности позволяет оценить работу всех 
компонентов реакции, но в случае контаминации 
непосредственно образцов или его контаминации 
положительными образцами, такие ложнополо-
жительные результаты будет сложно отличить от 
истинно положительных результатов. Возможно 
использовать положительные контроли, которые 
подразумевают наличие других праймеров и ам-
плификацию другой мишени, отличной от поло-
жительных образцов. Однако в таком случае не 
представляется возможной оценка работы самих 
диагностических праймеров [2]. 

Еще в 2006 г. Цзи-Мин Чену с соавторами 
удалось получить стабильный РНК-контроль 
для ОТ-ПЦР в реальном времени для обнару-
жения генетического материала вируса Нипах. 
Для решения возможной проблемы с контами-
нацией была использована последовательность 
ДНК, содержащая небольшую делецию между 
участками посадки праймеров. Последователь-
ность клонировали в вектор, амплифицировали 
с использованием праймеров с Т7 промотором 
на 5’ концах. Так получили дцРНК in vitro, кото-
рая показала высокую стабильность: она лишь 
немного деградировала после инкубации при 
37 оC в течение 24 ч и при инкубации с РНКазой 
I в течение 1 ч [4].

В статье M. Snow и соавторов [5] был раз-
работан РНК-контроль для обнаружения вируса 
инфекционной анемии лосося (Isavirus salaris) с 
использованием ПЦР в реальном времени. Полу-
ченные транскрипты РНК in vitro содержали две 
последовательности: целевой фрагмент вируса 
(включая последовательность распознавания 
праймеров и зонда) и дополнительную искус-
ственную контрольную последовательность, на 
которую нацелен второй зонд, включающий дру-
гой флуорофор. При детектировании результатов 
контрольный образец имеет два положительных 
сигнала на двух разных каналах, что позволяет 

выявлять случаи ложноположительных резуль-
татов из-за контаминации исследуемых образцов 
положительным контролем [5].

В 2021 г. были разработаны химически моди-
фицированные РНК-контроли (фосфороселенаот-
ные и фосфоротиоатные) [2]. При замене одного 
атома кислорода на селен или серу, такие РНК 
демонстрируют высокую стабильность и специ-
фичность. Их эффективно распознавала Т7 поли-
мераза и обратная транскриптаза. Таким образом, 
химически модифицированные РНК-контроли 
обладают потенциалом в диагностических си-
стемах, однако отличить контаминацию образцов 
положительным контролем не удастся.

Также известно об использовании РНК-кон-
тролей для диагностики вирусов Чикунгунья 
[6], папилломы человека (для выявления транс-
криптов в клетках яичников) [7], SARS-CoV-2 
[8] и других патогенов.

Желтая лихорадка (ЖЛ) – острое вирус-
ное заболевания, возбудителям которой явля-
ется представитель семейства Flaviviridae рода 
Orthoflavivirus – вирус желтой лихорадки (ВЖЛ) 
[9]. По данным Всемирной организации здравоох-
ранения, ежегодно во всем мире регистрируется 
примерно от 80 до 200 тыс. случаев желтой лихо-
радки, из которых 30–60 тыс. заканчиваются ле-
тальным исходом, но реальную ситуацию оценить 
очень сложно, так как в ряде эндемичных стран 
в связи со сложной политической и экономиче-
ской ситуацией не ведется реальная статистика 
заболеваемости [10, 11]. 

В настоящее время отечественная диагно-
стика ЖЛ представлена только ПЦР тест-систе-
мами, время анализа которыми занимает более 
3 ч без учета времени, затраченного на доставку 
проб в лабораторию [12]. В связи с ростом объ-
ема миграционных процессов, международного 
туризма и участившимися посещениями граж-
данами России стран, расположенных в тропи-
ческих и субтропических поясах земного шара, 
и обнаружением на территории южных регионов 
России устойчивых популяций комаров видов  
Ae. aegypti и Ae. albopictus, являющихся основ-
ными переносчиками ВЖЛ, встает вопрос о 
разработке быстрых и эффективных тестов для 
подтверждения  завозных случаев и изучения 
возможного распространения вируса комара-
ми-переносчиками на территории РФ [13, 14].

Обнаружение генетического материала ви-
русов петлевой изотермической амплификации 
(LAMP – Loop-Mediated Isothermal Amplification) 
представляет собой высокоспецифичный и бы-
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стрый метод диагностики инфекции на началь-
ных этапах заболевания [15]. Использование 
РНК-контрольных образцов для набора реагентов, 
использующих такой метод амплификации, позво-
лит в полной мере изучить его диагностические 
характеристики и перспективу применения для 
диагностики ЖЛ или других заболеваний, вызы-
ваемых РНК-содержащими вирусами.   

