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эволюции норовирусов приводит к частому возникновению новых эпи-
демических вариантов вируса, получающих региональное или межреги-
ональное (глобальное) распространение [11, 13, 14].  

Начиная с 2008 г. в Российской Федерации введена регистрация 
норовирусной инфекции, эпидемиологический надзор за которой преду-
сматривает в том числе выявление и генотипирование норовирусов в 
образцах клинического материала и объектов окружающей среды1. 

2.2. Геном норовирусов представлен однонитевой РНК позитивной 
полярности размером примерно 7,5 тыс. нуклеотидных оснований и 
имеет три открытые рамки считывания (далее – ОРС 1-3) (рис.).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рисунок. Схема структурной организации генома норовирусов. 

Серым цветом выделены области, используемые для генотипирования  

в соответствии с данными рекомендациями 

ОРС1 кодирует большой полипротеин – предшественник неструк-
турных белков, в том числе РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp). 
ОРС2 кодирует основной структурный белок капсида VP1, который 
включает N-терминальный участок, S-домен, P-домен и C-терминаль-
ный участок. Р-домен состоит из двух субдоменов – P1 и P2. Субдомен 
Р2 несет антигенные детерминанты и сайты связывания с клеточными 
рецепторами хозяина. ОРС3 кодирует минорный структурный белок 
капсида VP2. В месте соединения рамок считывания часто происходят 
события рекомбинации, являющейся одним из механизмов эволюции 
норовирусов.   

2.3. Генотипирование норовирусов основано на определении типо-
вой принадлежности VP1 и RdRp. Международной рабочей группой по 
классификации норовирусов на основе анализа аминокислотной после-
довательности VP1 в настоящее время выделено десять геногрупп (GI-
GX), которые представлены 48 генотипами – 9 GI, 26 GII, 3 GIII, 2 GIV, 

 
1 МУ 3.1.1.2969—11 «Эпидемиологический надзор, лабораторная диагностика и профи-
лактика норовирусной инфекции», утвержденные Главным государственным санитарным 
врачом Российской Федерации 15.11.2011. 
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2 GV, 2 GVI и по 1 генотипу для GVII, GVIII, GIX и GX. На основании 
разнообразия нуклеотидных последовательностей в области RdRp выде-
лено восемь P-групп и 60 P-типов – 14 GI, 37 GII, 2 GIII, 1 GIV, 2 GV, 2 
GVI, 1 GVII и 1 GX. В каждой категории есть кандидаты на новые груп-
пы и типы, которые пока не утверждены из-за наличия единичных нук-
леотидных последовательностей [16]. 

Представители геногрупп I, VIII и IX обнаружены исключительно у 
человека; III, V, VI и X – только у животных; II, IV, VII – у человека и 
животных (с сохранением гостальной специфичности). Внутритиповое 
разнообразие норовирусов представлено вариантами (геновариантами) 
или субтипами (субгенотипами) [14, 15, 16, 19, 20].  

2.4. Международной группой экспертов по изучению норовирусной 
инфекции рекомендована двойная номенклатура норовирусов2 [16, 19]. 
Обозначение штамма складывается следующим образом: 

– организм/ norovirus GI, norovirus GII и т. п.; 
– хозяин/ Hu (human), Bo (bovine), Po (porcine) и т. п.; 
– код страны (ISO)/ RU, FR, DE, US, JP и т. п.; 
– год выявления;  
– геногруппа, генотип, вариант (по ОРС2);  
– [P-тип, вариант] (по ОРС1); 
– название города и номер образца. 
Например:   
– Norovirus GII/Hu/US/2014/GII.4Sydney[P4 New Orleans]/Pierce0249; 
– Norovirus GII/Hu/PE/2013/GII.24[P24]/Loreto1972 или, если из-

вестна только последовательность ОРС2, Norovirus GII/Hu/FR/2004/ 
GII.12/Paris25. 

2.5. Предпочтительным и получившим наиболее широкое распро-
странение методом генотипирования норовирусов в рамках эпидемиоло-
гических исследований является таргетное секвенирование с использо-
ванием метода обрыва цепи (далее – метод Сэнгера). Традиционными 
мишенями для его проведения являются области генов полимеразы и 
основного структурного белка капсида, отличающиеся высокой генети-
ческой вариабельностью и информативностью для проведения филоге-
нетического анализа. 

