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А ННОТА Ц И Я
Экспресс-обнаружение вирусов, в частности норовируса (NoV) и вируса гепатита А (HAV), становится важнейшей за‑
дачей контроля безопасности пищевых продуктов. В данном исследовании были рассмотрены различные подходы 
к извлечению вирусных частиц и способы выделения РНК из пищевых матриц с целью оценки эффективности экс‑
тракции менговируса. Эффективность экстракции менговируса из малины составила 14,26%, из устриц — 7,99%, из 
свиной печени — 8,33%. Была проведена оценка экстракции РНК различными методами. Наибольшая эффективность 
экстракции менговируса из свиной печени наблюдалась при выделении РНК с  помощью полуавтоматической си‑
стемы eGene up и составила 19,37%. Наименьшая эффективность экстракции была достигнута при выделении РНК 
ручным способом — 5,31%. При экстракции РНК из устриц максимальная эффективность обеспечивалась с помощью 
станции для выделения НК AutoPure и набора NucliSENS — 33,35%, а минимальная эффективность наблюдалась при 
использовании системы eGene up и составила 9,78%. Проведенный мониторинг пищевых продуктов показал, что на‑
ибольшая встречаемость норовируса GII была зафиксирована в  образцах устриц и  составила 9,6% от исследуемых 
образцов; на втором месте находилась клубника, где встречаемость норовируса GII составила 6,8%. В образцах мали‑
ны норовирус GII обнаружен не был.
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A BST R ACT
Express detection of viruses, in particular, norovirus (NoV) and hepatitis A virus (HAV), is becoming an extremely important 
task for food safety control. This study examines various approaches to recovery of viral particles and methods for RNA ex‑
traction from food matrices to assess mengovirus extraction efficiency. Efficiency of mengovirus extraction from raspberry 
was 14.26%, from oysters 7.99%, from pork liver 8.33%. Assessment of RNA extraction by various methods was carried out. 
The highest efficiency of mengovirus extraction from pork liver (19.37%) was observed when RNA was extracted using the 
eGene-up semi-automatic system. The lowest extraction efficiency (5.31%) was achieved upon manual RNA extraction. When 
RNA was extracted from oysters, the maximum efficiency (33.35%) was ensured by the AutoPure nucleic acid extraction sta‑
tion and NucliSens kit, while the minimum efficiency (9.78%) was observed when using the eGene-up system. The performed 
monitoring of food products showed that the highest occurrence of norovirus GII was recorded in oyster samples (9.6% of 
tested samples); the second place was occupied by strawberry, where occurrence of norovirus GII was 6.8%. In the raspberry 
samples, norovirus GII was not detected.

1.	 Введение
Долгое время основное внимание в области микробиологическо‑

го контроля продуктов питания уделялось только бактериальным 
патогенам, в то время как вирусные возбудители заболеваний вы‑
зывали меньший интерес [1,2]. Причиной тому являлась не только 
сложность обнаружения вирусов, но и тот факт, что присутствие ви‑
русов в пищевых продуктах обычно не связано с изменениями орга‑
нолептических или сенсорных свойств продукта [3,4]. Меры, приме‑
няемые при микробиологическом контроле, не эффективны в случае 
вирусного заражения. В последнее время в мире растет обеспокоен‑
ность гигиенистов в  связи с  увеличением случаев пищевых отрав‑
лений, связанных с  норовирусом (NoV) и  гепатитом А  (HAV), рас‑
пространяющимися через загрязненную воду, моллюсков, овощи 

и  мягкие фрукты [5,6,7]. Как показал опыт пандемии ковид‑19, не 
стоит исключать риска передачи через продукты питания даже тех 
вирусов, которые передаются от человека к человеку [8,9]. Предпола‑
гается, что постепенно вирусы могут стать основными возбудителя‑
ми пищевых инфекций во всем мире [10]. В этой связи обнаружение 
вирусов в пищевых матрицах имеет важнейшее значение при изуче‑
нии вспышек инфекций, переносимых через продукты питания.

Весь процесс идентификации пищевых вирусов в основном состо‑
ит из трех этапов. На первом этапе вирусные частицы отделяют и при 
необходимости концентрируют до необходимого объема. Затем про‑
водят выделение генетического материала (РНК), за которым может 
следовать дополнительная очистка нуклеиновой кислоты. Заключи‑
тельным этапом является молекулярное обнаружение генетического 
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материала вирусов. В некоторых случаях выделение генетического ма‑
териала может быть выполнено непосредственно из пищевой матри‑
цы, при этом первая стадия разделения и концентрации опускается.

Получение ложноотрицательных и ложноположительных образ‑
цов может представлять собой проблему выявления вирусов. Боль‑
шинство ложноотрицательных результатов является последствием 
неэффективного выделения вируса/нуклеиновых кислот из анали‑
зируемых матриц или ингибирования обратной транскрипции (ОТ), 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) и молекулярных методов в це‑
лом. Большинство ложноположительных результатов обусловлены 
перекрестным загрязнением, которое может произойти почти на 
любом этапе аналитической процедуры. Соответствующая система 
положительного и отрицательного контроля всей процедуры может 
обеспечить подходящее решение и поэтому должна быть использо‑
вана при исследовании [11].

Первый этап аналитической процедуры обычно состоит из отделе‑
ния вирусных частиц от матрицы и их концентрации. Это критический 
момент в  большинстве протоколов по выявлению вирусных частиц 
в продуктах питания. Методы экстракции вирусов, как правило, могут 
быть классифицированы в соответствии с исследуемой матрицей. Их 
можно разделить на подходы, применимые к продуктам углеводной 
природы, которые содержат большое количество воды (в  основном 
фрукты и овощи), и на подходы, подходящие для продуктов с высоким 
содержанием жира и белка (например, мясо и мясные продукты. От‑
дельная категория методов — это методы для контроля вирусов в мол‑
люсках, которые представляют собой довольно специфическую матри‑
цу из-за их способности концентрировать вирусные частицы.

