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в период проведения крупных массовых меро-
приятий с международным участием увеличиваются 
риски возникновения вспышек инфекционных за-
болеваний. анализ опыта организации таких меро-

приятий как в российской Федерации, так и за ру-
бежом, свидетельствует, что обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия участников, го-
стей и местного населения является одним из основ-
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цель исследования – разработать и апробировать на практике при работе специализированной противоэпидеми-
ческой бригады роспотребнадзора в период крупных массовых мероприятий порядок использования молекулярно-
генетических методов для выявления и идентификации патогенных биологических агентов. материалы и ме-
тоды. в работе использованы отчетные документы по итогам деятельности спэб роспотребнадзора при обес-
печении санитарно-эпидемиологического благополучия в период XXII олимпийских зимних игр 2014 г. и дру-
гих масштабных массовых мероприятий, проходивших в сочи в 2015–2017 гг. результаты и обсуждение. на 
практике при работе спэб роспотребнадзора в период крупных массовых мероприятий разработан и применен 
порядок использования молекулярно-генетических методов, основанный на структурированном подходе (алго-
ритме) индикации и генетической характеристики пба. укомплектование спэб диагностическими препаратами 
осуществляется в соответствии с обеспечением готовности к проведению исследований согласно трехуровнево-
му алгоритму молекулярно-генетической характеристики патогенов: I уровень – индикация возбудителя методом 
пцр, II уровень – идентификация фрагментов генома возбудителя методом пцр, III уровень – генотипирова-
ние. разработанный порядок успешно использовался при работе спэб во время XXII олимпийских зимних игр 
2014 г. и других массовых мероприятий, проходивших в сочи в 2015–2017 гг., что позволяет рекомендовать его 
для дальнейшего применения.
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Objective of the study – to develop and test in operation of the Rospotrebnadzor Spesialized Anti-Epidemic Teams  
(SAET), deployed during the major mass events, the procedure for application of molecular-genetic methods for detection 
and identification of pathogenic biological agents. Materials and methods. Utilized are the reporting documentation 
drawn up by the results of work of the specialized anti-epidemic teams of the Rospotrebnadzor on the provision of sanitary 
epidemiological welfare during Olympic Games 2014 and other important mass events in Sochi in 2015–2017. Results 
and conclusions. Developed and tested in practice of the Rospotrebnadzor SAET during the major mass events has been 
procedure for application of molecular-genetic methods, based on structured approach (algorithm) of indication and 
genetic characterization of PBA. Equipping of the SAET with diagnostic preparations is carried out in accordance with 
the provision of preparedness for performing investigations by three-level algorithm of molecular-genetic characteristics 
of pathogens: level I – detection (indication) of a pathogen using PCR, level II – identification of the pathogen genome 
fragments using PCR, level III – genotyping. Developed procedure was used successfully by the SAET during the Olympic 
Games 2014 and other important mass events in Sochi in 2015–2017, which allows for recommending it for future use.
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ных направлений работы [9, 12, 14, 15].
в системе профилактики эпидемиологических 

угроз особое значение имеет комплекс организаци-
онных и диагностических мероприятий, направлен-
ных на раннее выявление и адекватное реагирование 
в случае возможных осложнений эпидситуации. при 
этом обоснованно используются оптимизированные 
схемы лабораторной диагностики с приоритетным 
применением метода пцр в реальном времени и, 
при необходимости, углубленным изучением патоге-
на на молекулярно-генетическом уровне, что пропи-
сывается в протоколах и методических документах. 
в результате подобной организации работы обеспе-
чивается оперативное проведение необходимых про-
филактических и противоэпидемических мер [1, 3, 
6, 7, 8, 10, 11]. 

цель исследования – разработать и апробиро-
вать на практике при работе спэб роспотребнадзора 
в период крупных массовых мероприятий порядок 
использования молекулярно-генетических методов 
для выявления и идентификации патогенных биоло-
гических агентов.

материалы и методы

использовались отчетные документы по ито-
гам работы специализированной противоэпиде-
мической бригады (спэб) роспотребнадзора при 
обеспечении санитарно-эпидемиологического бла-
гополучия в период подготовки и проведения XXII 
олимпийских зимних игр (далее олимпиада-2014) и 
XI паралимпийских зимних игр 2014 г. в сочи и дру-
гих массовых мероприятий, проходивших в регионе в 
2015–2017 гг., нормативно-методические документы 
по лабораторной диагностике опасных инфекцион-
ных болезней бактериальной и вирусной природы.

результаты и обсуждение

увеличение потенциальных рисков здоровью 
населения во время массовых мероприятий слу-
жит основанием для совершенствования алгорит-
мов санитарно-эпидемиологического надзора [13]. 
приоритетное значение при этом имеет раннее об-
наружение патогена и возможность получения ин-
формации о его свойствах, в первую очередь опреде-
ляющих вирулентность, эпидемический потенциал 
возбудителя и возможное происхождение штамма.