 
2 https://www.rivm.nl/en/noronet – официальный сайт (в свободном доступе) Международ-
ной группы по изучению норовирусов (Noronet) на базе Национального института обще-
ственного здравоохранения и окружающей среды Министерства здравоохранения, соци-
ального обеспечения и спорта (англ. National Institute for Public Health and the Environment 
Ministry of Health, Welfare and Sport). Нидерланды 

https://www.rivm.nl/en/noronet
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2.6. Методики генотипирования норовирусов характеризуются бо-
лее низкой аналитической чувствительностью, чем наборы реагентов, 
использующих методы амплификации нуклеиновых кислот (МАНК), и 
предназначенные для детекции данных патогенов. Получение отрица-
тельных результатов при использовании методик генотипирования не 
должно являться критерием для пересмотра результатов применения 
наборов реагентов для детекции норовирусов, разрешенных к примене-
нию в Российской Федерации. 

2.7. Методики генотипирования норовирусов различаются по сле-
дующим основным параметрам: 

- аналитической чувствительности – наиболее высокой аналитиче-
ской чувствительностью обладают методики амплификации более кон-
сервативных и менее протяженных участков генома;  

- дифференцирующей (разрешающей) способности – наиболее вы-
сокой дифференцирующей способностью обладают методики амплифи-
кации более протяженных и менее консервативных участков генома. 

При исследовании образцов клинического материала, характеризу-
ющихся более высокой концентрацией патогенов, предпочтительно 
применение методик с более высокой разрешающей способностью. При 
исследовании образцов из объектов окружающей среды, характеризую-
щихся более низкой концентрацией патогенов, предпочтительно исполь-
зование методик с более высокой аналитической чувствительностью. 

Выявление различий в нуклеотидном составе изолятов на исследу-
емом участке генома рекомендовано проводить с применением методик 
с более высокой разрешающей способностью, чем при необходимости 
определения только таксономической принадлежности изолята. 

При необходимости сопоставления результатов применения опи-
санных методик на образцах клинического материала и окружающей 
среды необходим выбор для анализа универсальных областей генома. 

2.8. Результатом применения методик генотипирования на основе 
капиллярного секвенирования по Сенгеру является получение хромато-
грамм, удовлетворяющих критериям качества (п. 8.4). Отсутствие про-
дуктов амплификации или неудовлетворительное качество хромато-
грамм является следствием возможных ошибок при проведении иссле-
дований и не подлежит интерпретации в качестве их результатов. 

2.9. Для определения принадлежности нуклеотидных последова-
тельностей норовирусов в формате FASTA (формат представления нук-
леотидных последовательностей) конкретным генотипам могут быть 
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использованы различные базы данных3. Для автоматического генотипи-
рования штаммов норовирусов может проводиться сравнение установ-
ленной нуклеотидной последовательности с последовательностями со-
ответствующих участков генома типовых штаммов4 [18]. В случае выяв-
ления нового генотипа для определения наиболее близких нуклеотид-
ных последовательностей также могут быть использованы различные 
программы5. 

2.10. Филогенетический анализ проводят при изучении филогене-
тических взаимосвязей идентифицированных норовирусов с референт-
ными нуклеотидными последовательностями с использованием специа-
лизированных программ6.  

III. Сущность метода  

3.1. Метод генотипирования норовирусов, основанный на опреде-
лении нуклеотидных последовательностей области генов полимеразы и 
структурного белка капсида VP1, предназначен для определения гено-
типа/варианта норовирусов и различий в нуклеотидном составе изучае-
мых последовательностей изолятов, для установления потенциальной 
взаимосвязи между возможными источниками инфекции, факторами 
передачи и пострадавшими лицами в очагах групповой заболеваемости 
и при проведении планового мониторинга циркуляции норовирусов.  

IV. Показания к исследованию 

4.1. Показания к применению метода: 
– мониторинг циркуляции норовирусов при спорадической заболе-

ваемости с целью определения таксономической принадлежности изо-
лятов к определенным геногруппам, генотипам и вариантам; 

– реконструкция эпидемиологических связей в очагах групповой 
заболеваемости норовирусной инфекцией и молекулярная характери-
стика этиологического агента.  