Экстракция вирусов из ягод (малина, клубника и  др.) является 
сложной задачей главным образом из-за их хрупкой текстуры и раз‑
личных веществ в  ягодном соке, которые препятствуют обнаруже‑
нию вируса с  помощью ПЦР с  обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
[12]. Фенолы и полифенолы (например, антоциан, флавонол, эллаги‑
таннин, проантоцианидин, фенольные кислоты, дубильная кислота) 
могут связывать нуклеиновые кислоты (НК), тем самым ингибиро‑
вать реакцию ОТ-ПЦР. Кроме того, первичная клеточная стенка ра‑
стений содержит структурный гетерополисахарид, пектин, который 
также ингибирует реакции ОТ-ПЦР [13]. Ингибиторы в  сочетании 
с  низкой эффективностью элюирования вируса из ягод часто сни‑
жают чувствительность обнаружения и  могут привести к  ложноо‑
трицательным результатам [14]. В связи с этим важно использовать 
подходы, позволяющие минимизировать влияние ингибиторов, со‑
держащихся в ягодах.

Свиная печень и продукты из свиной печени являются наиболее 
частыми источниками гепатита Е (HEV).

У свиней это заболевание передается в основном фекально-ораль‑
ным путем. Они начинают выделять вирус с фекалиями в течение двух 
месяцев [15]. Инфицированные свиньи обычно не проявляют каких-
либо явных клинических симптомов, хотя в некоторых случаях у них 
может развиться острый самоограничивающийся гепатит легкой 
и средней степени тяжести [16]. Как следствие, свиньи, инфицирован‑
ные HEV, поступают на бойню как здоровые животные, и, следователь‑
но, их ткани и мясо могут представлять опасность для потребителей.

Большинство вирусов пищевого происхождения трудно или не‑
возможно культивировать [17]. Для их обнаружения в образцах пи‑
щевых продуктов и окружающей среды используются чувствитель‑
ные молекулярные методы. Сегодня ОТ-ПЦР широко применяется 
для обнаружения вирусов, поскольку она чувствительна, специфич‑
на, быстра и может предоставлять количественные данные. Тем не 
менее эффективность молекулярных методов сильно варьируется. 
Проблемы возникают в  связи с  различным матричным составом, 
с  высокой вариабельностью последовательности вирусов и  с  нали‑
чием ингибиторов. При выборе подходящего метода необходимо 
учитывать характеристики как конкретной специфической матри‑
цы, в которой выполняется обнаружение, так и потенциально при‑
сутствующих вирусных агентов [18].

Учитывая вышеописанную проблематику, цель работы состояла 
в  оценке эффективности экстрагирования вирусных частиц из пи‑
щевых матриц и выделения РНК с использованием различных под‑
ходов, а также в предварительной оценке распространенности виру‑
сов в пищевых продуктах российского производства.

2.	 Объекты и методы
2.1. Объекты исследования

В  качестве объектов исследования были взяты образцы мали‑
ны, клубники, устриц и свиной печени. Образцы малины, клубники 
и свиной печени (в потребительской упаковке массой от 0,5 до 1,0 кг) 
были получены в точках розничной торговли Москвы и Московской 

области. Устрицы были выращены в  Приморском крае, Южно-
Сахалинске, Владивостоке, Республике Крым и  доставлены на ис‑
следования в вакуумных упаковках по 15–20 штук. Для оценки эф‑
фективности подходов по извлечению целевых вирусов из образцов 
и эффективности выделения РНК был взят менговирус, штамм VMC0 
(Mengovirus Extraction Control kit KMG, bioMérieux, Франция) (далее — 
контрольный вирус). Этот вирус обладает структурными, физико-
химическими и  другими аналогичными свойствами большинства 
кишечных вирусов, что делает его современной морфологической, 
физико-химической и генетической моделью для мониторинга ви‑
русов [18,19].

2.2. Подготовка реактивов
Реактивы, использованные в  работе, приведены в  Таблице 1 

и описаны ниже.

Таблица 1. Реактивы, используемые в работе
Table 1. Reagents used in the work

№  Наименование 
реактива

Составные компо-
ненты

Производитель, 
страна

1 5 × 
полиэтиленгликоль/
хлорид натрия  
(PEG/NaCl)

Полиэтиленгликоль
(PEG) 8 000

Sigma-Aldrich,
Швейцария

Хлорид натрия (NaCl) ООО «МЗХР», Россия

2 Хлороформа/бутанола Хлороформ Scharlab, Испания

n-Бутанол neoFroxx, Германия

3 Буфер Трис/глицин/
говяжий экстракт 
(TGBE)

Трис основа
[tris(hydroxymethyl) 
aminomethane]

neoFroxx, Германия

Глицин neoFroxx, Германия

Порошок экстракта 
говядины

Becton, Dickinson, 
Франция

4 Буфер Трис/ЭДТА (TE) Трис раствор  
(1 моль/л)

neoFroxx, Германия

ЭДТА раствор  
(0,5 моль/л)

neoFroxx, Германия

2.2.1. Раствор 5 × полиэтиленгликоль/хлорид натрия (PEG/NaCl)
В 450 мл воды растворяли 500 г полиэтиленгликоля и 87 г хлори‑

да натрия. Объем доводили до 1000 ± 10 мл воды и хорошо переме‑
шивали. Полученный раствор стерилизовали в автоклаве при 120 °C 
в течение 15 минут.

2.2.2. Смесь хлороформа/бутанола
В  лабораторной посуде смешивали 10 мл хлороформ и  10 мл 

n-Бутанол. Полученную смесь хранили в темном месте в бутылках из 
темного стекла.

