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3.2. ПРОФИЛАКТИКА ПАРАЗИТАРНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Серологические методы лабораторной диагностики 
паразитарных заболеваний

Методические указания

1. Область применения
1.1. Настоящие методические указания устанавливают основ­

ные методы серологической диагностики паразитарных заболева­
ний, проводимые аккредитованными, лицензированными лабора­
ториями лечебно-профилактических учреждений, органов и учреж­
дений государственной санитарно-эпидемиологической службы, 
ведомственных учреждений, научно-исследовательских учреждений 
и других диагностических (испытательных) лабораторий вне зави­
симости от ведомственной принадлежности и форм собственности.

1.2. Методические указания предназначены для специалистов 
лабораторий, выполняющих серологические исследования на пара­
зитарные заболевания и использующих медицинские иммунобиоло­
гические препараты (МИБП) отечественного и зарубежного произ­
водства, зарегистрированные на территории Российской Федерации 
и разрешенные к применению Министерством здравоохранения 
Российской Федерации.

2. Нормативные ссылки
• Федеральный закон Российской Федерации «О санитарно- 

эпидемиологическом благополучии населения» № 52-ФЗ от 30.03.99.
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• Положение о государственной санитарно-эпидемиологичес­
кой службе Российской Федерации, утвержденное постановлением 
Правительства РФ № 554 от 24.07.00.

• Положение о санитарно-эпидемиологическом нормировании, 
утвержденное постановлением Правительства РФ№  554 от 24.07.00.

• СанПиИ 3.2.569—96 «Профилактика паразитарных болезней 
на территории Российской Федерации».

• СП 3.1/3.2.558—96 «Общие требования по профилактике ин­
фекционных и паразитарных заболеваний».

• СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами 
III—IV групп патогенности и гельминтами».

• СП 3.3.2.561—96 «Государственные испытания и регистрация 
новых лекарственных иммунологических препаратов».

• ОСТ 91 500.05.001—00 «Стандарты качества лекарственных 
средств».

• МУ 2.1.4.1057—01 «Организация внутреннего контроля 
качества санитарно-микробиологических исследований воды».

3. Отбор проб, хранение и транспортирование материала 
для серологических исследований

Материалом при иммунологических исследованиях может быть 
биологический материал от людей (сыворотка крови, слюна, фекалии), 
а также материал из объектов окружающей среды (почва, вода и др.).

Для выявления антител к антигенам гельминтов и простейших 
у людей иммунологическими методами в настоящее время использу­
ется сыворотка крови обследуемого человека.

3.1. Забор крови на исследование проводится по общеприня­
тым гематологическим методикам (забор венозной крови проводят 
в процедурных кабинетах лечебно-профилактических учреждений 
(ЛПУ), капиллярной крови -  в диагностических лабораториях ЛПУ 
и других аккредитованных лабораториях).

3.2. Подготовка сыворотки проводится в лабораториях.
3.2.1. Кровь в пробирке отстаивают в течение 1—2 ч при ком­

натной температуре или 0,5— 1 ч при 37 °С в термостате, предвари­
тельно отслоив стерильной пастеровской пипеткой или стеклянной 
палочкой сгусток от краев пробирки. Для лучшей ретракции сгустка 
пробирку помещают в холодильник при 4 °С на 1—2 ч или центрифу­
гируют 10 мин при 3 000 об./мии или 20 мин при 1 500 об./мин. Сыво­
ротку отсасывают стерильной пипеткой в стерильные стеклянные
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пробирки (ампулы, флаконы) или полистироловые микропробирки 
типа «Эппендорф» с крышками.

При массовых обследованиях населения ампулы с сывороткой 
перед транспортированием и хранением запаивают, избегая нагре­
вания сыворотки, флаконы закрывают стерильными резиновыми 
пробками, микропробирки закрывают крышками. Ампулы, флако­
ны, микропробирки нумеруют согласно приложенному списку 
больных (обследуемых) или этикетируют с указанием фамилии, 
имени, отчества больного, даты взятия крови.

3.3. Хранение, транспортирование крови и сыворотки.
Кровь доставляется в лабораторию в день взятия. В этот же день 

из нее должна быть подготовлена сыворотка, которая может хра­
ниться до исследования в холодильнике при 2—4 °С не более 4—6 
дней. При длительном хранении (более 2-х недель) сыворотку необ­
ходимо хранить в замороженном виде при температуре -  20—25 °С, 
допускается глубокое замораживание до -  70 °С. Не допускается за­
мораживание и размораживание сыворотки более 1 раза.

Длительное хранение сывороток приводит к частичной потере 
активности антител, особенно иммуноглобулинов класса М (IgM).

При массовом заборе крови от населения, при длительном хра­
нении сывороток до исследования (в течение года) и с целью преду­
преждения потери активности антител, необходимо хранить сыво­
ротки в глубоком холоде, при температуре не выше -  2(>—40 °С.

До замораживания сыворотку от одного обследуемого можно 
разлить в несколько полистироловых микропробирок с крышками 
типа «Эппендорф», что позволяет размораживать не всю сыворотку, 
а ее отдельную часть.

Транспортирование замороженных сывороток должно быть 
при тех же температурных условиях, не допускающих разморажива­
ния (в сумках-холодильниках или термосах со льдом, можно ис­
пользовать сухой лед).

Сыворотку перед исследованием необходимо разморозить пол­
ностью и тщательно перемешать во избежание потери концентра­
ции антител.

4. Общие сведения о инвазиях, выявляемых 
серологическими методами

В клинической практике серологические методы исследования 
являются дополняющими к комплексу клинико-инструментальных 
(эхинококкозы, цистицеркоз, токсокароз) и паразитологических 
(описторхоз, трихинеллез) показателей для целей дифференциаль-
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ной диагностики паразитарного заболевания от заболевания со 
сходной клинической картиной. Серологическая диагностика при­
меняется с целью выявления инвазированных, для оценки эффек­
тивности специфической терапии инвазированных, выявления реци­
дива заболевания.