 
3 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank – пример базы данных, содержащей все аннотиро-
ванные последовательности ДНК и РНК, а также последовательности закодированных в 
них белков (в свободном доступе). 
4 http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool; https://norovirus.ng.philab.cdc.gov/names.cgi – 
примеры сервисов для автоматического генотипирования норовирусов (в свободном доступе). 
5 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi – пример программы для идентификации нуклео-
тидных и белковых последовательностей (в свободном доступе).  
6 https://www.megasoftware.net – пример программы для комплексного анализа нуклеотид-
ных и аминокислотных последовательностей (в свободном доступе). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.megasoftware.net/
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V. Работы с микроорганизмами III—IV групп  

патогенности (опасности) 

5.1. Работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности (опас-
ности) и возбудителями паразитарных болезней, а также с материалами, 
инфицированными или потенциально инфицированными норовирусами, 
осуществляются в соответствии с санитарно-эпидемиологическими тре-
бованиями7, а также могут использоваться методические указания8.  

5.2. Сбор, обработка, упаковка, хранение и транспортировка мате-
риала должны соответствовать санитарно-эпидемиологическим требо-
ваниям9, а также могут использоваться методические указания10. 

5.3. Приготовление концентратов воды проводится в соответствии 
с методическими указаниями11. 

5.4. Используют только стерильные микропробирки и наконечники 
для дозаторов переменного объема; при работе с исходным образцами и 
материалом, содержащим нуклеиновые кислоты, применяют наконечни-
ки с аэрозольным барьером. Все операции проводят в отдельном халате, 
одноразовых перчатках, защитных очках. 

VI. Подготовка материала к исследованию  

6.1. Для исследования используют образцы клинического материа-
ла и объектов окружающей среды с доказанным содержанием РНК норо-

 
7 СП 1.3.2322—08 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности 
(опасности) и возбудителями паразитарных болезней», утвержденные постановлением 
Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2008 № 4 
(зарегистрировано Минюстом России 21.02.2008, регистрационный номер 11197), с изме-
нениями, внесенными постановлениями Главного государственного санитарного врача 
Российской Федерации от 02.06.2009 № 42 (зарегистрировано Минюстом России 
08.07.2009, регистрационный номер 14280), от 29.06.2011 № 86 (зарегистрировано Миню-
стом России 12.07.2011, регистрационный номер 21317) (далее – СП 1.3.2322—08). 
8 МУ 1.3.2569—09 «Организация работы лабораторий, использующих методы амплифика-
ции нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I—IV групп 
патогенности», утвержденные Роспотребнадзором 22.12.2009 (далее – МУ 1.3.2569—09). 
9 СП 1.2.036—95 «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорга-
низмов I—IV групп патогенности», утвержденные постановлением Госкомсанэпиднадзора 
России от 28.08.1995 №14 (далее – СП 1.2.036—95).  
10 МУ 3.1.1.2969—11; методические указания МУК 4.2.2746—10 «Порядок применения 
молекулярно-генетических методов при обследовании очагов острых кишечных инфекций 
с групповой заболеваемостью», утвержденные Роспотребнадзором 30.09.2010 (далее – 
МУК 4.2.2746—10); МУК 4.2.2029—05 «Санитарно-вирусологический контроль водных 
объектов», утвержденные Роспотребнадзором 18.11.2005 (далее – МУК 4.2.2029—05). 
11 МУК 4.2.2029—05. 
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вирусов при использовании разрешенных к применению на территории 
Российской Федерации в установленном порядке наборов реагентов12: 

– образцы клинического материала (фекалии и/или рвотные массы) 
от пострадавших лиц и лиц – предполагаемых источников инфицирова-
ния. Наиболее информативным является исследование данных материа-
лов в первые 72 часа от начала заболевания; 

– образцы из объектов окружающей среды (преимущественно кон-
центраты воды). Исследование других типов образцов (продукты пита-
ния, смывы с поверхностей) из-за низкой концентрации патогенов имеет 
низкую информативность и не рекомендовано к рутинному примене-
нию. Получение отрицательных результатов исследований в таких слу-
чаях не может свидетельствовать об эпидемиологической безопасности 
объектов исследования; 

– аутопсийный материал – содержимое желудка, толстой и тонкой 
кишки. 

6.2. Работу по проведению ПЦР-исследований осуществляют в со-
ответствии с методическими указаниями13. 