2.2.3. Буфер Трис/глицин/говяжий экстракт (TGBE)
В 800 мл воды растворяли 12,1 г основы Трис [tris(hydroxymethyl) 

aminomethane], 3,8  г глицина, 10,0  г порошка экстракта говядины, 
при необходимости поднимали уровень рН до 9,5 ± 0,2 при 25 °C. 
Общий объем доводили до 1000 ± 10 мл воды и  хорошо перемеши‑
вали. Полученный буфер стерилизовали в автоклаве (СПВА‑75-1-нн, 
«Транс Сигнал», Россия) при 120 °C в течение 15 минут. Стерильный 
буфер хранили при температуре 5 ± 1 °C.

2.2.4. Буфер Трис/ЭДТА (TE) (10 ммоль/л Трис, 1 ммоль/л ЭДТА)
Для получения буфера TE, содержащего 10  ммоль/л Трис 

и  1  ммоль/л ЭДТА, смешивали 1000 мкл раствора Трис (1 моль/л) 
и раствора ЭДТА (0,5 моль/л). Буфер хранили при 5 °C.

2.3. Экстракция вируса
2.3.1. Экстракция вируса из ягод

25,0 г образца переносили в отделение для образцов сетчатого 
фильтровального пакета емкостью 400 мл. Затем к образцу добав‑
ляли 10 мкл контрольного вируса и инкубировали при комнатной 
температуре в  течение 10 мин. По завершении инкубирования 
в образец вносили 40 мл TGBE. Далее добавляли к образцам не ме‑
нее 30 Ед пектиназы из Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Швейцария). 
Образцы инкубировали на шейкере Multi Bio 3D (Biosan, Латвия) 
при комнатной температуре и 60 об/мин в течение 20 мин. Во вре‑
мя инкубирования образцов ягод тест-полосками (Merk, Германия) 
измеряли рН экстракта каждые 10 мин. При снижении уровня рН 
ниже 9,0 смесь подщелачивали до 9,5 ± 0,5 с использованием водно‑
го раствора NaOH (≥ 10 моль/л) (Millipore, Sigma-Aldrich, Германия) 
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и инкубировали еще 10 мин. Затем pH измеряли еще раз, при не‑
обходимости подщелачивали смесь и продолжали инкубирование. 
Экстракт из отделения для отфильтрованного материала переноси‑
ли в центрифужные пробирки объемом 50 мл. Экстракт центрифу‑
гировали при 10 000 об/мин при температуре 5 °C в течение 15 мин 
в центрифуге Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Германия). Супернатант 
переносили в  отдельные чистые фальконы и  доводили pH до 7,0 
с использованием водного раствора HCl (≥ 5 N) (Charlab, Испания). 
К полученному экстракту добавляли ¼ объема супернатанта PEG/
NaCl 5X для получения конечной концентрации 1X (100 г/л PEG 
и  0,3 М NaCl). Смесь гомогенизировали встряхиванием в  течение 
60 с  и  инкубировали в  шейкере Multi Bio 3D (Biosan, Латвия) при 
60  об/мин и  5 °C в течение 60 мин. По окончании инкубирования 
смесь центрифугировали при 10 000 об/мин и температуре 4–5 °C 
в  течение 30 мин. Затем удаляли осадок и  проводили повторное 
центрифугирование при 10 000 об/мин и температуре 4–5 °C в тече‑
ние 5 мин для уплотнения. Супернатант удаляли, а осадок ресуспен‑
дировали в  500 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS, AppliChem, 
Германия) если объем осадка оказывался значительным, применя‑
лось до 1000 мкл фосфатно-солевого буфера. Полученный раствор 
переносили в центрифужную пробирку объемом 1,5 мл, добавляли 
500 мкл смеси хлороформ/бутанол (1:1), интенсивно встряхивали 
и инкубировали в течение 5 мин при комнатной температуре. За‑
тем образец центрифугировали при 10 000 об/мин и 4–5 °C в тече‑
ние 15 мин и переносили водную фазу (400–500 мкл) в чистую про‑
бирку. Полученный экстракт сразу же подвергали экстрагированию 
вирусной РНК.

2.3.2. Экстракция вируса из двустворчатых моллюсков
Для анализа отбирали не менее 10 моллюсков. Панцирь от‑

крывали стерильным ножом. Пищеварительные железы вырезали 
с использованием ножниц и пинцетов, и переносили в стерильные 
чашки Петри. Общая масса желез для исследования составляла 
не менее 2 г. Пищеварительные железы измельчали скальпелем 
до пастообразной консистенции. Затем 2  г полученного образца 
переносили в  центрифужную пробирку объемом 50 мл. Пищева‑
рительные железы сразу же подвергали экстракции вируса. В ка‑
ждую пробирку с  образцом вносили 10 мкл контрольного вируса 
процесса и 2 мл раствора протеиназы К (neoFroxx, Германия), пе‑
ремешивали и  инкубировали в  шейкере (320 оборотов/мин) при 
37 °C в течение 60 мин. По окончании лизиса проводили повтор‑
ное инкубирование при 60 °C в течение 15 мин, поместив пробир‑
ку в водяную баню WB‑4MS (BioSan, Латвия). Полученный раствор 
центрифугировали на центрифуге Eppendorf MiniSpin, (Eppendorf, 
Германия) при 3 000 об/мин и  комнатной температуре в течение 
5 мин. Супернатант переносили в  чистую пробирку и  измеряли 
его объем. Объем полученного раствора записывали. Полученный 
экстракт незамедлительно подвергали экстрагированию вирусной 
РНК.

