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ПЦР-диагностика гриппа и ОРВИ 

• Клинические задачи 

1. Своевременное назначение специфической этиотропной терапии  

2. Дифференциальная диагностика с другими инфекционными 

болезнями  

3. Своевременная госпитализации больных  

4. Прогноз тяжести течения заболевания, возможных осложнений и 

исходов болезни  

5. Правильное размещение больных по этиологическому принципу 

(предотвращение внутрибольничного инфицирования)  

6. Обязательное лабораторное обследование в целях 

идентификации возбудителя гриппа и ОРВИ (тяжелые и 

необычные формы заболевания; лица с высоким риском 

неблагоприятного исхода гриппа и ОРВИ; очаги ОРВИ с 

множественными случаями заболеваний в организованных 

коллективах детей и взрослых, заболевания лиц из организаций с 

круглосуточным пребыванием) 



ПЦР-диагностика гриппа и ОРВИ 
• Эпидемиологические задачи 

1. Определение этиологии острой инфекции верхних и нижних дыхательных путей при 

проведении мониторинга  

2. Изучение этиологии группового заболевания ОРЗ в целях проведения 

соответствующих профилактических и лечебных мероприятий  

3. Проведение исследований при подозрении на инфекцию, вызванную вирусами, 

относящимися к I и II группам опасности (SARS, MERS, вирус гриппа птиц, высоко 

патогенный вирус гриппа), связанную с завозом из неблагополучных регионов мира,  

4. Лабораторное исследование с целью подтверждения случая гриппа (или другой 

ОРВИ) с летальным исходом  

5. Проведение ПЦР-анализа, как ускоренного предварительного теста с целью 

последующего выделения культуры вируса с использованием культурального 

метода исследования  

6. Идентификация, типирование и субтипирование культур вирусов при получении 

изолятов вируса гриппа для мониторинга мутаций или генетической реассортации, 

которые могут уменьшить соответствие между вакцинным штаммом и 

циркулирующими вирусами гриппа или повлиять на вирулентность вируса и/или его 

чувствительность к противовирусным препаратам 

7. Оценка эффективности противогриппозных вакцин 

«Лабораторная диагностика гриппа и других ОРВИ методом полимеразной цепной реакции». 

Клинические рекомендации ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт 

эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва 

СП 3.1.12.3117-13 «Профилактика гриппа и других острых респираторных вирусных инфекций» 



Алгоритмы ПЦР-диагностики гриппа и ОРВИ 

Образец 

Хранение аликвоты 

ниже -70С 

ПЦР на вирусы 

гриппа А/В 

А+ А/В - В+ 

ПЦР на подтип 

вируса гриппа А 

ПЦР на другие вирусы, 

вызывающие ОРЗ 

ПЦР на ген. линию 

вируса гриппа В 

Выделите вирус из выбранных 

положительных образцов, используя 

культуру клеток или куриные эмбрионы; 

С помощью РТГА (используя тест-

систему ВОЗ CDC) определите линию 

гриппа B и подтип вируса гриппа А;  

Отправьте выборку вирусов в СЦ ВОЗ. 

Подтип не 

определяется 

Для всех лабораторий: Аликвота 

образца должна быть отправлена в СЦ 

ВОЗ. 

Для уровня BSL-3: Выделите вирус в 

культуре клеток или в куриных 

эмбрионах и определите его тип путем 

секвенирования. 

Руководство Европейского регионального бюро ВОЗ по дозорному эпиднадзору за гриппом среди людей. 2011 



Требования к образцам 
• На этикетке пробирок (контейнеров) с материалом указывается: порядковый 

номер образца, соответствующий номеру в сопроводительном документе, и, 
по возможности, фамилия и инициалы пациента, тип биоматериала.  