4.1. Основные гельминтозы, выявляемые серологическими методами
Трихинеллез. Возбудитель нематода Trichinella spiralis и ее ва- 

риитеты. Острое заболевание, сопровождающееся лихорадкой, раз­
витием отеков, миалгией и эозинофилией крови. При тяжелом тече­
нии возможно поражение миокарда, центральной нервной системы. 
Серологическая диагностика трихинеллеза осуществляется с учетом 
штаммовых особенностей возбудителя заболевания, а также состоя­
ния иммунной системы инвазироваиного. Выработка специфиче­
ских антител происходит в период миграции личинок трихинелл и 
концентрации их в мышцах. Их выявление в серологических реак­
циях у лиц, заразившихся при употреблении в пищу мяса домашних 
животных (свиньи) с высокой или средней интенсивностью инвазии 
трихинеллами (200—500 личинок на 1 г мяса) происходит на 15—20 
сутки после заражения. При меньшей интенсивности инвазии сроки 
выявления антител удлиняются. При заражении людей от диких жи­
вотных (медведь, кабан, барсук, нутрия) антитела выявляются спустя 
4—6 недель. В течение 2—4 месяцев показатели серологических ре­
акций могут нарастать. Через 4—5 месяцев после заражения эти по­
казатели снижаются, однако остаются на диагностическом уровне 
не менее 1,5 лет, а при^интснсивном заражении до 2—2,5 и более лет.

Для ранней серологической диагностики трихинеллеза жела­
тельна одновременная постановка двух серологических реакций, 
например, одновременно реакции непрямой гемагглютинации 
(РИГА) и иммуниоферментного анализа (ИФА). Совпадение их ре­
зультатов свидетельствует о правильности диагноза.

Чувствительность ИФА и РИГА достигает 90— 100%, а специ­
фичность -  70—80 %. Результаты двух реакций совпадают в 80— 
90 % случаев. Ложноположительные результаты анализа чаще на­
блюдаются при острой фазе ряда гельминтозов (описторхоз, кло- 
норхоз и др.), в связи с чем для дифференциального диагноза требу­
ется тщательное изучение клинико-эпидемиологического анамнеза. 
Серологический диагноз трихинеллеза ставится на основании 
4-кратного прироста титра антител. При невозможности исследова­
ния сыворотки в начале заболевания, исследуется сыворотка крови, 
полученная в период реконвалесценции. У больных с подозрением
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на трихинеллез, при первичном получении отрицательного или со­
мнительного результата реакции, исследование крови необходимо 
повторить через 10— 14 дней, нарастание титров подтверждает ин­
вазию трихинеллами.

Специфическая терапия трихинеллоцидными препаратами вы­
зывает подъем титров антител, которые сохраняются в диагностиче­
ских значениях на протяжении 6— 12 месяцев, а затем снижаются. У 
лиц с подозрением на трихинеллез и получавших превентивное ле­
чение серологическое обследование проводят через 2— 3 недели по­
сле лечения. У переболевших трихинеллезом антитела сохраняются 
в течение длительного времени -  от 2-х и более лет.

При массовых обследованиях населения на трихинеллез сыво­
ротки крови исследуют в одном диагностическом разведении мето­
дом скрининга, как указывается в инструкциях к тест-системе ИФА 
и диагностическому набору РИГА. В случае положительного ре­
зультата анализа у обследованных и при наличии у них клинической 
картины трихинеллеза, сыворотку титруют в последовательных 
двукратных разведениях, начиная от диагностического.

Показания к серологическому обследованию:
• наличие клинических симптомов (лихорадка неясного генеза, 

отек лица, миалгия, эозинофилия и др.); при миокардитах, менинго- 
энцефалитах неясного генеза, при лейкемоидной реакции по эози­
нофильному типу неясного генеза у пациентов, употреблявших в 
пищу свинину, медвежатину, кабана и мясо других животных -  по­
тенциальных хозяев трихинелл;

♦ расшифровка случаев групповой заболеваемости трихинелле­
зом (вспышки) и выявление контактных на эндемичных территориях 
(на неэндемичных территориях: при наличии в эпиданамнезе указа­
ний на употребление в пищу мяса и мясопродуктов из свинины, мед­
вежатины и других животных -  потенциальных хозяев трихинелл).

Описторхоз. Возбудитель трематода Opisthorchis felineus. Тре- 
матодоз печени, протекающий на ранней стадии в виде острого ал­
лергоза с высокой эозинофилией крови, на поздней -  с преимущест­
венным поражением гепатобилиарной системы, с умеренно повы­
шенным или нормальным уровнем эозинофилов.

Серологическая диагностика описторхоза на ранней фазе забо­
левания, до начала яйцепродукции паразитом, является единствен­
ным методом лабораторной диагностики, при хроническом опи- 
сторхозе является вспомогательным методом, при котором требует­
ся подтверждение паразитологическими методами диагностики. 
Чувствительность реакции (ИФА и РИГА) в острую фазу прибли-
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жается к 100 %, в хронической фазе заболевания -  до 70 %, и зависит 
от интенсивности инвазии. Ложноположительные результаты ана­
лиза возможны при исследовании сыворотки здоровых лиц в 1,0%, 
больных непаразитарными заболеваниями (аллергозы, патология 
желудочно-кишечного тракта, гепатобиллиарной системы, систем­
ные заболевания) -  в 1,5 %, токсоплазмозом -  в 5,6 %, токсокарозом 
-  в 7,3 %, эхинококкозом -  в 15,4 %, трихинеллезом -  в 20,0 %, фас- 
циолезом -  в 29,4 % случаев.

В очагах описторхоза у коренных жителей наблюдаются низкие 
показатели серологических реакций вследствие врожденной толе­
рантности. У пришлого населения (рабочие-вахтовики, переселенцы 
и др.) вследствие отсутствия врожденной невосприимчивости к за­
ражению описторхисами, как правило, регистрируются высокие 
показатели серологических реакций.

При серодиагностике возможно получение ложноотрицатель­
ных результатов на фоне иммунодефицитных состояний вследствие 
сопутствующих хронических заболеваний или индуцированных 
приемом медикаментов (антибиотиков, глюкокортикостероидов, 
химиопрепаратов).

Показания к серологическому обследованию:
• высокая эозинофилия крови или лейкемоидная реакция по эо­

зинофильному типу у лиц, употреблявших в пищу речную рыбу;
• лица, работавшие или проживавшие в эндемичных по опи- 

сторхозу районах, а в настоящее время страдающие заболеваниями 
желчевыводящих путей.

Эхинококкозы. Возбудитель однокамерного эхинококкоза -  
личиночная форма цестоды Echinococcus granulesus, многокамерно­
го эхинококкоза — Echinococcus multilocularis. Тяжелые, хронически 
протекающие гельминтоз ы с поражением печени и других органов, 
приводящие в части случаев к инвалидизации и летальным исходам.

Серологические реакции при эхинококкозах используют для 
первичной диагностики, для оценки результатов оперативного и 
консервативного лечения и наблюдения за больными в динамике, 
для раннего выявления рецидивов заболевания. Локализация и жиз­
неспособность ларвоцист эхинококка гидатидозного и альвеоляр­
ного, интенсивность инвазии, а также состояние иммунной системы 
хозяина влияют на интенсивность антителообразования и выявляе- 
мость инвазированных с помощью серологических реакций.