2.3.3. Экстракция вируса из свиной печени
Образец свиной печени массой 100 мг вносили в пробирки с ке‑

рамическими шариками (Bertin Technologies, Франция), добавля‑
ли 1 мл тризола (Invitrogen, США) и  10 ± 0,5 мкл вируса для контр‑
оля процесса. Пробирку помещали в  гомогенизатор Minilys (Bertin 
Technologies, Франция) при 5000 об/мин на 3 минуты.

После деструкции образцов тризолом в  пробирки вносили 
200  мкл хлороформа (Scharlab, Испания). Затем незамедлительно 
перемешивали на вортексе MSV‑3500 (Biosan, Латвия) и  оставляли 
на 5 минут при комнатной температуре. По истечении времени цен‑
трифугировали при 13,5 тыс. оборотов в минуту в течение 10 минут. 
Надосадочную жидкость отбирали в отдельные пробирки. Получен‑
ный экстракт подвергали экстрагированию вирусной РНК.

2.4. Экстракция РНК
Из образцов двустворчатых моллюсков экстрагировали РНК из 

500 мкл полученного образца, во всех остальных случаях использо‑
вали всю экстрагированную жидкость.

Для каждой партии тестируемых образцов был включен отрица‑
тельный контроль экстракции РНК.

Для оценки эффективности экстракции РНК и с целью создания 
стандартной кривой для определения эффективности экстракции 
вируса для каждой партии исследуемых образцов было дополни‑
тельно взято 10 мкл контрольного вируса известной концентрации 
и добавлено 490 ± 10 мкл воды для молекулярных исследований. Так‑
же была проведена экстракция РНК, которая выполнялась тремя раз‑
личными методами, описанными ниже.

2.4.1. Экстракция РНК с помощью реагентов NucliSENS  
ручным методом

Для экстракции РНК добавляли 2 мл буфера для лизиса NucliSENS 
(bioMérieux, Франция) в пробирку и кратковременно перемешивали 
встряхиванием, затем инкубировали 10 мин при комнатной темпе‑
ратуре. Добавляли 50 мкл предварительно перемешанного раствора 
магнитного диоксида кремния в пробирку, кратковременно переме‑
шивали встряхиванием и инкубировали 10 мин при комнатной тем‑
пературе. Затем центрифугировали в течение 120 с при 1 500 об/мин 
или давали оксиду кремния отстояться с помощью магнитного шта‑
тива и осторожно удаляли супернатант. Убирали пробирки с магнит‑
ного штатива и добавляли 400 мкл буфера NucliSENS1 для экстрак‑
ции, осадок ресуспендировали встряхиванием, стараясь избежать 
пенообразования. Пробирки с образцами помещали на магнитный 
штатив, затем ожидали полного оседания магнитных частиц и  ак‑
куратно удаляли супернатант. Этап очистки буфером NucliSENS1 
для экстракции повторяли. Супернатант полностью удаляли. Про‑
бирки снимали с  магнитного штатива, добавляли 500 мкл буфера 
NucliSENS2 для экстракции и  интенсивно встряхивали в  течение 
30 с. Затем давали оксиду кремния осесть с  помощью магнитного 
штатива и  аккуратно удаляли супернатант. Этап очистки буфером 
NucliSENS2 для экстракции повторяли еще раз. Супернатант полно‑
стью удаляли. Пробирки снимали с магнитного штатива и добавляли 
500 мкл буфера NucliSENS3 для экстракции. Осадок ресуспендирова‑
ли встряхиванием, стараясь избежать пенообразования. Пробирки 
с образцами помещали на магнитный штатив и давали осесть маг‑
нитным частицам, затем аккуратно удаляли супернатант. Пробирки 
убирали с магнитного штатива и вносили 100 мкл буфера NucliSENS3 
для экстракции, предварительно нагретого до 60 °C. Образцы пере‑
мешивали 4–5 раз путем встряхивания. Полученные пробирки ста‑
вили на шейкер при 60 °C на 5 минут. По истечении времени инкуби‑
рования пробирки помещали на магнитный штатив, всю жидкость 
переносили в чистые пробирки. Полученную РНК использовали для 
проведения ПЦР.

Экстрагированную РНК использовали сразу же или хранили при 
5 °C максимально 24 ч, при — 15 C или ниже — до 6 мес.

2.4.2. Экстракцию РНК с  помощью полуавтоматической системы 
eGene up (bioMérieux, Франция) и  с  помощью наборов лабора‑
торных реагентов для выделения РНК innuPREP RNA MiniKit 2.0 
(AnalytikJena, Германия) проводили согласно инструкции произ‑
водителя.

2.4.3. Экстракция РНК с помощью автоматической станции 
выделения РНК Auto-Pure 96.

Для экстракции РНК добавляли 2 мл буфера для лизиса NucliSENS 
в пробирку и кратковременно перемешивали встряхиванием, затем 
инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Далее вносили 
50 мкл предварительно перемешанного раствора магнитного диок‑
сида кремния в пробирку, кратковременно перемешивали встряхи‑
ванием и инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Затем 
центрифугировали в течение 120 с  при 1 500 об/мин в  центрифуге 
Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Германия) и добавляли по 2 мл в чистую 
плашку. В  каждую плашку для каждого образца вносили по одной 
лунке буфера NucliSENS1 объемом 400 мкл для экстракции. Также 
во все плашки для всех образцов вливали по одной лунке буфера 
NucliSENS2 объемом 500 мкл для экстракции. Добавляли 500 мкл бу‑
фера NucliSENS3 в одну плашку. Также в отдельную чистую плашку 
вносили 100 мкл буфера NucliSENS3. Далее следовали инструкции 
производителя.