в период подготовки к проведению олимпиады-
2014 по результатам анализа имеющейся базы 
нормативно-методических документов по лабора-
торной диагностике и профилактике инфекционных 
болезней, перечня зарегистрированных диагностиче-
ских препаратов, разработанных экспериментальных 
тест-систем и методических приемов был предложен 
алгоритм использования молекулярно-генетических 
методов, предусматривающий ранжирование подхо-
дов в зависимости от этапа исследования: индикация 
пба, идентификация патогена в нативном материа-

ле или после выделения его культуры, а также гено-
типирование пба в условиях работы мобильных и 
стационарных лабораторий (табл. 1).

на основании анализа эпидемиологических ри-
сков, с учетом особенностей массового мероприятия, 
определен перечень актуальных инфекций, в соот-
ветствии с которым бригада была оснащена диагно-
стическими препаратами, позволяющими проводить 
исследования по I уровню на наличие 82 различных 
патогенов, в том числе для девяти из них изготовле-
ны тест-системы собственного производства. 

для выполнения анализов по II и III уровням в 
условиях работы спэб роспотребнадзора на подго-
товительном этапе был подготовлен список патоге-
нов, представляющих наибольшие эпидемиологиче-
ские угрозы и для каждого вида возбудителя выбрана 
методика генотипирования (табл. 2). 

с целью проведения генетических исследова-
ний в условиях работы спэб, использовалась тех-
нология микрокапиллярного электрофореза (стан-
ция Experion System, «Bio-Rad», сШа), позволяю-
щая в автоматическом режиме выполнять электро-
форетическое разделение продуктов амплификации, 
и обеспечивать высокую точность при определении 
размера ампликонов, а так же фрагментарное сек-
венирование (анализатор ABI PRISM 3500, Applied 
Biosystems, сШа). на случай обнаружения воз-
будителей особо опасных инфекций бактериаль-
ной природы в Фкуз «ставропольский научно-
исследовательский противочумный институт» была 
обеспечена готовность к проведению высокопроиз-
водительного (полногеномного) секвенирования.

таким образом, для характеристики возбудите-
лей инфекций и решения эпидемиологических задач 
в зависимости от целей исследования реализован 
следующий структурированный подход (алгоритм) 
использования методов генетического анализа:

1. индикация пба (определяется наличие и ви-
довая (родовая) принадлежность возбудителя).

2. идентификационная пцр (выявляются спец-
ифичные участки генома штамма патогена для вну-

Таблица 1/Table 1

алгоритм использования молекулярно-генетических методов  
при организации лабораторной диагностики в период проведения 

массовых мероприятий
Algorithm for application of molecular-genetic methods  

when managing laboratory diagnostics during mass events

уровень  
характеристики пба объем выполняемых исследований

I детекция (индикация) пба методом пцр

II идентификация фрагментов генома пба  
методом пцр (определение ключевых свойств 
пба, уточнение таксономического положения)

IIIa генотипирование пба (использование основно-
го метода генотипирования), филогенетический 
анализ

IIIb генотипирование пба (использование  
дополнительного метода генотипирования), 
полногеномное секвенирование, уточнение  
особенностей структуры генома
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тривидовой дифференциации пба, установливается 
его эпидемиологическая значимость на генетиче-
ском уровне).

3. основной метод генотипирования (приме-
няется один из методов – MLVA, MLST, SNP, фраг-
ментарное секвенирование по сэнгеру и др. – для 
выявления особенностей структурной организации 
специфичных участков генома пба и различий меж-
ду отдельными штаммами, а также определения их 
принадлежности к внутривидовой группе или при-
родному очагу).

4. дополнительный метод генотипирования 
(применяется второй уточняющий метод – MLVA, 
MLST, SNP, фрагментарное секвенирование по 
сэнгеру и др. – или проводится полногеномное сек-
венирование для более глубокого изучения генома).

выбор основным и дополнительным методами 
генотипирования определяется наличием методиче-
ской базы для каждого патогена. вопрос о комбини-

рованном использовании идентификационной пцр, 
основного и дополнительного методов генетическо-
го типирования решается в зависимости от изучае-
мого патогена и конкретной ситуации. 

на этапе подготовки к олимпиаде-2014 трех-
уровневый алгоритм молекулярно-генетического 
анализа был апробирован во время учений спэб в 
2012 г., направленных на расследование условного 
случая вероятного применения пба в целях биоло-
гического терроризма. для оценки эпидемиологиче-
ской значимости выделенного в ходе учения штамма 
возбудителя чумы с помощью идентификационного 
метода определены вирулентные свойства штамма-
иммитатора по генам irp2, lcrV, а использование 
основного (MLVA-12) и дополнительных (MLVA-25, 
DFR) методов позволило определить происхождение 
штамма (Y. pestis EV).

