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Ближневосточный респираторный синдром че-
ловека (БВРС) – новое инфекционное заболевание, 
вызываемое коронавирусом, сопровождающееcя сим-
птомами острого поражения нижнего отдела респира-
торного тракта, прогрессирующей пневмонией и не-
редко почечной недостаточностью. Инкубационный 
период заболевания составляет около 5 сут [9, 15].

К настоящему времени (по состоянию на 7 фев-
раля 2014 г.) инфекция стала причиной 182 лабора-
торно подтвержденных случаев в 12 странах, в том 
числе в 5 странах европейского региона: Германии, 
Италии, Великобритании, Испании и Франции. Из 
этих случаев 79 закончились смертельным исходом 
(летальность составила 43,4 %) [18].

Проведенный ретроспективный эпидемиологи-
ческий анализ случаев ближневосточного респира-
торного синдрома (БВРС) позволил установить, что 
заболевание носит природно-очаговый характер, эн-
демичный район которого находится на Аравийском 

полуострове [1]. Естественным резервуаром возбуди-
теля в природе являются, скорее всего, насекомояд-
ные летучие мыши, относящиеся к родам Tylonycteris 
и Pipistrellus [11, 15]. Групповые случаи заболевания 
в семьях из Саудовской Аравии, Великобритании и 
случаи заболевания среди обслуживающего персо-
нала в госпитале в Саудовской Аравии и Иордании 
позволяют предположить возможность наиболее 
вероятного пути передачи возбудителя от человека 
к человеку – респираторного. Однако устойчивой 
трансмиссии возбудителя не отмечено [9].

Опасность ближневосточного респираторного 
синдрома усугубляется тем, что в эндемичный для 
возбудителя заболевания регион ежегодно приез-
жают миллионы туристов и паломников мусульман 
практически со всего мира, в том числе и из России. 
В настоящее время отсутствуют средства специфиче-
ской профилактики и лечения, хотя, подобно ТОРС, 
он чувствителен к применению интерферонов Ι и ΙΙΙ 
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типов [10]. Важно отметить, что выявлять РНК но-
вого коронавируса могут только в лабораториях 23 
из 46 стран Европейского региона [13]. Изложенные 
факторы определяют угрозу возникновения панде-
мии нового особо опасного респираторного заболе-
вания.

В июне 2012 г. от пациента, 60-летнего гражда-
нина Саудовской Аравии, который позже скончался, 
был выделен возбудитель этой инфекции, геном ко-
торого полностью секвенировали [3, 19]. Геном со-
держит 30119 нуклеотидов, из которых формируется 
10 открытых рамок трансляции. Были выявлены ва-
риации в позиции 11623 (U или G), предполагая, что 
это может быть либо валин (кодон GUC), либо гли-
цин (кодон GGC). Валиновый кодон может быть из-
быточным в этой позиции у возбудителя БВРС, хотя 
он присутствует в большинстве других бетакорона-
вирусов. В позиции 27162 могут быть либо G, либо 
A. Эта замена G на A вводит преждевременный stop 
кодон (UGG на UAG). У данного вируса 5’ и 3’ части 
гена N (нуклеопротеин) белка усечены по сравнению 
с другими бетакоронавирусами. Основные различия 
в геноме коронавирусов, представляющих одну и ту 
же монотипичную линию, наблюдаются в пределах 
открытой рамки трансляции (о.р.т.), расположенной 
около 3’-конца генома РНК. В целом же геном ново-
го коронавируса очень напоминает геномы осталь-
ных коронавирусов, особенно HCoV-HKU4 и HCoV-
HKU5. Генетическое разнообразие коронавирусов 
обеспечивается высокой частотой рекомбинации РНК 
и способностью больших геномов получать и терять 
домены [6, 12, 16]. Несмотря на выявленные отличия 
в геноме этого вируса, нет доказательств, что именно 
они определяют его высокую вирулентность.

Эксперты ВОЗ на своем заседании от 28 ноября 
2012 г. утвердили в качестве обязательных требо-
ваний использование для диагностики возбудителя 
БВРС двух методов, из которых ПЦР является обя-
зательным [15].