2.4.4. ОТ-ПЦР в реальном времени
Для идентификации вирусных геномов использовали одноэтап‑

ную ОТ-ПЦР на приборе Gene up (bioMérieux, Франция) в  режиме 
реального времени с  гидролизуемыми зондами. Для определения 
норовируса применяли набор для обнаружения норовируса геног‑
руппы II (NoVGII) (bioMérieux, Франция); для выявления вируса гепа‑
тита Е использовали набор для обнаружения вируса гепатита Е (HEV) 
(bioMérieux, Франция); для определения менговируса использовали 
набор для обнаружения менговируса (bioMérieux, Франция). Каждая 
постановка ПЦР включала положительный и отрицательный контр‑
оли, входящие в состав наборов.

2.5. Интерпретация результатов
Сигнал флуоресценции для внутреннего контроля исследуемого 

образца считывался по каналу VIC, а  сигнал для обнаружения РНК 
вируса для контроля процесса, положительного и  отрицательного 
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контролей ПЦР, а также РНК искомых вирусов определялся по кана‑
лу FAM. Значение порогового цикла (Ct) меньше 40 циклов считалось 
положительным результатом.

Для оценки параметров качества проведенных исследований 
строили калибровочный график. Для этого использовали резуль‑
таты ПЦР для серий разведений РНК контрольного вируса. По‑
строение калибровочного графика и  оценку его параметров про‑
водили с  помощью программного обеспечения прибора Gene up 
(bioMérieux, Франция). С  целью определения силы взаимосвязи 
между переменными (степени прямолинейности) использовали 
коэффициент корреляции Пирсона (r2), за допустимые значения 
которого принимали значения от 0,98 и выше. В качестве другого 
параметра оценки калибровочного графика использовали значе‑
ние наклона кривой (m), показатели которого должны находиться 
в пределах от — 3,1 до — 3,6, что соответствует эффективности ам‑
плификации от 90% до 110%.

Эффективность экстракции вируса считали успешной при его 
экстракции более 1%. Экстракцию контрольного вируса (р,%) в об‑
щем случае рассчитывали по формуле:
	 р = 10 (ΔCt/m) × 100,
где ΔCt — разность пороговых циклов амплификаций (Ct) исследуемой 

и неразведенной концентрации РНК контрольного вируса;
	 m — наклон калибровочного графика РНК контрольного вируса.

В случаях, когда пищевой матрицей были образцы устриц, окон‑
чательный расчет эффективности экстракции вируса проводили сле‑
дующим образом:
	 Е = (p/0,5) × v,
где p — экстракция контрольного вируса;
	 v — общий измеренный объем супернатанта в мл.

2.6. Статистическая обработка
Данные были выражены как среднее значение ± стандартное от‑

клонение. При оценке эффективности экстрагирования вирусов экс‑
перимент проводили в трех повторах. Анализ значимости получен‑
ных результатов проводили с использованием критерия хи-квадрат 
Пирсона. Различия считались значимыми при уровне достоверности 
p < 0,05. Для статистической обработки данных применяли про‑
граммное обеспечение STATISTICA 12.0.

3.	 Результаты и обсуждение
3.1. Оценка эффективности экстрагирования вирусов и способов 

выделения РНК
Оценку эффективности экстрагирования вирусов при использо‑

вании ручного, полуавтоматического и  автоматического способов 
выделения РНК начинали с  построения калибровочных графиков. 
С  этой целью были получены значения порогового цикла ампли‑
фикаций (Ct) для серии концентраций контрольного вируса (Табли‑
ца  2). Также были построены калибровочные графики для расчета 
параметров прямой (Рисунок 1), соответствующие трем способам 
выделения РНК.

Таблица 2. Пороговый цикл амплификации (Ct) менговируса 
в зависимости от способа выделения РНК

Table 2. Threshold cycle (Ct) of amplification of mengovirus depending 
on the method for RNA extraction

Объекты

Значение Ct

Ручной способ 
с набором 

innuPREP RNA 
MiniKit 2.0 (а)

Станция 
AutoPure 
и набор 

NucliSENS (б)
eGene up (в)

Менговирус 100% 25,15 ± 0,40 25,55 ± 0,29 24,19 ± 0,03*аб

Менговирус 10% 28,39 ± 0,37 29,32 ± 0,15*а 27,24 ± 0,21*аб

Менговирус 1% 32,48 ± 0,31 32,40 ± 0,27 30,60 ± 0,16*аб

Менговирус 0,1% 35,49 ± 0,23 35,62 ± 0,34 34,54 ± 0,36
Примечание: * — различия статистически значимые, р < 0,05.

Как видно из Таблицы 2, пороговый цикл амплификаций мен‑
говируса зависел от способа выделения РНК, при этом достоверные 
различия наблюдались для средних значений, полученных при кон‑
центрациях 1%, 10% и 100%, главным образом при автоматическом 
способе выделения РНК. На основе данных калибровочных графиков 
(Рисунок 1) были рассчитаны их параметры для оценки приемлемо‑
сти результатов. Данные представлены в Таблице 3.

При использовании автоматического способа калибровки значе‑
ние коэффициента r2, характеризующего прямолинейность калибро‑
вочного графика, было немного выше, чем для ручного и полуавто‑
матического методов выделения РНК.

а) б)

Рисунок 1. Калибровочные графики для менговируса:  
а) ручной способ с набором innuPREP RNA MiniKit 2.0; 

б) станция AutoPure и набор NucliSENS; в) eGene up
Figure 1. Calibration graphs for mengovirus: 

a) manual method with innuPREP RNA Mini Kit 2.0; 
б) AutoPure station and NucliSens kit; в) eGene-upв)
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Таблица 3. Оценка параметров калибровочных графиков 
в зависимости от способа выделения РНК

Table 3. Assessment of parameters of calibration graphs depending 
on the method for RNA extraction

Способ выделения РНК
менговируса

Коэффициент 
корреляции 
Пирсона (r2)

Наклон (m)

Приемлемые значения > 0,980 От –3,10 
до –3,60

Ручной способ с набором  
innuPREP RNA MiniKit 2.0 0,996 –3,51

Станция AutoPure и набор NucliSENS 0,998 –3,33

eGene up 0,996 –3,44

Полученные данные по корреляции между двумя переменными 
(r2) показали высокие положительные линейные связи — от 0,996 до 
0,998 в зависимости от способа выделения РНК. Наклон кривой нахо‑
дился в пределах от –3,33 до –3,51, что соответствовало приемлемым 
требованиям.