• В сопроводительном документе (направлении) к биоматериалу, собранному 
для исследования в лаборатории, необходимо указать:  

• - наименование учреждения, которое направляет биоматериал на 
исследования, телефон, адрес электронной почты;  

• - фамилию и имя обследуемого лица;  

• - возраст или дата рождения;  

• - пол;  

• - дату взятия биоматериала для лабораторного исследования;  

• - тип материала;  

• - дату заболевания или контакта с больным;  

• - предварительный клинический диагноз или повод к обследованию;  

• - степень тяжести заболевания;  

• - данные о вакцинации против гриппа в текущем эпидемическом сезоне 
(вакцинирован / не вакцинирован / нет данных);  

• - ФИО, должность, сотрудника, отправившего биоматериал, дату отправки 
биоматериала и контактный телефон, по которому можно связаться с 
данным сотрудником. 

 





ПЦР-диагностика 
• Максимального уровня аналитической и диагностической 

специфичности и чувствительности достигают тесты на основе ПЦР с 

гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов 

амплификации в режиме реального времени.  

• Тесты на основе ПЦР в формате FRT позволяют обнаруживать РНК 

вируса гриппа А в суспензии с инфекционной активностью 0,03 

lgTCID50/мл - 0,02 lgTCID50/мл и РНК вируса гриппа В в суспензии с 

инфекционной активностью 1lgTCID50/мл [Яцышина С.Б., 2009]. 

• Чувствительность ПЦР-исследования по обнаружению НК 

респираторных вирусов человека различных видов составляет 1000 – 

10000 ГЭ (или копий) НК в 1 мл исследуемого образца. 

• Таким образом, рекомендуется использовать ОТ-ПЦР формата 

FRT в качестве подтверждающего лабораторного теста для 

определения типа и подтипа вируса гриппа в клинических 

образцах, собранных в национальной системе дозорного 

эпиднадзора за гриппом, а также в качестве критерия для 

отбора клинических образцов для выделения вируса. 

 



ПЦР-диагностика 
• Наборы реагентов для проведения ОТ–ПЦР в целях 

выявления вирусов гриппа можно комплектовать на 

местах или приобрести в коммерческой сети.  

• Наборы для типирования вирусов гриппа А и В содержат 

праймеры и зонды на консервативные гены, как правило, 

М и NP.  

• Тест-системы для субтипирования вирусов гриппа А 

содержат праймеры и зонды на гены HA и NA, 

которые постоянно изменяются в процессе 

антигенного дрейфа и поэтому по крайней мере один 

раз в год эти реагенты должны подвергаться 

проверке на специфичность обнаружения вирусов 

гриппа, циркулирующих в данный период времени.  

 Руководство Европейского регионального бюро ВОЗ по дозорному эпиднадзору за гриппом среди людей. 2011 



Несубтипируемый вирус гриппа А 
• «Образцы, положительные на вирус гриппа А, но отрицательные на вирусы 

гриппа А(H3N2) и (H1N1)pdm09 должны тестироваться на наличие вируса 

гриппа A(H1N1), а также, если эпидемиологическая информация о пациенте 

указывает на целесообразность такого теста, на наличие A (H5N1) и/или 

других новых вирусов гриппа.» 

• ПЦР-диагностика субтипа вируса гриппа А 

 Наборы ФБУН «ЦНИИ 

эпидемиологии» Роспотребнадзора 

Праймеры и зонды CDC&P 

Мультиплексные Однокомпонентные 

НА и NA Только НА 

Доступны для всех баз РФ Доступны только для НЦГ 

Стоимость невысокая Стоимость тест-систем по протоколу 

высокая 

Контроль качества выполнения ПЦР 

(ВКО STI-rec) (экзогенный) 

Контроль качества выполнения ПЦР и 

образца (RP) (эндогенный) 



Значение Ct 
• При диагностике вирусных инфекций дыхательных 

путей информация о количестве возбудителя не имеет 
большого значения: с одной стороны, концентрация 
возбудителя в респираторных мазках весьма условно 
свидетельствует о тяжести заболевания, и с другой 
стороны, больше зависит от качества биологического 
материала. В связи с этим, более затратные 
количественные тесты не имеют большого смысла, 
поэтому не востребованы. 

• Однако при определении подтипа вируса гриппа А 
значение Ct имеет значение, поскольку 
чувствительность наборов/реагентов отличается при 
использовании праймеров и зондов для выявления 
вирусов гриппа А (В) (M, NP) и определения подтипа А 
(ген. линии В) (HA, NA).  