Наиболее эффективными для диагностики эхинококкозов яв­
ляются реакции РИГА и ИФА, с помощью которых выявляются до 
90—98 % инвазированных, независимо от видовой принадлежности 
паразита. Совпадение двух реакций наблюдается в 90 % случаев.
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Максимальная выявляемость эхинококкозов серологическими ме­
тодами (до 98 %) наблюдается при локализации эхинококковых пу­
зырей живого паразита в печени, брюшной полости и забрюшинном 
пространстве, а также при множественном и сочетанном поражении. 
При поражении легких, а также при наличии 1—3 кист небольшого 
(до 2 см) размера эффективность серологической диагностики ниже 
и колеблется в пределах 70—80 %. Наименее информативны сероло­
гические методы диагностики при эхинококкозе нервной (спинной 
или головной мозг, глаз), мышечной или костной ткани, а также при 
погибшем и обызвествленном паразите. В этом случае чувствитель­
ность диагностических препаратов не превышает 40 %. При сероло­
гической диагностике эхинококкозов возможна регистрация лож­
ноположительных результатов, возникающих при наличии в крови 
неспецифических антител, сходных по структуре с антителами к 
эхинококку. Наиболее часто ложноположительные результаты вы­
являются при соматических и инфекционных заболеваниях, сопро­
вождающихся обширными деструктивными процессами в поражен­
ных органах (цирроз печени, туберкулез легких и других тканей, 
онкологические заболевания). Возникновение ложноположитель­
ных реакций возможно при других гельминтозах (описторхоз, фас- 
циолез и цистицеркоз).

Низкие титры антител могут быть выявлены в ранний период 
болезни (кисты диаметром до 2 см), а также при обызвествленных 
оболочках ларвоцист; резкое снижение титров может наблюдаться 
при далеко зашедшем процессе, в поздней, неоперабельной стадии 
эхинококкозов. Высокие титры антител могут быть выявлены у 
больных с активным процессом, чаще локализованном в органах 
брюшной полости; в случае легочной локализации кисты эхинокок­
ка (даже при наличии кисты больших размеров) титры антител мо­
гут быть низкими.

Показания к серологическому обследованию:
• наличие объемного образования или кист в печени и других 

органах;
• эпидзначимые контингенты -  лица, относящиеся к группам 

риска (охотники и члены их семей; зоотехники; чабаны и пастухи; 
работники кожевенных предприятий т. д.), лица, проживающие в 
очагах эхинококкозов.

Токсокароз -  вызывается мигрирующими личинками аскаридат 
собак Тохосага canis. Инвазия с длительным рецидивирующим те­
чением, полиморфными клиническими проявлениями и высокой 
эозинофилией периферической крови.
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Серологическая диагностика токсокароза основана на резуль­
татах реакции ИФА с антигеном токсокар при исследовании сыво­
ротки крови у лиц с характерным комплексом симптомов: лимфаде- 
нопатия, гепатомегалия, бронхит, бронхиальная астма неясного гс- 
неза, уртикарная сыпь на фоне эозинофилии крови, лейкемоидиая 
реакция эозинофильного типа с характерным эпиданамнезом (на­
пример: геофагия) и др.

У пациентов, имеющих симптоматику, характерную для токсо­
кароза, титры антител (АТ) в ИФА 1:800 и выше подтверждает 
клинический диагноз. У лиц при отсутствии клинической симптома­
тики титр АТ в ИФА 1 : 400 и ниже свидетельствует о контакте че­
ловека с возбудителем без развития патологического процесса. 
Ложноположительные результаты анализа могут наблюдаться у лиц 
с системными лимфопролиферативными заболеваниями и наруше­
ниями в системе иммунитета. Это определяет необходимость прове­
дения анализа клинической картины заболевания. Ложноотрица­
тельный и сомнительный результат анализа может наблюдаться у 
лиц с поражением токсокарами глаз в результате слабого антиген­
ного воздействия. Лиц с низким положительным результатом ИФА 
(титр 1 : 200—1 : 400) ставят на диспансерный учет и каждые 3 меся­
ца проводят серологическое исследование. При появлении клиниче­
ской картины заболевания и повышения титров специфических АТ, 
врач принимает решение о необходимости проведения лечебных 
мероприятий.

4*2, Основные протозоозы, выявляемые серологическими методами
Токсоплазмоз. Возбудитель внутриклеточные простейшие 

Toxoplasma gondii. Широко распространенное протозойное заболе­
вание, характеризуется полиморфизмом клинических проявлений от 
бессимптомного носительстаа до выраженных клинических прояв­
лений. Серологическая диагностика токсоплазмоза осуществляется 
с помощью ИФА для выявления IgM- и IgG-антител и реакции им- 
мунофлюоресценцйи (РИФ). Является важной для дифференциаль­
ной диагностики от заболеваний со сходной клинической картиной. 
Сроки выявления специфических антител и кинетика смены концен­
траций иммуноглобулинов обоих классов индивидуальны, и зависят 
от интенсивности инвазии и иммунного статуса инвазированных. В 
ряде случаев выявление иммуноглобулинов класса IgM в РИФ  и 
ИФА наблюдается через 7— 12 суток после заражения в невысоких 
тшрах. Через 2—3 месяца эти показатели достигают максимума, а 
через 3—4 месяца исчезают. Концентрация антител, относящихся к
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иммуноглобулинам класса IgG, достигает максимума к концу 2 ме­
сяца инвазии, затем снижается, но остается повышенной в течение 
всей жизни инвазированного.

Рекомендуется повторное обследование лиц с положительными 
титрами на токсоплазму через 10— 14 суток, для установления ди­
намики развития болезни. Отсутствие увеличения титров антител 
свидетельствует о хроническом токсоплазмозе. Увеличение титров 
на 3—4 разведения сыворотки свидетельствует об активном течении 
инвазии. Возможна иная схема кинетики выявления в РИ Ф  и ИФА 
иммуноглобулинов классов М и G.

Высокие титры IgM свидетельствуют об острой стадии болез­
ни. Высокие титры IgG могут свидетельствовать об обострении 
хронической инфекции, если есть клинические проявления, харак­
терные для токсоплазмоза. Низкие титры IgG указывают на субкли­
ническую, латентно протекающую инфекцию. Повышение и пони­
жение титров антител можно считать достоверными, если разница 
предыдущего и последующего исследования различается по крайней 
мере на 4 разведения.