VII. Материально-техническое обеспечение исследований14 

7.1. Оборудование:  
– ламинарный бокс, класс биологической безопасности II тип А; 
– термостат для пробирок по типу «Эппендорф» от +25 до +100 °С;  
– холодильник от +2 до +8 °С с морозильной камерой не выше  

–16 °С;  
– микроцентрифуга для пробирок по типу «Эппендорф» до 

16 тыс. об./мин; 
– вортекс;  
– вакуумный отсасыватель медицинский с колбой-ловушкой для 

удаления надосадочной жидкости; 

 
12 Постановление Правительства Российской Федерации от 27.12.2012 № 1416 «Об утвер-
ждении Правил государственной регистрации медицинских изделий» (Собрание законода-
тельства Российской Федерации, 2013, № 1, ст. 14; 2020, № 49, ст. 7897) (далее – поста-
новление Правительства Российской Федерации от 27.12.2012 № 1416); приказ Минздрава 
России от 06.06.2012 № 4н «Об утверждении номенклатурной классификации медицин-
ских изделий» (зарегистрировано Минюстом России 09.07.2012, регистрационный номер 
24852), с изменением, внесенными приказами Минздрава России от 25.09.2014 № 557н 
(зарегистрировано Минюстом России 17.12.2014, регистрационный номер 35201), от 
07.07.2020 № 686н (зарегистрировано Минюстом России 10.08.2020, регистрационный 
номер 59225) (далее – приказ Минздрава России от 06.06.2012 № 4н). 
13 МУ 1.3.2569—09. 
14 Примечание: допускается использование средств измерений, вспомогательного обору-
дования и материалов с аналогичными или лучшими характеристиками; допускается ис-
пользование других реактивы с аналогичными характеристиками. 
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– центрифуга/вортекс; 
– программируемый амплификатор; 
– камера для горизонтального электрофореза объёмом не более 400 мл; 
– источник постоянного тока с напряжением 150—460 В; 
– ультрафиолетовый трансиллюминатор с кабинетом для просмот-

ра гелей; 
– видеосистема с цифровой камерой для регистрации результатов и 

передачи изображения; 
– микроволновая печь для плавления агарозы; 
– генетический анализатор для капиллярного секвенирования по 

Сенгеру;  
– спектрофотометр со специализированными кюветами для работы 

в ультрафиолетовом диапазоне либо спектрофотометр, производящий 
измерения концентрации нуклеиновых кислот «в капле»; 

– автоматические дозаторы переменного объема (от 5 до 20 мкл, от 
20 до 200 мкл, от 200 до 1000 мкл);  

– штативы для пробирок объемом 0,2 мл или 0,5 мл (в соответствии 
с используемыми комплектами реагентов; 

– штативы для микропробирок объемом 0,5 мл и 1,5 мл и наконеч-
ников; 

– колба коническая из термостойкого стекла по ГОСТ 21400 для 
плавления агарозы на 250 мл; 

– мерный цилиндр на 1 л по ГОСТ 1770; 
– емкость с дезинфицирующим раствором для сброса наконечни-

ков; 
– пластиковая ёмкость на 5 л для дезактивации буфера и гелей, со-

держащих бромид этидия. 
7.2. Расходные материалы: 
– одноразовые наконечники для дозаторов переменного объема с 

аэрозольным барьером до 10, до 200 и до 1000 мкл;  
– набор из отдельных для каждой зоны работ средств индивидуаль-

ной защиты15 (халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки); 
– одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно 

закрывающиеся микропробирки объемом 1,5 мл; 
– комплект капилляров для секвенатора размером 36 см или 50 см.  
При использовании наборов реагентов отдельных производителей, 

может возникнуть потребность в использовании дополнительного обо-
рудования (магнитные штативы, станции для автоматической экстрак-

 
15 МУ 1.3.2569—09. 
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ции нуклеиновых кислот, расходные материалы для их использования 
и т. д.).  

7.3. Наборы реагентов. 
Для экстракции РНК могут применяться как наборы реагентов для 

экстракции РНК на миниколонках, так и наборы для ручного выделения 
с учетом рекомендаций, изложенных в п. 8.3. 

Для проведения реакции обратной транскрипции могут применять-
ся наборы реагентов с учетом рекомендаций, изложенных в п. 8.3.  

Для проведения ПЦР используются наборы, обеспечивающие ми-
нимальное накопление неспецифических продуктов амплификации 
(«горячий» старт). 

Набор реагентов для электрофоретической детекции продуктов ам-
плификации в агарозных гелях.  

Набор реагентов для выделения ДНК из агарозного геля.  
Комплект реагентов для проведения реакции секвенирования, соот-

ветствующий выбранной модели генетического анализатора и размеру 
анализируемого продукта амплификации. 