Цель исследования – получение РНК-поло-
жительного контрольного образца и оценка пер-
спективы его применения для выявления методом 
LAMP генетического материала РНК-содержащих 
вирусов (на примере вируса желтой лихорадки). 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для получения положительного контроль-
ного образца были использованы следующие 
методы: ПЦР для наработки ампликона, клониро-
вание в плазмиду pCR2.1-TOPO («Thermo Fisher 
Scientific», США), трансформацию клеток E. coli 
штамма TOP10 (Thermo Fisher Scientific, США), 
очистки рекомбинантной плазмидной ДНК набо-
ром  diaGene для выделения плазмидной ДНК из 
бактерий» («Диаэм», Россия), секвенирование по 
методу Сэнгера с использованием набора реаген-
тов для секвенирования BigDye Terminator v3.1 и 
формамида Hi-Di (Thermo Fisher Scientific, США).

Транскрипцию in vitro проводили с исполь-
зованием коммерческого набора для проведения 
T7-транскрипции in vitro (Биолабмикс, Россия) 
согласно инструкции производителя. Далее 
реакционную смесь инкубировали при 37 оС в 
течение четырех часов и обрабатывали ДНКа-
зой I (ThermoFisher, США), следуя инструкции 
производителя. 

Флуориметрическое определение кон-
центрации ДНК/РНК проводили на приборе 
NanoPhotometer NP80 (Implen, Германия).

Приготовление модельных образцов осу-
ществляли с помощью последовательных деся-
тикратных разведений полученных контрольных 
образцов (pCR2.1-YFV-К+ и РНК-YFV-К+) до 
концентраций от 107 до 10 копий/мл. Для при-
готовления модельных образцов использовали 
стерильную воду свободную от РНКаз и ДНКаз 
(Биолабмикс, Россия).

Постановку реакции петлевой изотермиче-
ской амплификации осуществляли, используя раз-
работанный комплект олигонуклеотидных прай-
меров: YFV-F3 5’-ARAAGATYACGGCYCACC-3’, 
YFV-B3 5’-CAGATGTCACATTTAGGAGC-3’, 
YFV-FIP 5’-GGCCACCACTCTYTTAACTT

TCCTTTTTTGGTTGTGGAAAATGCTGG-3’, 
YFV-BIP 5’-CCGTTCCCATGATGTTCTGAC
TTTTTTCCGCAYCAAGGTCACT-3’, YFV-LF 
5’-ARCAGCCAAGCCTTGTCTTG-3’ и YFV-LB 
5’-TTGGGAATGCTGTTGATGACGG-3’ (произ-
водства ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнад-
зора), набор БиоМастер LAMP (2×), ревертазу 
RNAscribe RT (Биолабмикс, Россия) и интер-
калирующий краситель EvaGreen 20х (Biotium, 
США). Все реакции проводились на приборе CFX 
96 (BioRad, США). Был применен следующий 
температурно-временной режим: инкубация в 
течение 30 мин при 65 °С с детекцией продуктов 
амплификации каждую минуту по каналу «FAM».

Статистическую обработку данных осущест-
вляли с использованием программного обеспе-
чения Statistica v.11.0 (Tibco, США). 

Коэффициент вариации для воспроизводи-
мости рассчитывался по формуле CVp, % = Сt 
(стандотклон) / Ct (ср.знач.) ×100 % для 33 проб.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате молекулярно-генетических 

манипуляций была получена рекомбинантная 
плазмидная ДНК – pCR2.1-YFV-К+, содержащая 
вставку ДНК, комплементарную участку гена 
белка E ВЖЛ. Полученный плазмидный вектор 
использовался для получения РНК-YFV-К+ ме-
тодом транскрипции in vitro.

Таким образом получены два контрольных 
образца, один из которых представлен плазмид-
ной ДНК (pCR2.1-YFV-К+), другой мРНК (РНК-
YFV-К+). 

Оценку аналитической чувствительности осу-
ществляли методом LAMP, используя комплект 
праймеров, комплементарный восьми последо-
вательностям целевого фрагмента гена белка E 
ВЖЛ. В качестве анализируемых образцов ис-
пользовали полученные контрольные образцы 
(pCR2.1-YFV-К+ и РНК-YFV-К+) в концентра-
циях от 107 до 10 копий/мл. 