в период подготовки и проведения олимпиады-
2014 особое внимание уделялось мониторингу 

Таблица 2/Table 2

использование молекулярно-генетических методов для характеристики патогенов, представляющих наибольшую  
эпидемиологическую опасность в период подготовки и проведения олимпиады-2014

Utilization of molecular-genetic methods for characterization of pathogens posing major epidemiological threat during preparation and holding  
of Olympic Games 2014

группа возбудителей ин-
фекционных болезней результаты по I уровню результаты по II уровню методы по IIIа уровню методы по IIIb уровню

возбудители острых кишечных инфекций

бактерии Salmonella spp. S. typhi MLVA пульс-гель электрофорез*

бактерии E. coli EHEC; ETE; EPE; EIE; EAgEC MLVA пульс-гель электрофорез*

бактерии Shigella spp. - MLST полногеномное  
секвенирование

бактерии Vibrio cholerae определение эпидемической  
значимости, серогруппы, биовара

MLVA пульс-гель электрофорез*

вирусы Adenovirus, Rotavirus,  
Norovirus, Astrovirus

- Фрагментное  
секвенирование

метагеномный анализ  
нативного образца

возбудители респираторных заболеваний

вирусы вирус гриппа вирус гриппа а; вирус гриппа в; A/
H1-swine; A/H5N1; A/H5,H7,H9; A/

H1N1; A/H3N2

Фрагментное  
секвенирование

полногеномное  
секвенирование

вирусы Coronaviridae MERS-Cov; SARS-Cov Фрагментное  
секвенирование

полногеномное  
секвенирование

бактерии Legionella pneumophila - MLST полногеномное  
секвенирование

возбудители природно-очаговых инфекций

бактерии Brucella spp. - MLVA-8 MLVA-15, полногеномное  
секвенирование

бактерии Francisella tularensis - MLVA (до 5 локусов) MLV-25, полногеномное  
секвенирование

бактерии Bacillus anthracis определение вирулентности MLVA SNP-анализ, SNR, полноге-
номное секвенирование

вирусы вирус лихорадки  
западного нила

- Фрагментное  
секвенирование

полногеномное  
секвенирование

вирусы вирус крым-конго  
геморрагической лихорадки

- Фрагментное  
секвенирование

полногеномное  
секвенирование

вирусы хантавирусы - Фрагментное  
секвенирование

полногеномное  
секвенирование

возбудители особо опасных инфекций – потенциальные агенты биотерроризма

бактерии Yersinia pestis определение вирулентности, при-
надлежности к подвидам и биоварам

MLVA-12 MLVA-25, DFR, полногеном-
ное секвенирование

*при наличии оборудования.
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санитарно-эпидемиологической ситуации на со-
предельных территориях. вышеописанный алго-
ритм анализа применялся при расследовании эпиде-
мической вспышки шигеллеза зонне в республике 
абхазия в 2013 г. на этапе генотипирования (IIIа) 
с использованием MLST (основной метод) изуче-
на нуклеотидная последовательность фрагментов 
семи хромосомных генов, установлен сиквенс-тип 
исследуемого штамма и на основании этого опреде-
лен генотип патогена, но метод не позволил выявить 
важных отличий изолята от ранее описанных. в 
результате проведенного полногеномного секве-
нирования (IIIb – дополнительный метод) в геноме 
исследуемого штамма Shigella sonnei определено на-
личие нуклеотидных последовательностей плазмид 
pBS512 S. boydii и pO26-Vir Escherichia coli H30, что 
явилось его ключевыми особенностями и, очевидно, 
обусловило повышенную вирулентность возбудите-
ля. таким образом, в результате последовательного 
применения методов молекулярно-генетического 
анализа удалось не только быстро установить этио-
логию вспышки, но и связать тяжесть клинического 
течения заболеваний со структурными характери-
стиками генома штамма S. sonnei.

непосредственно во время олимпиады-2014, а 
также массовых мероприятий, проходивших в сочи 
в 2015–2017 гг. (Формула-1, саммит асеан, XIX 
всемирный фестиваль молодежи и студентов и др.) 
трехуровневый алгоритм молекулярно-генетической 
характеристики пба применялся при проведении 
плановых лабораторных исследований и анализов 
по эпидемическим показаниям [2, 4, 5].

разработан и применен на практике при работе 
спэб роспотребнадзора в период крупных массовых 
мероприятий порядок использования молекулярно-
генетических методов, основанный на структуриро-
ванном подходе (алгоритме) индикации и генетиче-
ской характеристики пба. возможность выполнения 
многофакторного анализа возбудителей инфекций 
является важным индикаторным показателем готов-
ности спэб к работе в период важных массовых 
мероприятий. Формирование диагностической базы 
и организация лабораторных исследований в соот-
ветствии с алгоритмом молекулярно-генетического 
анализа патогенов позволяет в короткие сроки опре-
делить источник инфекции и пути возможного рас-
пространения (заноса). это дает возможность обе-
спечить оперативное проведение необходимого ком-
плекса профилактических и противоэпидемических 
мероприятий.

в ближайшем будущем в различных субъектах 
российской Федерации планируется проведение 
крупного спортивного события – чемпионата мира 
по футболу 2018. учитывая положительный опыт 
использования данного алгоритма, его применение в 
дальнейшем целесообразно при формировании диа-
гностической базы учреждений и спэб, задейство-
ванных в обеспечении биологической безопасности 
в период массовых мероприятий.
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