В качестве первого этапа выявления РНК возбу-
дителя в настоящее время рекомендована постановка 
обратно транскриптазной ПЦР в реальном времени 
(ОТ-ПЦР-РВ) с праймерами, фланкирующими уча-
сток генома выше Е гена [4]. Для подтверждения пер-
вичных результатов рекомендуется вторая ОТ-ПЦР-
РВ для альтернативной мишени в пределах вирусно-
го генома, а также секвенирование, по крайней мере, 
одного из вирусных генов и дальнейшего сравнения 
этой последовательности с последовательностями 
нового коронавируса (MERS-CoV), депонированны-
ми в GenBank.

Эти требования основываются на работе 
V.M.Corman и соавт. [5], в которой изложены резуль-
таты двух ОТ-ПЦР-РВ. Первая реакция в качестве 
мишени использовала область выше Е гена (upЕ ис-
следование). Для подтверждения этого результата 
использовалась вторая ОТ-ПЦР-РВ с праймерами на 
открытую рамку трансляции 1в (о.р.т. 1в исследова-
ние). Последовательности праймеров и зонда указа-

ны в табл. 1. Последовательности этих праймеров не 
перекрывались с таковыми, использованными ранее 
для выявления РНК других коронавирусов. При этом 
условия проведения обоих ОТ-ПЦР-РВ были одина-
ковы [7, 8, 17].

Для определения чувствительности использо-
вались разведения вируса от 0,01 до 0,1 ЦПД50 на 
реакцию. Более детальная оценка чувствительности 
проводилась с точными количествами in vitro транс-
крибированной РНК, представляющей собой полу-
ченные авторами ПЦР-фрагменты, перекрывающие 
области ампликонов из обоих опытов [5].

В результате исследований установлено, что 
чувствительность в upE исследовании составляет 3,4 
копии РНК на реакцию (95 % доверительный интер-
вал) или 291 копия на мл пробы, а в о.р.т. 1в – зна-
чительно ниже (64 копии РНК на реакцию при 95 % 
доверительном интервале).

Определение специфичности выполнялось с 
использованием культур таких известных респира-
торных вирусов как вирусы парагриппа типов 1–4, 
респираторно-синцитиального вируса, человече-
ского метапневмовируса, человеческих парехави-
русов 1 и 3 типов, вируса гриппа А (H1N1, H3N2), 
вируса гриппа В, риновируса, энтеровируса, адено-
вируса и коронавирусов: HCoV-NL63, HCoV-OC43, 
HCoV229E, HCoV-HKU1. Ни в одной из ОТ-ПЦР-РВ 
положительных результатов не зафиксировано, при 
этом коронавирус HCoV229E использовался в ко-
личестве 3·109 РНК копий/мл, HCoV-NL63 – 4·1010, 
HCoV-OC43 – 3·1010, SARS-CoV – 5·1010. В общем, ни 
в одной из 92 клинических проб, содержащих респи-
раторные вирусы, не зарегистрировано накопления 
специфического ампликона, в отличие от положи-
тельных контролей. Авторами сделано заключение, 
что эти результаты могут быть свободно применимы 
для исследования клинических проб. В обоих опы-
тах получены специфические продукты амплифика-
ции, причем upE исследования более чувствительны, 
чем о.р.т. 1в. Следовательно, авторы этого сообще-
ния считают [5], что, если в клинической лаборато-
рии будут получены положительные результаты в 
upE исследовании, то для их подтверждения можно 
использовать о.р.т. 1в исследование, причем авторы 
обеспечат in vitro транскрибированными РНК в каче-
стве положительных контролей upE исследования.

В дальнейшем, учитывая, что первым шагом 
диагностики должно быть upE исследование, а вто-
рым – ОТ-ПЦР-РВ с праймерами на другой, не пе-
рекрывающийся с Е геном фрагмент, эта же группа 
авторов предложила в качестве мишени для второй 
подтверждающей реакции использовать о.р.т. 1а 
[4], что, возможно, было обусловлено низкой чув-
ствительностью о.р.т.1в подтверждающей реакции. 
Используемые при постановке ОТ-ПЦР-РВ после-
довательности праймеров и зондов представлены в 
табл. 1.