7.4. Олигонуклеотиды (праймеры) [12, 14, 17]. 
Информация по спектру специфичности, составу олигонуклеотидов 

(праймеров), их рекомендуемым концентрациям в реакционных смесях, 
программам амплификации и характеристикам получаемого продукта 
представлены в приложениях 1, 2 к настоящим МР. 

VIII. Порядок проведения исследований 

Сведения о методиках генотипирования норовирусов 

8.1. Методики генотипирования норовирусов на основе метода 
Сэнгера включают следующие этапы: 

– экстракцию вирусной РНК из образцов материалов для исследо-
ваний; 

– проведение реакции обратной транскрипции; 
– проведение ПЦР; 
– автоматическое секвенирование нуклеотидных последовательно-

стей по двум цепям; 
– анализ хроматограмм с получением консенсусной последователь-

ности; 
– интерпретацию полученных результатов. 
8.2. Проведение исследований по представленным в МР алгорит-

мам должно проводиться обученным персоналом, владеющим навыками 
проведения ПЦР, подготовки образцов для секвенирования, использова-
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ния оборудования для автоматического секвенирования и интерпрета-
ции его результатов.  

Экстракция РНК, проведение реакции обратной транскрипции и 

амплификации 

8.3. Материалами для исследования служат: 
– образцы клинического материала (образцы фекалий, рвотные массы); 
– образцы объектов окружающей среды (концентраты образцов воды); 
– образцы аутопсийного материала (содержимое желудка, толстой 

и тонкой кишки). 
Экстракция РНК норовирусов может проводиться с применением 

различных наборов реагентов, использующих принцип фенол-хлоро-
формной экстракции, преципитации или сорбции на силикагеле, в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Не допускается применение 
упрощенных методов экстракции на основе термического лизиса образ-
цов. 

При работе с образцами, содержащими потенциально низкие кон-
центрации норовирусов (концентраты воды, клинические образцы от 
реконвалесцентов и др.), целесообразно использовать наборы реагентов, 
позволяющие проводить экстракцию РНК из увеличенного объема об-
разца (500—1000 мкл). При этом более высокая чувствительность обес-
печивается применением методик с получением продукта амплифика-
ции меньшего размера. 

Для проведения реакции обратной транскрипции могут использо-
ваться различные наборы реагентов, содержащие случайные 6-мерные 
праймеры (англ. hexo random), в соответствии с инструкцией производи-
телей. Предпочтительным является применение наборов, содержащих 
генетически модифицированные обратные транскриптазы с пониженной 
активностью РНК-азы H и повышенной термической стабильностью. 

При использовании для проведения реакции обратной транскрип-
ции наборов разных производителей могут предъявляться различные 
требования к необходимости дополнительного разведения кДНК перед 
проведением ПЦР. 

Для проведения ПЦР могут использоваться готовые универсальные 
смеси для ПЦР (мастер-микс), не содержащие олигонуклеотидов для 
амплификации, выпускаемые различными производителями для приме-
нения в научно-исследовательских целях. Используемые смеси для ПЦР 
должны обеспечивать возможность реализации «горячего старта» за 
счет использования термоактивируемых полимераз или физического 
разделения нуклеотидов и Taq-полимеразы. В состав нуклеотидов в 
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данных смесях не должен входить урацил. Алгоритмы применения дан-
ных ПЦР-смесей в комбинации с используемыми олигонуклеотидами 
регламентируются рекомендациями производителя. 

Для проведения детекции продуктов ПЦР могут использоваться 
различные наборы реагентов, предназначенные для электрофоретиче-
ской детекции продуктов амплификации в агарозном геле и их последу-
ющего выделения из геля, в соответствии с инструкцией производителя. 

Автоматическое секвенирование нуклеотидных 

последовательностей, анализ электрофореграмм с получением 

консенсусной последовательности 

8.4. С учетом особенностей геномов норовирусов необходимо от-
давать предпочтение оборудованию для автоматического секвенирова-
ния и программному обеспечению для конструирования общей (консен-
сусной) нуклеотидной последовательности, которые наиболее коррект-
ным образом проводят распознавание и дифференцировку смешанных 
пиков, однонуклеотидных делеций, инсерций и нуклеотидных повторов. 

Автоматическое секвенирование нуклеотидных последовательно-
стей проводится по двум цепям; в противном случае результат анализа 
участка считается недостоверным. Для секвенирования в предлагаемых 
в данных методических рекомендациях методиках применяются те же 
олигонуклеотиды, которые используются для получения продуктов ам-
плификации. 