Показания к обследованию на токсоплазмоз:
• беременные женщины по показаниям, с сероконверсией;
• больные токсоплазмозом, получающие специфическое лечение;
• дети, рожденные от матерей с отягощенным анамнезом по 

токсоплазмозу;
• эпидзначимые контингенты: ветеринарные и другие специа­

листы, связанные в работе с кошками и собаками;
• больные с клиническими проявлениями, характерными для 

токсоплазмоза.
Амебиаз. Возбудитель Entamoeba histolytica.
Серологическая диагностика позволяет подтвердить внекишеч- 

ный амебиаз, при котором паразитологическая диагностика невоз­
можна. Реакция иммунофлюоресценции (РИФ) обладает высоким 
диагностическим потенциалом при выявлении этой инфекции за счет 
высокой чувствительности, специфичности и воспроизводимости.

Определение специфических антител в РИФ с амебным антиге­
ном имеет принципиальное значение для уточнения этиологии про­
цесса с локализацией поражений в толстом кишечнике; при прове­
дении дифференциальной диагностики заболеваний, клинически 
сходных с амебным абсцессом печени (ААП), особенно для боль­
ных, прибывших или вернувшихся из стран жаркого или тропиче­
ского пояса. Серологические исследования особенно ценны при вы­
явлении внекишечных форм амебиаза: 98— 100% клинически выра-
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женного ААП. Реакция иммунофлюоресценции дает положитель­
ный результат в 75—80 % случаев инвазивного амебиаза кишечника, 
особенно при молниеносном колите, амебоме и перитоните. При 
интерпретации результатов РИФ следует учитывать, что титр 1 : 320 
и выше свидетельствует, как правило, о клинически выраженной, 
чаще внекишечной форме амебиаза. В титре 1 : 80— 1: 160 реакция 
может быть положительной у больных амебиазом в момент обсле­
дования или переболевших в недавнем прошлом, а также в случае 
вялотекущих, стертых форм кишечного амебиаза. РИФ в w ip e  1 : 40 
может быть положительна у лиц с симптомами кишечного амебиаза 
при соответствующем эпиданамнезе и неотягощенном статусе боль­
ного. В этом случае эффективно исследование парных сывороток, 
т. к. подъем уровня антител после лечения, безусловно, свидетельст­
вует в пользу амебной этиологии процесса. Ложноположительный 
результат в титре 1 : 40 может быть зарегистрирован у больных с сис­
темным аутоиммунным и онкопроцессом (III—IV стадии). Реакция 
иммунофлюоресценции в низких титрах (1 : 20— 1 : 40) позволяет вы­
явить среди зараженных бессимптомных носителей возбудителя амо 
биаза. Последовательное неуклонное снижение у переболевших уров­
ня антител ниже 1 : 20 — показатель эффективности лечения в против­
ном случае подъем титров и появление клинических симптомов сле­
дует оценивать как рецидив болезни.

При амебиазе реакция иммунофлюоресценции используется 
для подтверждения клинического диагноза, наблюдения за динами­
кой заболевания и последствий инфекции, вызванной дизентерий­
ной амебой, при эпиднадзоре.

Отечественные тест-системы на амебиаз находятся в стадии 
разработки.

Лямблиоз. Возбудитель Lamblia intestinalis
В настоящее время на лямблиоз предприятиями бакпрепаратов 

выпускаются отечественные диагностические тест-системы как экс­
периментальные для проведения иммуноферментного анализа сы­
воротки крови. Имеются зарубежные диагностические тест-системы, 
в т. ч. для определения лямблиозных антигенов в фекалиях.

Антитела к антигенам лямблий проявляются на 10—14 день по­
сле начала инвазии и присутствуют в крови и секретах человека 
практически на всех ее стадиях. Через 1—2 месяца после полной 
элиминации паразита концентрация специфичных IgG в крови че­
ловека резко снижается.
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5. Основные принципы проведения серологических 
методов исследования

5.1. Реакция иммунофлюоресценции (РИФ)
Иммунофлюоресцентный метод (непрямой вариант) представ­

лен двухэтапной реакцией, при которой обнаружение искомого ан­
титела в комплексе антиген—антитело (АГ—АТ) (1 этап) происхо­
дит с помощью конъюгата -  антиглобулина, гомологичного по от­
ношению к белкам иммунной сыворотки, меченного флюоресцеин- 
изотиоцианатом. Добавление конъюгата не обязательно для выяв­
ления комплекса АГ—АТ при наблюдении в люминесцентном мик­
роскопе. В диагностический набор для РИФ входит: антигенный 
препарат (специально размеченные предметные стекла с зафиксиро­
ванной на их поверхности взвеси корпускулярного антигена), кон­
трольные положительная и отрицательная сыворотки, люминесци- 
рующая антивидовая сыворотка и реагенты.

Принцип проведения реакции иммунофлюоресценции 
(непрямой вариант)

• Подготовка растворов.
• Титрование испытуемых сывороток и их контрольных образцов.
• Нанесение подготовленных разведений испытуемых и кон­

трольных образцов сывороток на специально размеченные пред­
метные стекла с антигеном.

• Инкубация препаратов с образцами во влажной камере (вре­
мя и температура согласно инструкции.

• Отмывание препаратов в трех сменах фосфатно-солевого бу­
фера (ФСБ) от непрореагировавших компонентов сыворотки.

• Высушивание препаратов на воздухе.
• Нанесение люминесцирующей антисыворотки (конъюгата) в 

рабочем разведении на стекла с антигеном.
• Инкубация препаратов во влажной камере при комнатной 

температуре.
• Отмывание препаратов в трех сменах ФСБ от непрореагиро­

вавших компонентов флюоресцирующей антисыворотки.
• Высушивание на воздухе.
• Нанесение препаратов на предметное стекло в забуференный 

глицерин под покровные стекла.
• Микроскопирование препаратов в люминесцентном микроскопе.
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Результаты реакции оценивают по наличию и интенсивности 
поверхностного зеленовато-желтого свечения клеток антигена по 
4-балльной системе:

• 3—4 креста -  яркая флюоресценция зеленого цвета по пери­
ферии клетки токсоплазм, четко контрастирующая с телом клетки;

• 2 креста -  слабое, но явно зеленое свечение периферии клетки,
• 1 крест -  очень слабое свечение периферии клетки, не контра­

стирующее с телом клетки.
Отсутствие свечения клеток и их границ «ободка» в отрица­

тельном контроле при ярком флюоресцировании «ободка» клеток, 
обработанных положительной контрольной сывороткой, подтвер­
ждает надежность проводимого исследования.