Образцы, содержащие pCR2.1-YFV-К+ и 
РНК-YFV-К+ в концентрации от 107 до 104 копий/
мл, определены как положительные, а в концен-
трации от 103 до 101 копий/мл определены как 
отрицательные (рисунок, табл. 1). Таким образом 
установлена аналитическая чувствительность 
(предел детекции) – 104 копий/мл.

Такой предел детекции достаточен для эф-
фективного выявления генетического материала 
ВЖЛ методом LAMP в первые дни появления 
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симптомов заболевания, когда уровень вирусной 
нагрузки максимален.

Анализ аналитической чувствительности при использовании РНК-контроля (РНК-YFV-К+) 
и плазмидного контроля (pCR2.1-YFV-К+) по каналу «FAM» на амплификаторе CFX 96 (BioRad, США)

Analysis of analytical sensitivity using RNA control (RNA-YFV-K+) and plasmid control (pCR2.1-YFV-K+) in the 
“FAM” channel on a CFX 96 amplifier (BioRad, USA)

Таблица 1
Анализ аналитической чувствительности

Analytical sensitivity analysis

Концентрация,
копий/мл

Значение Ct (канал FAM)
pCR2.1-YFV-К+ РНК-YFV-К+
№ 1 № 2 № 1 № 2

107 11,66 11,70 11,61 11,96
106 14,82 15,07 15,10 14,22
105 17,87 17,28 18,64 17,71
104 18,64 19,60 19,38 19,61
103 N/A N/A N/A N/A
102 N/A N/A N/A N/A
101 N/A N/A N/A N/A

Одной из важной характеристик контрольных 
образцов в тест-системах является их стабиль-
ность при хранении, так как именно от них зави-
сит оценка работоспособности набора реагентов 
и правильная интерпретация результатов анализа. 
Для изучения стабильности контрольных образ-
цов, полученных в данной работе, нами были 

приготовлены модельные образы pCR2.1-YFV-К+ 
и РНК-YFV-К+ в концентрации 106 копий/мл. 
Затем аликвоты модельных образцов были поме-
щены в различные температурные условия: при 
температуре от -15 до -25 оС, от 2 до 8 оС и от 15 
до 25 оС. Образцы, хранящиеся при температуре 
от -15 до -25 оС, были подвергнуты десятикрат-
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ному циклу заморозки/разморозки. Каждый этап 
анализировали методом LAMP. 

При размораживании/замораживании все 
модельные образцы определялись как положи-
тельные. Вариабельность полученных результатов 
сопоставима друг с другом, а коэффициенты ва-

риации для воспроизводимости результатов ам-
плификации для pCR2.1-YFV-К+ и РНК-YFV-К+ 
составили 2,9 и 3,2 %, соответственно. 

В табл. 2 представлен анализ контрольных 
образцов при замораживании/размораживании.

Таблица 2
Анализ стабильности контрольных образцов при замораживании/размораживании

Analysis of freeze/thaw stability of control samples

Кол-во замораживаний/размораживаний

Значение Ct (канал FAM)

pCR2.1-YFV-К+(106 копий/мл) РНК-YFV-К+(106 копий/мл)

№ 1 № 2 № 3 № 1 № 2 № 3
Исходные данные 12,69 12,98 12,85 13,02 13,42 13,26

1 13,30 13,60 14,33 14,16 13,30 13,99
2 13,35 13,06 13,08 13,09 14,02 14,37
3 13,12 13,42 13,07 13,26 14,02 14,28
4 13,11 13,88 12,67 14,32 14,75 13,63
5 13,20 13,89 13,62 14,21 13,22 13,51
6 13,39 13,62 13,63 13,72 13,98 13,61
7 13,10 13,67 13,07 13,97 13,70 13,80
8 13,78 13,45 13,31 13,56 13,10 13,88
9 13,59 13,67 13,41 13,27 13,44 13,57
10 14,15 13,80 13,45 13,22 13,41 13,81

Модельные образцы, хранящиеся при темпе-
ратуре от 2 до 8 оС и от 15 до 25 оС, тестировались 
в разные временные точки после начала хранения: 
24, 48, 72, 96 и 168 ч. При хранении от 2 до 8 оС 
все образцы определялись как положительные. 
Коэффициенты вариации для производимости 
для pCR2.1-YFV-К+ и РНК-YFV-К+ составили 
4,1 и 12,7 % соответственно. 