Результат конструирования консенсусной нуклеотидной последо-
вательности перед ее анализом должен быть пересмотрен оператором. 

Для проверки рекомендуется придерживаться следующего порядка: 
– если в двух электрофореграммах для позиции наряду с четкими 

пиками присутствуют одинаковые подпики, необходимо ввести в пози-
цию вырождение; если подпик присутствует лишь в одной электрофоре-
грамме, ввести в консенсусную позицию нуклеотид, соответствующий 
основному пику; 

– если на одной из электрофореграмм в анализируемой позиции 
присутствует несколько слабовыраженных пиков одновременно, а на 
другой электрофореграмме четкий пик, соответствующий какому-либо 
из нуклеотидов, то в общей последовательности вместо вырождения в 
анализируемой позиции следует поставить четко интерпретируемый 
нуклеотид; 

– если на одной из электрофореграмм в анализируемой позиции 
присутствует несколько четких пиков одновременно, а на другой элек-
трофореграмме один четкий пик, соответствующий какому-либо из нук-
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леотидов, то в общей последовательности данную позицию следует счи-
тать вырожденной; 

– если присутствует эффект смещения (соседние пики накладыва-
ются друг на друга), то в общей нуклеотидной последовательности сле-
дует указать основание, присутствующее на второй электрофореграмме; 

– если присутствует эффект истощения краски (пики с малой ам-
плитудой), то участок электрофореграммы следует исключить из анализа. 

Слабовыраженным пиком считается пик, высота которого меньше 
или равна 1/3 средней высоты пиков в электрофореграмме. Четким пи-
ком – пик, высота которого больше 1/3 средней высоты пиков в элек-
трофореграмме. 

Полученная общая нуклеотидная последовательность должна быть 
проанализирована на наличие стоп-кодонов, делеций/инсерций, нети-
пичных оснований, сдвигов рамок считывания, присутствия в смеси не-
скольких штаммов. 

Дальнейшему анализу и интерпретации подлежит фрагмент секве-
нированной нуклеотидной последовательности с исключением участков, 
комплементарных используемым олигонуклеотидам. 

Оценка достоверности различий между изолятами и 

филогенетический анализ 

8.5. Методики амплификации, представленные в приложениях 1, 2 
к настоящим МР, обеспечивают получение информации о нуклеотидных 
последовательностях в перекрывающихся областях генома и допускают 
проведение оценки в отношении образцов материала, по которым не 
удалось получить единый продукт ПЦР для фрагмента генов полимера-
зы и капсидного белка. 

Достоверное выявление точечных полиморфизмов (п. 8.4) между 
сравниваемыми нуклеотидными последовательностями свидетельствует 
о наличии различий между исследуемыми изолятами норовирусов. 

При изучении филогенетических взаимосвязей идентифицирован-
ных норовирусов филогенетический анализ проводят отдельно для 
участков последовательностей, кодирующих полимеразу и капсидный 
белок.  

IX. Интерпретация результатов 

Таксономическая интерпретация полученных результатов 

9.1. Анализ единой нуклеотидной последовательности фрагментов 
генов полимеразы и капсидного белка VP1 (pol+caps) генома норовиру-
сов, включающей место соединения ОРС1 и ОРС2, позволяет достовер-
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но установить генотип норовируса одновременно по гену полимеразы и 
по гену капсидного белка.  

Анализ отдельных фрагментов гена полимеразы (pol) и гена кап-
сидного белка (caps), полученных с применением комбинации методик, 
не позволяет достоверно установить их принадлежность к одному изо-
ляту, по причине возможного наличия в материале смеси различных 
норовирусов (особенно при анализе материалов из объектов окружаю-
щей среды). 

Особого внимания заслуживают случаи выявления нуклеотидных 
последовательностей, характеризующихся: 

– менее чем 75%-й гомологией с представленными в международ-
ных базах данных последовательностями норовирусов; 

– менее чем 95%-й гомологией с представленными в международ-
ных базах данных последовательностями норовирусов GII.4 известных 
геновариантов; 

– неописанной или нетипичной комбинацией генотипов, опреде-
ленных по генам полимеразы и капсидного белка (при получении еди-
ной нуклеотидной последовательности этого участка генома).  

Образцы, содержащие изоляты, соответствующие данным критери-
ям, могут направляться для дальнейшего изучения в профильные рефе-
ренс-центры Роспотребнадзора16.  

Эпидемиологическая интерпретация полученных результатов.  