С использованием калибровочных графиков, полученных для се‑
рии разведений менговируса (Рисунок 1), были проведены дальней‑
шие исследования и оценена эффективность экстракции менговиру‑
са из различных пищевых матриц (малины, устриц и свиной печени) 
(Рисунок 2).

Наибольшая эффективность экстракции менговируса из свиной 
печени наблюдалась при выделении РНК с помощью системы eGene 
up и составила 19,37%. Наименьшая эффективность экстракции на‑
блюдалась при выделении РНК ручным способом — 5,31%. При экс‑
тракции РНК из устриц наибольшая эффективность была достигну‑
та с использованием станции для выделения НК AutoPure и набора 
NucliSENS и составила 33,35%, а наименьшая экстракция наблюда‑
лась при использовании системы eGene up и  составила 9,78%. Эф‑
фективность экстракции вируса из малины находилась в  пределах 
от 8,7% до 12,5%, где наименьшее значение было получено при экс‑
тракции РНК с помощью автоматической станции выделения НК.

Отмечена зависимость эффективности экстракции РНК от пи‑
щевой матрицы. Полуавтоматическая станция выделения НК eGene 
up показала наилучшую эффективность при экстрагировании РНК 
из свиной печени. Эффективность экстракции РНК автоматической 
станцией выделения из устриц была выше более чем в два раза по 
сравнению с  другими матрицами. Такая же ситуация наблюдалась 
и при использовании ручного набора для получения НК, где эффек‑
тивность экстракции РНК из устриц также была выше. Тем не менее 
следует отметить, что, согласно принятым стандартам, эффектив‑
ность более 1% считается удовлетворительной, и все методы выде‑
ления РНК из пищевых матриц показали свою работоспособность.

Как отмечалось выше, выявление вирусов в  пищевых продук‑
тах является сложным и поэтапным процессом [18]. Примененный 
в  настоящей работе полиэтиленгликоль (ПЭГ) для концентрирова‑
ния вируса и  удаления ингибиторов из ягод широко применяется 
в подобных исследованиях [14,20,21]. Ранее было показано, что ме‑
тод прямой экстракции вирусов из малины позволил достичь зна‑
чительно более высокой эффективности экстракции норовируса 
(46,2%) и  F‑специфического РНК‑бактериофага GA, чем метод на 
основе осаждения ПЭГ [22]. Однако в другом сравнительном иссле‑
довании именно способ с  однократной обработкой ПЭГ образцов 
малины показал наилучший результат по экстрагированию вирусов 

и позволил обнаружить норовирус в концентрации 102 копий на 50 г 
замороженной малины [23]. Наше исследование также продемон‑
стрировало, что подходы с использованием ПЭГ для извлечения ви‑
русов из малины дают эффективный результат.

В связи с тем, что фрукты и ягоды содержат ингибиторы реакций, 
в том числе прямой цепной реакции (ПЦР), многие исследователи 
настаивают на необходимости дополнительной очистки экстрактов 
от ингибиторов. Так, Bartsch и соавторы [24] использовали колонки 
Mobispin S400 для очистки РНК, выделенной из клубники. Однако 
наши результаты показали, что малина как пищевая матрица для 
определения вирусов не представляет значительных трудностей. 
Выбранные подходы позволили провести достаточно успешную экс‑
тракцию вируса.

Для экстракции вируса из устриц был применен метод, основан‑
ный на расщеплении белков протеиназой K и  высвобождении ви‑
русных частиц в раствор. Мы получили эффективности экстракции 
контрольного вируса из этой пищевой матрицы от 9,78 до 33,35% 
в  зависимости от способа экстракции РНК. В  ряде других исследо‑
ваний показано, что в зависимости от выбранного подхода эффек‑
тивность экстракции вируса из устриц может значительно варьиро‑
ваться и  составлять до 13,2% [25,26]. Среди предлагаемых методов 
извлечения вирусных частиц рассматриваются такие подходы, как 
прямое выделение нуклеиновых кислот из пищеварительных желез 
устриц, элюирование и концентрирование вируса, с различной чув‑
ствительностью и  эффективностью извлечения [27,28,29]. Le и  др. 
[30] разработали метод экстракции и количественного определения 
норовируса из моллюсков, основанный на экстракции РНК тризолом 
с последующей стадией очистки с применением цетилтриметилам‑
мония бромида и осаждения хлоридом лития. Этот метод обеспечил 
значительно более высокую эффективность по сравнению с  мето‑
дом экстракции протеиназой К, используемым в  нашем исследо‑
вании. Тризол обладает превосходной способностью к  лизису для 
экстракции вирусной РНК из моллюсков [30]. Однако этап разделе‑
ния фаз и дополнительные этапы очистки делают метод более тру‑
дозатратным для аналитиков. Кроме того, дополнительные этапы 
потенциально могут приводить к потере вирусной РНК в процессе 
выделения. В рамках контроля безопасности приоритетными явля‑
ются простые и доступные подходы по извлечению вирусов, позво‑
ляющие получить быстрый и  достоверный результат о  возможной 
контаминации.