За титр реакции принимают то разведение сыворотки, в кото­
ром 50% и более клеток антигена в каждом изученном поле зрения 
имеют четкое специфическое поверхностное свечение. Значение ди­
агностического титра -  1/80— 1/100.

5.2. Реакция непрямой гемагглютинации (РИГА)
Реакция непрямой гемагглютинации основана на способное!и 

эритроцитов адсорбировать на своей поверхности антиген и при 
контакте со специфическими антителами склеиваться и образовы­
вать осадок, видимый невооруженным глазом.

Она рекомендуется для диагностики описторхоза в острой фазе, 
трихинеллеза и эхинококкоза в острой и хронической фазах заболе­
вания рекомендуется РИГА. Метод обладает высокой чувствитель­
ностью (до 90—98 %) в острой фазе описторхоза, трихинеллеза и 
хронической ~ трихинеллеза и эхинококкоза. В хронической фазе 
описторхоза чувствительность РИГА не превышает 45 %.

Реакцию непрямой гемагглютинации можно использовать в 
качестве теста, дополняющего результаты иммуноферментного ана­
лиза, для повышения достоверности серологической диагностики 
гельминтозов.

Диагностический набор содержит: формалинизированные
эритроциты барана, сенсибилизированные специфическим антиге­
ном (Д+), эритроциты барана без антигена (Д-), сыворотка диагно­
стическая агглютинирующая, положительный контрольный тест 
(К+), сыворотка нормальная человека -  отрицательный контроль­
ный тест (К-), эритроциты барана сухие (Э), реагент для приготов­
ления раствора для разведения сывороток.
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5.2.1. Принцип постановки РИГА
Проведение реакции непрямой гемаглютинации с использова­

нием промышленных препаратов включает следующие этапы, кото­
рые должны точно соответствовать инструкции по применению ис­
пользуемого препарата:

1) подготовка растворов, необходимых для проведения анализа;
2) подготовка испытуемых сывороток и контрольных сыворо­

точных образцов;
3) нанесение на планшет испытуемых и контрольных образцов;
4) внесение диагностикума (Д+) и эритроцитов без антигена (Ц-);
5) инкубация;
6) учет результатов.
Результаты анализа учитываются в титрах и по интенсивности 

реакции, выраженной в крестах. При оценке результата реакции по 
4-крестной системе учитывается характер осадка эритроцитов на 
дне лунок:

• резко интенсивная реакция (++++) -  все эритроциты агглю­
тинированы и покрывают дно лунок, образуя «зонтик»;

• интенсивная реакция (+++) -  агглютинированы почти все 
эритроциты, образуя зонтик, в центре которого имеется заметное 
кольцо из осевших неагглютинированных эритроцитов;

• реакция средней интенсивности (++) -  на дне лунки различа­
ется осадок из неагглютинированных эритроцитов в виде плотного 
широкого кольца;

• реакция слабой интенсивности (+) -  мелкие агглютинаты на 
дне лунки, большинство эритроцитов не агглютинировало и осело в 
центре лунки в виде маленького кольца;

• реакция отрицательная (-) -  эритроциты осели на дне лунки, 
образуя «пуговку» или маленькое колечко с ровными краями.

Учет проводится при соответствующих показателях контролей:
Д+ -  не образует спонтанной агглютинации в отсутствии сыво­

роток, с К- -  не агглютинируют в разведении выше диагностическо­
го титра, с К+ -  агглютинируют (см. инструкцию по применению).

Д—  не образуют спонтанной агглютинации в отсутствии сы­
воротки, а также с К+ и испытуемыми сыворотками.

Титром сыворотки считают последнее разведение, при котором 
наблюдается четкая агглютинация не менее чем на 3 креста (+++). 
Диагностические титры реакции с эритроцитарными диагностику- 
мами указаны в инструкции по применению.
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5.3. Иммуиоферментиый анализ (И Ф А)
Реакция иммуноферментного анализа (ИФА) основана на спе­

цифическом взаимодействии антигена и антитела с предваритель­
ной иммобилизацией (фиксацией) одного из компонентов реакции 
(антигена или антител) на твердофазном носителе (в лунках поли­
стироловых планшетов, стрипов и др.) и выявления образовавшего­
ся комплекса АГ—АТ посредством ферментной метки (конъюгат). 
Выявление образовавшегося комплекса осуществляется по измене­
нию интенсивности окраски (оптической плотности) субстратной 
смеси, содержащей вещество, с которым реагирует фермент, и инди­
катор, изменяющий цвет под действием продуктов реакции фер­
мент—субстрат.

Реакция ИФА обладает рядом преимуществ перед другими се­
рологическими тестами, которые состоят в следующем:

• высокой специфичности и чувствительности;
• возможности использования универсальных реагентов и от- 

контролированных диагностических тест-систем; высокая стабиль­
ность реагентов (не менее б месяцев);

• возможность стандартизации проведения анализа и учета его 
результатов за счет автоматизации процесса.

В используемых в медицинской практике на территории России 
тест-системах ИФА участвует 3 компонента: антиген паразита, специ­
фические антитела исследуемой сыворотки крови и конъюгат (мечен­
ные ферментом антивидовые антитела или протеин А  стафилококка).

Реакцию АГ—АТ с коньюгатом выявляют путем введения в со­
став субстратной смеси одного из хромогенов: ортофенилендиамина 
(ОФД), 5-аминосалицидовой кистолы (5-АС) или тетраметилбензи- 
дин (ТМБ).

Учет результатов при использовании 5-АС и ОФД проводят по 
оптической плотности при длине волны 492 нм, а при использова­
нии ТМ Б -  при 450 нм на сканирующем спектрофотометре типа 
Мультискан, Униплан, Биоскрин, Стат-Факс и т. п. При отсутствии 
прибора автоматического измерения оптической плотности возмо­
жен визуальный учет результатов анализа по интенсивности цвето­
вой окраски раствора в тех случаях, когда это предусмотрено инст­
рукцией по применению.

Диагностический набор (тест-система) включает:
• твердофазный носитель с адсорбированным на нем специфи­

ческим антигеном паразита;
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• контрольные тест-сыворотки (диагностические, отрицатель­
ные и положительные) для определения правильности хода реакции 
и оценки результатов анализа;

• основные ингредиенты для приготовления растворов, исполь­
зуемых в ходе реакции.

5.3. L Подготовка к работе
Режим работы лаборатории, выполняющей серологические ис­

следования на паразитарные заболевания, должен соответствовать 
СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV 
групп патогенности и гельминтами».