Алгоритмы определения подтипа вируса гриппа А 

Образец 

А+ 
Хранение аликвоты 

ниже -70С 

Значение Ct ≥ 28 

(ИЛС)  

Повторить 

определение 

подтипа 

наборами ИЛС 

ПЦР на другие 

подтипы ВГ А 

(Н5, Н7, Н9) 

Подтип не 

определяется 

Определить подтип, используя 

праймеры и зонды CDC&P 

H1pdm09, H3. 

Отправить образцы в НЦГ. 

Разморозить аликвоту 

образца и проставить 

на ВГ А в трех 

параллелях (начиная с 

выделения НК) 

Результат  

+++, ++— 

Результат 

+ — —, — — —  

Выделить вирус из выбранных 

положительных образцов, используя 

культуру клеток или куриные 

эмбрионы; 

Отправить образцы в НЦГ;  

Отправьте выборку вирусов в СЦ 

ВОЗ. 

Подтип 

H1N1pdm09, 

H3N2 

Считать образец 

отрицательным 

Значение Ct ≤ 28 

(ИЛС)  

Считать образец 

положительным 



Примеры  

• 1) Образцы из Санкт-Петербурга и Ленинградской области 
сезонов 2016-2017 (22% от всех положительных на A(H3N2) 
образцов) и 2017-2018 гг. (26%) были положительны на N2 и 
отрицательны на Н3. Филогенетический анализ показал, что 
все вирусы принадлежали к генетической группе 3С.2а2 
подтипа ВГ А H3N2. 

• 2) В сезоне 2017-2018 гг. выявлены 2 образца, положительные 
на H1pdm09 и на N2 и отрицательные на Н3.  

• 3) В марте 2018 г. в Нидерландах, в январе 2019 г. в Швеции и 
в мае 2019 в Дании были идентифицированы реассортантные 
вирусы гриппа А(H1N2) (7H1N1pdm09:1H3N2).  

•   [Euro Surveill. 2019 Feb 28; 24(9): 1900124]; 

•   [Euro Surveill. 2019 Jul 4; 24(27): 1900406] 

• РАССЛЕДОВАНИЕ (лабораторное, эпидемиологическое) 



Внутренний контроль качества 

• Внутрилабораторный контроль представляет собой 

систему внутрилабораторных сличений получаемых в 

лаборатории результатов. Для этого в каждой серии 

(постановке) тестируются контрольные образцы: ОКО, 

К+ и К–. Для внутрилабораторного контроля качества 

исследований рекомендуется использовать 

содержащие выявляемые организмы (или их НК), 

контрольные образцы, прошедшие государственную 

регистрацию в установленном порядке и разрешенные 

к применению на территории РФ (при их наличии). 



Внутренний контроль качества 

• Внутрилабораторный контроль включает 
следующие процедуры:  

постоянная оценка контрольных образцов в каждой 
постановке (серии) амплификации,  

периодическое проведение повторного испытания 
(выполняется двумя операторами параллельно при смене 
оборудования, специалиста, введении нового набора 
реагентов),  

использование контрольных образцов для 
внутрилабораторного контроля качества (при входном 
контроле наборов реагентов, смене оборудования, 
специалиста, введении нового набора реагентов),  

ежемесячный контроль загрязнения лаборатории 
продуктами амплификации (тестирование смывов).  



Внутренний контроль качества 
Ведение документации (протоколы, журналы) 



Внешний контроль качества 

• Внешний контроль качества осуществляется в форме 

участия в межлабораторных сличениях. В случае 

неудовлетворительной оценки полученных 

результатов в лаборатории необходимо принимать 

экстренные меры по устранению ошибок. 

• Поставщики панелей внешнего контроля качества 

• ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 

• ЕРБ ВОЗ, EQAP (Гонконг) и QCMD (Шотландия)  

• CDC&P Атланта 

• ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А.Смородинцева» 

Минздрава России  

 



СПАСИБО ЗА ВНИМАНИЕ 