Подбор эффективных методов извлечения генетического мате‑
риала является первостепенной задачей для успешного выявления 
пищевых вирусов. Различные способы выделения нуклеиновых кис‑
лот по-разному эффективны, по этой причине их выбор для данной 
цели должен быть тщательно продуман [31,32]. Оценки и сравнения 
различных методов экстракции проводятся постоянно с различными 
типами образцов и  вирусами-мишенями [33,34,35]. Считается, что 
ручная экстракция нуклеиновых кислот (НК) из образцов является 
наиболее трудоемкой среди современных методов экстракции НК. 
Ранее было показано, что использование автоматизированных спосо‑
бов экстракции НК считается приемлемым. Возможно, такой подход 
является превосходной заменой ручных методов: автоматизация по‑
зволяет сокращать рабочее время специалистов и снижать риск допу‑
щения ошибок, связанных с человеческим фактором [36,37]. Ручные 
методы извлечения НК по-прежнему остаются хорошей альтернати‑
вой для получения качественного генетического материала. Однако, 
например, при выделении РНК вируса из свиной печени автоматизи‑
рованные системы показали более эффективный результат.

Так, Perrin и  соавторы [22] установили, что применение авто‑
матизированной системы вместо полуавтоматической системы 
NucliSENS MiniMAG, аналога eGene up, используемого в данном ис‑
следовании, позволило получить концентрацию вируса в  среднем 
в 1,3 раза больше. В связи с этим можно предположить, что автома‑
тизированная система извлекает вирусную РНК более эффективно, 
чем NucliSENS MiniMAG.

Экстракция с  помощью автоматических систем является улуч‑
шением по сравнению с  экстракцией ручными или полуавтомати‑
ческими методами с точки зрения удобства применения, хотя полу‑
ченные результаты свидетельствуют о приемлемости использования 
и тех и других систем, согласно полученным результатам исследова‑
ния эффективности экстракции с точки зрения извлечения РНК. Все 
три метода позволили эффективно провести выделение и  очистку 
вируса (на примере менговируса). Полученные результаты показали, 
что все выбранные способы подходят для выделения и очистки РНК 
из пищевых продуктов. А возможность использования автоматиче‑
ской экстракции РНК может привести к значительному сокращению 
общего времени исследования.

Рисунок 2. Эффективность экстракции менговируса 
из различных пищевых матриц

Figure 2. Efficiency of mengovirus extraction from various food matrices
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Результаты оценки эффективности разных методов важны для 
определения эффективности экстракции нуклеиновых кислот и уда‑
ления ферментов ингибиторов, поскольку они оказывают непосред‑
ственное влияние на результат анализа амплификации.

Для проведения дальнейших исследований нами был сделан вы‑
бор в пользу автоматической станции выделения НК, так как полу‑
ченные данные сравнительных исследований позволяют сделать вы‑
вод о ряде преимуществ автоматического метода.

3.2. Оценка распространенности вирусов в пищевых продуктах
Распространенность норовируса и гепатита Е оценивали в образ‑

цах продуктов, представленных на внутреннем рынке и выбранных 
с учетом анализа распространенности пищевых вирусов в продоволь‑
ствии [2,6,47]. Были исследованы: на норовирус — 52 образца устриц, 
44 образца клубники и 31 образец малины; на гепатит Е — 82 образца 
свиной печени. Все образцы устриц, клубники и малины были про‑
анализированы на наличие норовируса геногруппы GII, а  образцы 
устриц дополнительно проверялись на наличие норовируса геногруп‑
пы GI. Для всех образцов в качестве контрольного вируса использова‑
ли менговирус. Учет результатов проводили только в тех образцах, где 
эффективность экстракции менговируса составляла более 1%.

В  качестве примера ниже представлены кривые амплификации 
для положительных образцов (образец 9 при исследовании клуб‑
ники (Рисунок 3а); образцы 6, 9, 11 и  12 при исследовании устриц 
(Рисунки 3б и 3в)). Значения Ct для положительных образцов нахо‑
дились в пределах до 40 циклов.

Наибольшая встречаемость норовируса GII была зафиксирова‑
на в устрицах и составила 7,7% от общего количества исследуемых 
образцов; на втором месте находилась клубника, где встречаемость 
норовируса GII составила 4,5% от исследуемых образцов. В образцах 
малины норовирус GII обнаружен не был. Также в образцах свиной 
печени не было выявлено гепатита Е (Таблица 4).

Таблица 4. Оценка выявляемости пищевых вирусов 
в продуктах питания

Table 4. Assessment of detection rate of foodborne viruses in food products

Вирус

Количество исследованных образцов, шт
(% положительных к общему количеству 

исследованных образцов)

Устрица 
(а)

Малина 
(б)

Клубника 
(в)

Свиная 
печень 

(г)
Общая

Норовирус GI 45(0%) – – – 45(0%)

Норовирус GII 52(9,6%)*г 31(0%) 44(6,8%)*г – 127 (7,21%)

Гепатит Е – – – 82(0%) 82(0%)
Примечание: * — различия статистически значимые, р < 0,05.

По результатам исследования образцов устриц было установле‑
но, что среднее значение Ct в положительных образцах составляло 
35,07 ± 1,30 циклов, в то время как минимальное значение Ct было 
32,39, а максимальное — 39,88 циклов (Таблица 5). Для кривых ам‑
плификации при исследовании клубники значение Ct положитель‑
ных образцов было установлено на более поздних циклах амплифи‑
кации и находилось в пределах от 35,80 до 39,36 циклов, при этом 
среднее значение составило 37,13 ± 1,12 циклов. Чем меньше значе‑
ние показателя Ct, тем выше нагрузка вирусной РНК в образце. По‑
лученные данные свидетельствуют о различном количестве генети‑
ческого материала в исследованных образцах.