Все исследуемые образцы сывороток крови следует считать по­
тенциально инфицированными, независимо от результатов тестов, 
которые провел производитель тест-системы.

5.3.2. Подготовка проб исследуемых сывороток
Подготовку сыворотки крови проводить в соответствии с п. 3 

(п.п. 3.2). Сыворотку во избежание гемолиза крови следует отбирать 
не позже чем через 2 ч после взятия крови. Тест-системы отечествен­
ного производства и некоторые импортные наборы чувствительны к 
наличию гемолиза в пробе и вследствие этого могут давать ложнопо­
ложительные результаты. При приготовлении сывороток должны 
быть приняты все меры, позволяющие исключить их контаминацию.

5.3.3. Принцип постановки ИФА
Проведение иммуноферментного анализа с использованием 

промышленных диагностических препаратов включает следующие 
этапы, которые должны точно соответствовать инструкции по при­
менению используемого препарата:

1. Подготовка растворов, необходимых для проведения анализа
• Фосфатно-солевой буферный раствор (ФСБ), состоящий из 

солей и твина. Этот раствор используется как отмывающий в ходе 
реакции и доя приготовления раствора для разведения сывороток. 
Состав солей и навески для приготовления раствора ФСБ определе­
ны в инструкции. В большинстве тест-систем раствор ФСБ прилага­
ется в концентрированном виде, и для приготовления рабочего рас­
твора требуется только разведение дистиллированной водой до 
объема, указанного в инструкции.

• Раствор для разведения контрольных и испытуемых сывороток 
готовится на рабочем растворе ФСБ (см. инструкцию по применению).

18



МУ 3.2.1173—02

Разведение всех ингредиентов (сыворотка, конъюгат, субстрат­
ная смесь и др.) и объемы их внесения в планшет должны соответст­
вовать инструкции по применению.

2. Подготовка испытуемых сывороток и контрольных образцов
• Если тест-система укомплектована контрольными сыворот­

ками в рабочем разведении, то они не требуют дополнительных раз- 
ведений. При укомплектации тест-систем контрольными сыворот­
ками (отрицательной, положительной, диагностической) в сухом 
виде или исходными растворами -  необходимо приготовить рабо­
чие разведения, в концентрациях, указанных в инструкции или не­
посредственно на флаконах.

Подготовленные испытуемые сыворотки разводят раствором 
для разведения сывороток в отдельных планшетах. Нельзя приме­
нять для предварительного разведения сывороток неиспользован­
ные планшеты из наборов с сорбированными антигенами или анти­
телами. Разведенные сыворотки хранению не под лежат.

Для получения рабочих разведений в соотношениях, которые 
указываются в инструкции. Например: 1 : 100 или 1: 200, т. е. к 100 
или, во втором случае, к 200 частям раствора для разведения сыво­
ротки добавляется 1 часть нативной сыворотки обследуемого.

Если сыворотки испытуемой или контрольной взяли объем, 
равный 0,01 мл, то при разведении 1 : 100 необходимо взять 1 мл 
раствора для разведения сыворотки (0,01 мл х 100 частей = 1,0 мл), а 
при разведении 1 : 200 необходимо взять 2 мл раствора для разведе­
ния сыворотки (0,01 мл х 200 частей = 2 мл).

Приготовление рабочих растворов контрольных сывороток 
тест-ситемы (К+, К -, Кд) требуется только в тест-системах, где это 
указано в инструкции.

Следует учитывать, что сыворотки и типичные разводящие 
растворы для сывороток могут различаться по плотности и вязко­
сти. Поэтому при приготовлении разведений их следует тщательно 
перемешать пипетированием.

3. Нанесение на планшет испытуемых и контрольных образцов
При скрининге сыворотки исследуют в одном диагностическом 

разведении, внося их во все лунки планшета, кроме одной (контроль 
конъюгата).

Следует убедиться в том, что исследуемый образец или реагент 
внесен в лунку.

Испытуемые и контрольные образцы сывороток вносят в соот­
ветствии с протоколом исследования (см. прилож. 3).
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При тестировании проб сывороток в последовательных дву­
кратных разведениях (титрование) их разводят на том же растворе во 
вспомогательных рядах пробирок или лунок планшетов для микро­
титрования. Контрольные образцы (К+, К-) вносят без раститровки.

Реакция связывания антител с антигенами начинается сразу по­
сле внесения сыворотки в лунку, поэтому желательно уменьшить 
период между внесением первой и последней сывороток на планшет. 
В случае длительного времени внесения образцов (например, поста­
новка цельного планшета) рекомендуется перестановка сывороток, 
дающих оптическую плотность в ближайшем к серой зоне районе 
оптических плотностей.

Если допущена ошибка при внесении анализируемых образцов 
(например, 2 сыворотки внесены в одну лунку), нельзя, опорожнив 
эту лунку, вносить в нее новый образец -  такая лунка бракуется.

4. Инкубаций
Планшет закрывается крышкой и инкубируется при температу­

ре и сроке в соответствии с инструкцией по применению.
5. Промывка
Несвязавшиеся компоненты сыворотки удаляют из лунок 

планшета отсасыванием или вытряхиванием в дезраствор. Отмывка 
оставшихся в лунках несвязавшихся компонентов сыворотки осуще­
ствляется рабочим раствором ФСБ. При этом заполняют лунки до 
краев, не переливая через край, количество промывных циклов рег­
ламентируется инструкцией по применению. Равномерность запол­
нения и опорожнения всех лунок планшета, а также отсутствие пу­
зырьков воздуха контролируют визуально в процессе промывки.

6. Внесение конъюгата
Внесение конъюгата в лунки планшета (стрипа) производится в 

рабочем разведении и объеме, соответствующем инструкции по при­
менению.

Инкубацию планшетов (стрипов) с конъюгатом проводят в со­
ответствии с инструкцией по применению. После чего несвязавшийся 
конъюгат удаляется и проводится промывка лунок, как указано выше.

7. Нанесение субстратной смеси
Рабочий раствор субстратной смеси готовится непосредственно 

перед использованием (следует исключить воздействие прямого 
солнечного света) и вносится в лунки в объеме, предусмотренном 
инструкцией по применению.

Завершающий этап реакции -  выдерживание внесенного рабоче­
го раствора субстрата на планшете (стрипе) в темном месте (или свер­
ху закрыть темной бумагой) при комнатной температуре до полного
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развития окраски при АСК в качестве хромогена или определенное 
время (указанное в инструкции) при использовании ОФД или ТМБ.

Перед учетом результатов реакцию останавливают внесением в 
планшет стоп-реагента, если это предусмотрено инструкцией по 
применению.