Реконструкция связей между различными звеньями 

эпидемиологической цепи 

9.2. Выявление нуклеотидных последовательностей в одном очаге 
при наличии достоверных различий в их нуклеотидном составе на изу-
чаемом участке генома интерпретируется как исключающее эпидемио-
логическую связь источников их изоляции. 

Выявление нуклеотидных последовательностей в одном очаге при 
отсутствии достоверных различий в их нуклеотидном составе свиде-
тельствует о возможном (но необязательном) наличии эпидемиологиче-
ской связи между источниками их изоляции. Заключение о наличии 
эпидемиологической связи принимается с учетом результатов эпиде-
миологического расследования и сведений о генетической вариабельно-
сти патогена на данной территории. 

 
16 Приказ Роспотребнадзора от 01.12.2017 № 1116 «О совершенствовании системы мони-
торинга, лабораторной диагностики инфекционных и паразитарных болезней и индикации 
ПБА в Российской Федерации». 



МР 4.4/3.1.1.0230—21 

15 

Сомнительные результаты оценки идентичности нуклеотидных по-
следовательностей изолятов (смешанные пики, различия в нуклеотид-
ных последовательностях, секвенированных по разным цепям и т. д.) 
интерпретируются в пользу заключения о наличии различий между ними. 

X. Эффективность метода 

10.1. Эффективность метода субвидового типирования на основе 
секвенирования нуклеотидных последовательностей определяется его 
аналитической чувствительностью – минимальной концентрацией РНК 
патогена, обеспечивающей его 100%-е выявление в образцах, и диффе-
ренцирующей способностью (дискриминирующей силой) – средней ве-
роятностью того, что система типирования дифференцирует два нерод-
ственных изолята, случайно выбранных из популяции данного таксона.  

В таблице представлены показатели, доступные для предваритель-
ной характеристики эффективности методик. 

Таблица 

Параметры аналитической чувствительности на различных субтипах  

норовирусов (NoV) человека и дифференцирующей способности  

представленных методик 

Геногруппа/ 
генотип/геновариант 

NoV GII caps 
(G2SKF/ 
G2SKR) 

343 п.н.о. 

NoV GII pol 
(MON431/MON433) 

213 п.н.о.* 

NoV GII pol+caps 
(MON431/G2SKR) 

570 п.н.о.* 

Анали-
тичес-
кая чув-
стви-
тель-
ность** 

GII.4 New Orleans 
[P4 New Orleans] 

5 × 105 5 × 105 1 × 106 

GII.4 Sydney [P31]  5 × 105 5 × 105 5 × 106 

GII.17[P17] 5 × 105 5 × 105 1 × 106 

GII.2[P16] 5 × 105 5 × 105 1 × 106 

Дифференцирующая спо-
собность*** 

1 2 3 

Геногруппа/ гено-
тип/геновариант 

NoV GI caps 
(G1SKF/ 
G1SKR)  

329 п.н.о. 

NoV GI pol 
(MON432/MON434) 

213 п.н.о. 

NoV GI pol+caps 
(MON432/G1SKR) 

579 п.н.о. 

Анали-
тичес-
кая чув-
стви-
тель-
ность** 

GI.6[P6] 5 × 105 5 × 105 1 × 106 

GI.2[P2] 5 × 105 5 × 105 1 × 106 

Дифференцирующая спо-
собность*** 

2 1 3 
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Примечания: 
* значительное количество вырожденных позиций в олигонуклеотидах 

MON 431/432/433/434 (4—5 в пределах одного олигонуклеотида) может обу-
словливать существенные различия в аналитической чувствительности при ис-
пользовании олигонуклеотидов различных синтезов.  

** оценка аналитической чувствительности проводилась с применением 
положительного образца СОП Norovirus GII-rec (клонирование в pET20-ms2). 