Таблица 5. Значения Ct для образцов, положительных 
на норовирус GII

Table 5. Ct values for the samples positive for norovirus GII

Значение Ct Устрицы Клубника

Среднее   ± стандартное отклонение 35,07 ± 1,30 37,13 ± 1,12

Минимальное 32,39 35,80

Максимальное 39,88 39,36

Моллюски и ягоды были установлены в качестве основных источ‑
ников заражения человека норовирусом во многих зарубежных ис‑
следованиях [38,39,40]. Полученные результаты по исследованию 
устриц и  клубники подтверждают актуальность мониторинга на 
норовирус этих продуктов на внутреннем рынке от отечественных 
производителей.

В нашей работе именно устрицы в большей степени были конта‑
минированы норовирусом. Это может быть связано с тем, что устри‑
цы способны биоаккумулировать вирусы в своих пищеварительных 
тканях из-за присутствия антигенов, подобных человеческой гисто-
группе крови (HBGA‑подобные антигены) [7,41]. Такая ситуация 
представляет опасность для здоровья населения, поскольку устри‑
цы и мидии часто употребляются в сыром или недоваренном виде. 
В трудах зарубежных ученых количество инфицированных норови‑
русом устриц превышает показатели, приведенные в нашей работе. 
Так, в исследовании [41] 53,1% образцов мидий дали положительный 
результат на РНК норовируса, при этом 31,6% всех образцов показа‑
ли одновременное присутствие как норовируса GI, так и норовируса 
GII. В устрицах РНК норовируса была обнаружена в 31,6% образцов 
с  одновременным присутствием РНК норовируса GI и  GII в  10,2% 
образцов [41]. Генотип норовируса GI в нашем исследовании обна‑
ружен не был, хотя норовирус GII признан вирусом, наиболее часто 
выявляемым в образцах пищевых продуктов [37].

Распространенность норовируса GII в  клубнике отечественного 
производства была ниже, чем в  других странах, при мониторинге 
различных ягод на наличие вируса. Так, исследование 900 образцов 
замороженных и 900 образцов свежих ягод, используемых для вну‑
треннего потребления в Китае в 2016–2017 годах, показало, что РНК 
норовируса была обнаружена в 109 образцах свежих ягод (12,1%) [42]. 
В Соединенном Королевстве в ходе анализа 310 образцов свежей ма‑
лины и 274 образцов замороженной малины семь образцов свежей 
малины (2,3%) и 10 образцов замороженной малины (3,6%) дали по‑
ложительный результат на РНК норовируса [43]. Возможно, такие не‑
большие значения присутствия норовируса в  нашем исследовании 
связаны с относительно небольшой выборкой образцов.

Инфицирование гепатитом Е может происходить несколькими 
путями. В  развивающихся странах основным способом передачи 
по-прежнему остается употребление фекально загрязненной воды. 
Однако в промышленно развитых странах основным путем зараже‑
ния является потребление загрязненных пищевых продуктов [44,45]. 
Гепатит Е не был обнаружен ни в одном из исследованных образцов. 
Схожие результаты были получены в  Словении при мониторинге 
распространенности гепатита Е в продуктах убоя свиней в возрасте 
старше 6 месяцев, где его распространенность составила всего 0,25% 
[46]. Однако опубликованные данные из других европейских стран 
показывают высокую распространенность гепатита Е среди продук‑
тов переработки свиной печени. Например, при исследовании, про‑
веденном во Франции, было выявлено 17,3% продуктов, содержащих 
свиную печень и имеющих положительный результат на гепатит Е 

а) б) в)
Рисунок 3. Кривые амплификации положительных образцов при исследовании на норовирус GII 
(ПК – положительный контроль, ОК — отрицательный контроль): а) клубника; б) и в) устрицы

Figure 3. Amplification curves of positive samples upon analysis for norovirus GII (ПК – positive control, ОК — negative control):  
а) strawberry; б) and в) oysters
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[47]. Авторами Di Bartolo с соавторами [48] гепатит Е был обнаружен 
в сосисках, продаваемых в Испании и Италии, а также в печени и со‑
сисках, продаваемых в Германии [48]. Кроме того, вирус также был 
выявлен в 59 образцах свиной печени из 345 образцов (17,1%), полу‑
ченных и протестированных из трех различных округов Сербии [49].

Еще раз подчеркнем, что в  отечественных образцах свиной пе‑
чени вирус гепатита Е обнаружен не был. Возможно, это связано 
с  практикой убоя свиней в  возрасте старше 6 месяцев. Согласно 
литературным данным, наибольший риск присутствия гепатита Е 
установлен для продуктов убоя свиней младше 6 месяцев [46]. Тем не 
менее, несмотря на то, что мы не получили положительных резуль‑
татов по гепатиту Е, мониторинг свиной печени на наличие вируса 
и других групп пищевых продуктов, имеющих риск контаминации 
гепатитом Е, целесообразно продолжить для обеспечения безопас‑
ности и здоровья людей.

4.	 Выводы
Проведенные исследования позволили установить эффектив‑

ность различных подходов к  экстракции вирусов из пищевых ма‑
триц. Наиболее высокая эффективность (33,35%) наблюдалась при 
экстракции менговируса из устриц с  использованием автоматиче‑
ской станции выделения НК. При этом минимальные значения эф‑
фективности экстракции менговируса во всех случаях были выше 
критического значения (1%), что свидетельствовало о возможности 
использования исследованных подходов при контроле пищевых 
продуктов высокого риска. Проведенный мониторинг образцов про‑
дуктов показал высокую распространенность норовируса GII в обра‑
зах устриц и клубники — 9,6% и 6,8% соответственно. Таким обра‑
зом, полученные данные показывают возможность и необходимость 
постоянного мониторинга распространенности пищевых вирусов 
в ряде пищевых продуктов, представленных на внутреннем рынке.
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