8. Учет результатов
Учет результатов проводится инструментально с помощью 

приборов измерения (типа: «Мультискан», «Униплан», «Биоскрин», 
«Стат-Факс» и др.) с длиной волны оптической плотности 492 нм 
или 450 нм или визуально. Визуальный учет результатов анализа 
возможен в тех случаях, когда это предусмотрено инструкцией по 
применению.

Оценку результатов проводят только в том случае, если окраска 
субстратной смеси в лунках с положительным контрольным образ­
цом имеет интенсивное окрашивание, а в лунках с отрицательным 
контрольным образцом и контролем конъюгата (без сыворотки) - 
бесцветная или слабо-окрашенная и (или) регистрируемая оптическая 
плотность (ОП) в лунках с контрольными образцами должна cooi- 
ветствовать таковым, определяемым инструкцией по применению.

При визуальном учете результатов реакции положительной счи­
тают исследуемую сыворотку, если обусловленная ею окраска суб­
стратной смеси более интенсивная, чем в лунках с диагностическим 
контролем (К*) на стрипах с этим же антигеном. При инструменталь­
ном учете положительно реагирующей с антигеном считают сыво­
ротку, если ее значение ОП в начальном разведении (определяемое 
согласно инструкции) превышает значение ОП диагностического 
контроля в том же разведении на стрипах с этим же антигеном.

Скрининг
Исследуемую сыворотку считают положительной, если значе­

ние ее ОП в диагностическом разведении равно или превышает зна­
чение диагностического уровня (ДУ):

* ОПк- в 2—3 раза;
* ОП, вычисленного по приведенной в инструкции расчетной 

формуле диагностического уровня;
* ОПкд.
Существует метод учета концентрации специфических антител, 

выраженный в международных единицах (МЕ/мл), в этом случае 
оценку результатов проводят по калибровочной кривой, построенной 
по результатам ОП стандартных, приложенных к тест-системе тест- 
образцов с определенной концентрацией АТ, выраженной в МЕ/мл.
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Другой метод определения концентрации специфических анти­
тел предложен Всемирной организацией здравоохранения 1987 г. В 
этом случае концентрация выражается в антительных единицах 
(АЕ). Формула расчета АЕ следующая:

АЕ = (ОПисп -  ДУ/ОПк. -  ДУ) • 100, где
ОПисп -  ОП испытуемой сыворотки,
ДУ -  ОП диагностическая,
ОПк+ -  ОП контрольного положительного образца.
Раститровка
При определении титра антител за титр принимают то наи­

большее се разведение, при котором значение ОП равно или пре­
вышает значение ОП диагностического уровня по инструкции. В 
ряде случаев титр сыворотки определяют по ее разведению, при ко­
тором показатель ее ОП превышает в 2— 3 раза ОПк- в диагностиче­
ском разведении, что определяется инструкцией по применению.

Следует учитывать, что реакция окисления ОФД при добавлении 
серной кислоты до конца не останавливается. Поэтому измерять оп­
тическую плотность в лунках необходимо не позднее чем через 30 мин 
после добавления серной кислоты в качестве стоп-реагента.

Если в инструкции по применению не введено понятие «серой 
зоны», то желательно учитывать возможное влияние ошибок дози­
рования пипеткой (5 %) и измерения оптической плотности спек­
трофотометром () 0 %). Таким образом, сыворотки, оптическая 
плотность которых после постановки ИФА отличается не более чем 
на 15 % от диагностического уровня реакции, следует признавать 
сомнительными.

Помимо метода постановки И Ф А  с применением в качестве 
твердофазного носителя полистироловых планшетов или стрипов 
на территории Российской Федерации разрешены к применению 
тест-системы с использованием в качестве носителя пластиковых 
гребней, на зубцы которых нанесены специфический антиген и кон­
трольные тест-образцы.

Реакция проводится с ингредиентами, заранее внесенными в 
ячейки реационной ванны. Результат оценивают по изменению ок­
раски реакционных точек гребня (место нанесения антигена и кон­
трольных антител, показывающих факт прохождения реакции).

Интерпретация результатов анализа.
Г1о результатам постановки ИФ А в одном диагностическом 

разведении (скрининг) без определения концентрации антител в ис­
пытуемой сыворотке (расчетных формул, калибровочных кривых 
или титров антител) можно судить только о факте встречи паразита
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и хозяина. Определение концентрации специфических антител (в 
титрах, M E, АЕ) и ее изменение при раститровке позволяет судить о 
характере патологического процесса, а также об эффективности спе­
цифического лечения.

5.3.4. Правша работы с ингредиентами тест-систем ИФЛ
Хранение и использование тест-систем ИФА
Использовать реагенты и тест-системы не позднее указанного 

срока годности (при соблюдении условий хранения)
Не использовать реагенты из разных серий тест-систем И Ф А , 

даж е одного наименования.
Хранить реагенты и тест-системы, строго соблюдая условия, 

указанные производителем.
Перед использованием в ИФА температура всех реагентов 

долж на быть доведена до комнатной -  (18 ± 2) °С.
Неиспользованные стриповые планшеты тест-систем И Ф А  

должны храниться в закры ты х полиэтиленовых пакетах или фольге 
с вложенным поглотителем влаги (при его наличии).

Требования к посуде и наконечникам для пипеток
1. Использовать наконечники для пипеток в процессе поста­

новки И Ф А  однократно.
2. П о окончании постановки наконечники пипеток, используе­

мые для разных ингредиентов, моют и обрабатываю т отдельно.
3. Отбор концентрата ТМ Б проводить только новыми нако­

нечниками.
4. Наконечники, используемые для внесения субстратной смеси 

с разными хромогенами, хранить и использовать раздельно.
5. Для каждого из используемых в И Ф А  реагентов необходимо 

иметь отдельную посуду и наконечники.
6. Для мытья посуды и наконечников не использовать синтети­

ческие моющие средства.
Постановка реакции

1. П ри использовании замороженных образцов сывороток или 
других ингредиентов необходимо полностью разморозить их и за­
тем перемешать пипетированием.

2. При разведении образцов сывороток и других ингредиентов 
необходимо тщательно перемешивать приготавливаемый раствор.

3. Все лунки планшета должны равномерно заполняться вноси­
мыми реагентами.

4. При промывании планшетов необходимо заполнять лунки 
промывочным раствором полностью.
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5. Избегать подсыхания лунок планшетов между внесением 
растворов.