Результаты исследования о.р.т. 1а установили, 
что чувствительность этой реакции составляла 4,1 
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РНК копии на реакционную пробу, т.е. равнялась та-
ковой для upE исследования. Для подтверждения бо-
лее высокой чувствительности о.р.т. 1а исследования 
были поставлены параллельные реакции с бронхо-
альвеолярными пробами от больного, находившегося 
в Эссен (Германия). Эти пробы имели очень низкую 
концентрацию РНК – около 360 копий/мл, что опре-
делено в upE исследовании. В о.р.т. 1а исследовании 
так же были получены положительные результаты, а в 
о.р.т. 1в – нет. Факт более высокой чувствительности 
о.р.т. 1а исследования особенно важен при диагности-
ке клинических проб с небольшим количеством ви-
руса, т.е. на очень ранней или очень поздней стадии 
заболевания.

Специфичность реакции оценивалась на 42 кли-
нических пробах параллельно с пробами, содержа-
щими другие коронавирусы: HCoV-OC43 (1·108 РНК 
копии/мл), HCoV-229E (3·109), HCoV-NL63 (4·109) и 
ТОРС (5·1010), а также человеческий риновирус, эн-
теровирус, вирус ЕСНО, человеческий метапневмо-
вирус, респираторно-синцитиальный вирус, вирус 
парагриппа 1–4 типов, вирус гриппа 1 и 2 типов, аде-
новирус. Положительные результаты получены толь-
ко для MERS-CoV.

Учитывая требования ВОЗ, что помимо поста-
новки двух ОТ-ПЦР-РВ, необходимо секвенировать 
хотя бы один ген нового коронавируса и сравнить 
его последовательность с таковой, депонированной в 

GenBank, были секвенированы два ампликона, полу-
ченные в ОТ-ПЦР. Один из них – это RdRp ген (РНК-
зависимая РНК-полимераза), наиболее консерватив-
ный ген в геноме HCoV (рисунок) бетакоронавируса 
линии С – вируса летучих мышей. Однако праймеры 
для него находятся в высококонсервативной области 
и перекрестно реагируют с другими коронавирусами, 
такими как HCoV-OC43, HCoV-NKU1, HCoV-NL63, 
HCoV-229E и ТОРС. Последовательность этого гена 
(RdRpSeq) также используется для типирования ко-
ронавирусов [2, 17].

Второй ампликон – высокоспецифический фраг-
мент в пределах N нуклеокапсидного гена (NSeq), 
выбранный из-за наличия в нем 6 нуклеотидной де-
леции, которая определена в пробах от пациентов в 
Лондоне и Эссексе. Хотя еще рано делать какие-то 
выводы о вирусном разнообразии, связанным с этим 
отличием. В дальнейшем будет интересно секвени-
ровать и сравнить NSeq фрагмент большого числа 
вирусов с целью классификации штаммов.

Ампликоны для секвенирования RdRp и N ге-
нов получены в ОТ-РЦР с помощью специфических 
праймеров. В табл. 2 представлены последователь-
ности праймеров и условия ОТ-ПЦР для амплифи-
кации RdRpSeq и NSeq фрагментов. Используемые 
реактивы те же, что и в предыдущих реакциях. Если 
в первом раунде реакций не наблюдалось видимых 
ампликонов, то ставили второй раунд (полугнездо-

Таблица 1

Специфические компоненты и условия постановки ОТ-ПЦР-РВ для выявления РНК БВРС

Ген-мишень
Компоненты реакции

Условия постановки реакции
Компонент Структура компонента

Область генома 
выше гена  
белка Е (upE)

Прямой праймер GCAACGCGCGATTCAGTT
Обратный праймер GCCTCTACACGGGACCCATA

Зонд (6-карбоксифлуоресцеин-[FAM])-
CTCTTCACATTATCGCCCCGAGCTCG-6-карбокси-N,N,N,N-

тетраметилродамин [TAMRA])