При хранении от 15 до 25 оС модельный об-
разец pCR2.1-YFV-К+ определялся как положи-
тельный в трех повторах до 72 ч хранения вклю-
чительно, а РНК-YFV-К+ – до 48 ч. Коэффициент 

вариации для воспроизводимости был вычислен 
для всех образцов, определенных как положитель-
ные до 48 ч (включительно) и составил 11,5 % 
для pCR2.1-YFV-К+ , 15,8 % для РНК-YFV-К+.

Вариабельность результатов, полученных при 
использовании ДНК-контроля (pCR2.1-YFV-К+), 
была ниже, вероятно, из-за меньшей стабильности 
РНК по сравнению с ДНК [20].

Анализ стабильности при хранении контроль-
ных образцов при положительных температурах 
отражен в табл. 3.

Таблица 3
Анализ стабильности при хранении контрольных образцов при положительных температурах

Analysis of stability during storage of control samples at positive temperatures

Хранение при температуре от 2 до 8 оС

Время, ч
pCR2.1-YFV-К+(106 копий/мл) РНК-YFV-К+(106 копий/мл)

Значение Ct (канал FAM)
№ 1 № 2 № 3 № 1 № 2 № 3

1 2 3 4 5 6 7
24 12,45 12,03 12,45 13,70 13,48 14,13
48 12,55 12,19 12,61 13,00 13,42 13,97
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1 2 3 4 5 6 7
72 12,53 12,49 12,24 13,31 13,14 13,76
96 12,55 12,48 12,46 15,36 15,75 15,86
168 13,89 13,67 13,12 18, 12 18,47 18,59

Хранение при комнатной температуре (от 15 до 25 оС)

Время, ч
pCR2.1-YFV-К+(106 копий/мл) РНК-YFV-К+(106 копий/мл)

Значение Ct (канал FAM)
№ 1 № 2 № 3 № 1 № 2 № 3

24 13,39 13,12 14,06 13,57 13,60 13,97
48 16,81 16,19 16,79 18,20 18,30 18,43
72 22,13 23,12 22,30 N/A N/A N/A
96 25,20 N/A N/A N/A N/A N/A
168 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Компоненты, используемы для реакции 

LAMP с обратной транскрипцией (буферный 
раствор, Bst ДНК-полимераза и ревертаза), необ-
ходимо хранить при температурах от -15 до -25 оС 
в течение 12–18 мес., или в течение нескольких 
месяцев при температуре от 2 до 8 оС для стабиль-
ной работы согласно инструкциям большинства 
производителей. Следовательно, РНК-YFV-К+ 
может быть использован совместно с этими ре-
агентами, так как его стабильность сохраняется 
при схожем режиме хранения. 

РНК-YFV-К+ зможно использовать для кон-
троля аналитической чувствительности и других 
диагностических характеристик эксперимен-
тального набора реагентов для выявления РНК 
ВЖЛ методом LAMP на уровне с плазмидным 
контролем (pCR2.1-YFV-К+).

Также использование РНК-YFV-К+ явля-
ется контролем протекания реакции обратной 
транскрипции, что является важным этапом при 
детекции РНК как ВЖЛ, так и других РНК-со-
держащих вирусов.

ВЫВОДЫ
1. Получен РНК-положительный контроль-

ный образец (РНК-YFV-К+), представляющий 
собой аналог фрагмента гена белка E вируса 
желтой лихорадки. 

2. При использовании РНК-YFV-К+ и плаз-
мидного контроля pCR2.1-YFV-К+ в реакции 
петлевой изотермической амплификации показан 
сопоставимый уровень аналитической чувстви-
тельности (предел детекции), составляющий 104 
копий/мл.

3. Сравнение модельных контрольных об-
разцов при хранении показало, что в условиях 
температуры от -15 до -25 оС и от 2 до 8 оС оба 
модельных контроля работают стабильно, а при 
комнатной температуре до 72 ч (pCR2.1-YFV-К+) 
и до 48 ч (РНК-YFV-К+).

4. Установлена возможность использования 
РНК-положительного контрольного образца 
(РНК-YFV-К+) для диагностики желтой лихо-
радки методом LAMP при соблюдении соответ-
ствующих условий хранения: при температуре 
от -15 до -25 оС или от 2 до 8 оС (до семи дней).  

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора ГЗ-1/25 
«Разработка набора реагентов для экспресс-выявления 
маркеров инфекции желтой лихорадки».
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