*** представлены ранговые значения дифференцирующей способности 
методик (где 3 – максимальная, 1 – минимальная в пределах одной геногруппы), 
оценивавшейся по количеству парсимоничных позиций в пределах анализируе-
мого участка генома. 
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Приложение 1 

к МР 4.4/3.1.1.0230-21 

Методики для амплификации участков генома норовирусов  

II геногруппы 

1. NoV GII область гена капсидного белка VP1 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов  

с матричным регу-
лированием 

Программа для 
амплификаторов  
с активным регу-

лированием Раз-
мер 
про-

дукта Назва-
ние 

Последова-
тельность  

(5’-3’) 

Для 
реакци-
онного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

G2SKF 
CNT GGG 
AGG GCG 

ATC GCA A 

20 
пкм/мкл 

95 С 15мин 95 С 15мин 

343 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 10 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 10 с 

G2SKR 

CCR CCN 
GCA TRH 
CCR TTR 
TAC AT 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 10 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 
4 С 

пауза 
(хранение) 

 
2. NoV GII область гена полимеразы 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов с 
матричным регу-

лированием 

Программа для 
амплификаторов с 
активным регули-

рованием Раз-
мер 
про-

дукта 
Название 

Последова-
тельность 

(5’-3’) 

Для 
реакци-
онного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

MON431 

TGG ACI 
AGR GGI 
CCY AAY 

CA 

20 
пкм/мкл 

95 С 15мин 95 С 15мин 

213 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 10 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 10 с 

MON433 

GGA YCT 
CAT CCA 
YCT GAA 

CAT 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 10 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 4 С 
пауза 

(хранение) 
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3. NoV GII область генов полимеразы и капсидного белка VP1 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов  

с матричным регу-
лированием 

Программа для 
амплификаторов  
с активным регу-

лированием Раз-
мер 
про-

дукта Назва-
ние 

Последова-
тельность  

(5’-3’) 

Для 
реакци-
онного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

MON431 

TGG ACI 
AGR GGI 
CCY AAY 

CA 

20 
пкм/мкл 

95 С 15 мин 95 С 15 мин 

570 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 15 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 15 с 

G2SKR 

CCR CCN 
GCA TRH 
CCR TTR 
TAC AT 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 15 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 
4 С 

пауза 
(хранение) 

Примечание: 
Y – C или T; R – A или G; H – A или C или T; N – C или G или T или A, I – 

инозин. 
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Приложение 2 

к МР 4.4/3.1.1.0230-21 

Методики для амплификации участков генома норовирусов  

I геногруппы 

1. NoV GI область гена капсидного белка VP1 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов  

с матричным регу-
лированием 

Программа для 
амплификаторов  
с активным регу-

лированием Раз-
мер 
про-

дукта Назва-
ние 

Последова-
тельность  

(5’-3’) 

Для 
реакци-
онного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

G1SKF 

CTG CCC 
GAA TTY 
GTA AAT 

GA 

20 
пкм/мкл 

95 С 15 мин 95 С 15 мин 

329 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 10 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 10 с 

G1SKR 
CCA ACC 
CAR CCA 

TTR TAC A 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 10 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 4 С 
пауза 

(хранение) 

 
2. NoV GI область гена полимеразы 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов с 
матричным регу-

лированием 

Программа для 
амплификаторов с 
активным регули-

рованием Раз-
мер 
про-

дукта Назва-
ние 

Последова-
тельность  

(5’-3’) 

Для 
реакци-
онного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

MON432 

TGG ACI 
CGY GGI 
CCY AAY 

CA 

20 
пкм/мкл 

95 С 15 мин 95 С 15 мин 

213 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 10 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 10 с 

MON434 

GAA SCG 
CAT CCA 
RCG GAA 

CAT 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 10 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 4 С 
пауза 

(хранение) 
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3. NoV GI область генов полимеразы и капсидного белка VP1 

Олигонуклеотиды 
(праймеры) 

Рабочие 
концен-
трации 

Программа для 
амплификаторов с 
матричным регу-

лированием 

Программа для 
амплификаторов с 
активным регули-

рованием Раз-
мер 
про-

дукта Назва-
ние 

Последова-
тельность  

(5’-3’) 

для ре-
акцион-

ного 
объема 
25 мкл 

Темпе-
ратура 

Время 
Темпе-
ратура 

Время 

MON432 

TGG ACI 
CGY GGI 
CCY AAY 

CA 

20 
пкм/мкл 

95 С 15 мин 95 С 15 мин 

579 
п.н.о. 

95 С 60 с 40 
цик
лов 

95 С 15 с 40 
цик-
лов 

50 С 60 с 50 С 15 с 

G1SKR 
CCA ACC 
CAR CCA 

TTR TAC A 

20 
пкм/мкл 

72 С 60 с 72 С 15 с 

72 С 2 мин 72 С 2 мин 

4 С 
пауза 

(хранение) 4 С 
пауза 

(хранение) 

Примечание: 
Y – C или T; R – A или G; H – A или C или T; N – C или G или T или A, I  – 

инозин. 
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