О.Р.Т. 1в Прямой праймер TTCGATGTTGAGGGTGCTCAT 55 °С – 20 мин
Обратный праймер TCACACCAGTTGAAAATCCTAATTG 95 °С – 3 мин
Зонд (6-карбоксифлуоресцеин- [FAM])-

CCCGTAATGCATGTGGCACCAATGT-6-карбокси N,N,N,N-
тетраметилродамин [TAMRA])

95 °С – 15 с
58 °С – 30 с } 45 циклов

О.Р.Т. 1а Прямой праймер CCACTACTCCCATTTCGTCAG
Обратный праймер CAGTATGTGTAGTGCGCFTFTAAGCA

Зонд (6-карбоксифлуоросцеин-(FAM)-TTGCAAATTGGCTTGCCCCCACT-6-
карбокси-N,N,N,N-тетраметилродамин (TAMRA))

Гены-мишени для диагностики нового человеческого коронавируса (MERS-CoV):
Праймеры представлены стрелками. Получаемые ампликоны – линии между праймерами. Цифры ниже ампликонов указывают их позиции на геноме 
MERS-CoV. RdRpSeq – ампликон, полученный полугнездовой ОТ-ПЦР и используемый для секвенирования (мишень RdRp ген). NSeq – ампликон для 
секвенирования, полученный тем же методом (мишень N ген) в работе [5, 6]. S – ген, кодирующий вирусные шипики, E – ген белка оболочки, М – ген 
мембранного белка, N – ген нуклеокапсидного белка, Orf – открытая рамка трансляции, RdRp – РНК-зависимая РНК-полимераза [19]
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вая ПЦР). Последовательность прямого праймера 
для RdRpSeq фрагмента во втором раунде та же, что 
и в первом. Последовательность обратного праймера 
для NSeq фрагмента во второй реакции та же, что и 
в первой [4].

Результаты секвенирования генов, амплифици-
рованных с праймерами, представленными в табл. 2, 
подтверждают принадлежность возбудителя БВРС к 
бетакоронавирусам линии С.

Согласно рекомендациям ВОЗ при диагностике 
этого вируса необходимо придерживаться двух раз-
личных методов. При диагностике опасных и особо 
опасных заболеваний человека чаще всего используют 
ПЦР в различных модификациях и ИФА. Последний 
метод (выявление специфических антител возбудите-
ля) получил наибольшее распространение из имму-
нохимических методов. С помощью ИФА возможна 
идентификация вируса, однако по чувствительности 
он уступает ПЦР. Кроме того, высока вероятность 
ложноположительных результатов из-за перекрестной 
реактивности с четырьмя другими патогенными для 
человека коронавирусами [15]. Поэтому ИФА приме-
няется, в основном, для серологической диагностики, 
причем антитела к возбудителю БВРС определяются, 
когда вирус еще есть в организме человека, и наблю-
даются симптомы болезни [4]. Этот метод незаменим 
для определения иммунного статуса на поздней ста-
дии заболевания, когда вирус уже элиминировался из 
организма, и постановка диагноза перенесенного за-
болевания возможна только по наличию вирусоспеци-
фических антител.

Таким образом, методы диагностики новой ко-
ронавирусной инфекции – БВРС, позволяют выяв-
лять его геномную РНК на всех стадиях инфекции. 
Согласно рекомендациям ВОЗ, на первом этапе в обя-
зательном порядке применяется ОТ-ПЦР-РВ с прай-
мерами, рассчитанными только для данного вируса, 
на область генома выше Е гена. Для подтверждения 
этого результата применяется вторая ОТ-ПЦР-РВ 
с праймерами на о.р.т. 1а. Эти две реакции опреде-

ляют видовую принадлежность возбудителя БВРС. 
Обе реакции специфичны и высокочувствительны. 
Для подтверждения принадлежности БВРС к бета-
коронавирусам линии С летучих мышей необходимо 
секвенировать хотя бы один из консервативных ге-
нов и сравнить его последовательность с таковой, де-
понированной в GenBank. Метод ИФА применяется 
ретроспективно с целью определения наличия виру-
соспецифических антител у реконвалесцентов.
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