6. Ые касаться дна лунок планшетов во избежание их загрязнения.
7. Строго соблюдать временной и температурный режим по­

становки ИФА.
8. При учете результатов необходимо визуально контролиро­

вать показатели ОП, полученные на ридере:
9. Использовать только поверенные и аттестованные измери­

тельные приборы (ридер, pH-метр и др.)
Правила работы с ингредиентами

1. Все используемые в ИФА хромогены являются свето- и вла­
гочувствительными, поэтому должны храниться в плотно закрытой 
посуде в сухом и темном месте.

2. Не следует использовать сломанные таблетки хромогенов.
3. Не следует использовать флаконы с жидкими компонентами 

тест-системы, в которых наблюдается бактериальный рост или из­
менение цвета раствора.

4. Для приготовления растворов реагентов следует использо­
вать дистиллированную воду.

Помимо описанного метода постановки ИФА в лунках план­
шетов или стрипов, существуют тест-системы с твердофазным носи­
телем других форм (гребни, шараки, пробирки и т. д.).

5.4* Порядок направления рекламации поставщикам 
(производителям) диагностических тестов

При направлении поставщикам (производителям) диагностиче­
ских медицинских иммунобиологических препаратов рекламаций на 
качество тест-систем необходимо учитывать следующее:

• рекламации предъявляются лишь к сериям иммунобиологиче­
ских препаратов, у которых не истек срок годности;

• рекламация направляется в два адреса -  предприятию изгото­
вителю (адрес на упаковках диагностических наборов) и в Институт 
медицинской паразитологии и тропической медицины им. Е. И. Мар- 
циновского Московской медицинской Академии им. И. М. Сеченова 
(г. Москва, ул. М. Пироговская, д. 20);

• в рекламации следует подробно изложить претензии, предъ­
являемые к тест-системе (серии) диагностического препарата, а так­
же приложить копии протоколов опытов, свидетельствующих о не­
удовлетворительном качестве препаратов;
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• одновременно с рекламацией в адрес института отправляются 
(авиапочтой или с нарочным) тест-системы (невскрытые) из рекла­
мационной серии.

5.5. Лабораторный контроль
Качество и достоверность лабораторных исследований зависят 

от организации внешнего и внутреннего лабораторного контроля, 
которые состоят из отдельных процедур (методик), направленных 
на получение надежных и сопоставимых результатов анализов.

5.5. /. Внутренний лабораторный кошпроль
Контроль качества внутренний (внутрилабораторный) -  система 

мер, предназначенных для оценки качества результатов анализа, по­
лученных в лаборатории. Внутренний контроль качества лаборатор­
ных исследований -  это комплекс выполняемых лабораторией меро­
приятий и процедур, направленных на обеспечение и контроль ста­
бильности требуемых условий для проведения анализов, а также пре­
дупреждения неблагоприятного воздействия факторов, возникающих 
в процессе подготовки, выполнения и оценки результатов анализа.

Внутрилабораторный контроль качества включает контроль 
воспроизводимости и точности (правильности) и может осуществ­
ляться с помощью методов, использующих специальные контроль­
ные материалы или средства ряда методов, не требующих кон­
трольных материалов.

Внутрилабораторный контроль качества предусматривает оцен­
ку деятельности всего медперсонала, участвующего в этапах работы, 
т. к. на любом из них возможны ошибки, связанные с подготовкой 
больного к исследованию, забором пробы, ее подготовкой к исследо­
ванию, хранением образцов и т. д. Возможны неточности при выпис­
ке и регистрации готовых анализов, а также в их трактовке.

Комплекс организационно-технических мероприятий, позво­
ляющих контролировать технические и метрологические характери­
стики выпускаемых изделий, осуществляется на основе положения 
Государственной системы обеспечения единства измерений (ГСИ).

Для вновь разработанных приборов и установок проводят го­
сударственные испытания. Для изделий, изготовленных серийно, 
проводят испытания на заводе-изготовителе при выпуске.

Измерительные приборы подлежат поверке в соответствии с 
ГОСТ 8002—71. В соответствии с руководством по метрологиче­
скому обеспечению средств измерений определен порядок и сроки 
поверки измерительных приборов в лабораториях. Измерительные 
приборы поверяются ведомственными метрологическими органами
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в соответствии с инструкцией, в которой указываются производи­
мые операции и средства поверки. Поверке подлежат все техниче­
ские и метрологические показатели, записанные в паспорте, прила­
гаемом к прибору. Работать на неповеренном приборе запрещается.

В каждой лаборатории необходимо проводить контроль каче­
ства используемого оборудования, который включает поверку и 
регистрацию состояния холодильников, водяных бань, термостатов, 
пипеток, таймеров, а также контроль качества дистиллированной 
воды (чистота, величина pH) в соответствии с МУ 2.1.4.1057—01 
«Организация внутреннего контроля качества санитарно-микробио­
логических исследований воды».

Паспорт производителя. К каждой серии наборов производи­
тель прикладывает паспорт, в котором отражены, в т. ч., значения 
ОПк+ и ОПк-. В случае, если получены результаты, сильно отли­
чающиеся от паспортных, следует проверить еще раз правильность 
постановки ИФА и, исключив возможность ошибки в проведении 
анализа и интерпретации полученных результатов, обратиться к 
производителю тест-систем.

Лабораторный контроль качества испытуемых тест-систем 
осуществляется в процессе их использования по показателям ОП 
всех контрольных точек (К +, К -, Кд, контроль конъюгата), опреде­
ляемых паспортом производителя и инструкцией по применению.

Методы контроля качества, не требующие контрольных материалов
В лабораторной практике достаточно широко применяют ме­

тоды контроля качества, в которых используют результаты иссле­
дования образцов пациентов.

Основные преимущества этих методов
1. Не требуют специального контрольного материала.
2. Обнаруживают ошибки, не выявленные другими методами.
3. Распространяют контроль на весь процесс исследования.
К ним относятся
1. Метод параллельных проб.
2. Исследование случайной пробы.
3. Исследование повторных проб.
Методы позволяют оценить воспроизводимость результатов 

исследований с помощью образцов сыворотки (плазмы) больных.
Контроль качества при проведении иммунологических 

(серологических) исследований
Основные направления в организации внутреннего контроля 

качества, и в первую очередь контроля соблюдения требований к 
условиям проведения анализа (лабораторные помещения, воздуш-
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ная среда, температурные режимы инкубации и хранения, режимы 
дезинфекции и стерилизации), определены в нормативно-методичес­
кой документации: МУ 2Л .4.1057—01 «Организация внутреннего 
контроля качества санитарно-микробиологических исследований 
воды», СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами 
III—IV групп патогенности и гельминтами».

Перед проведением анализа контролируется следующее
1. При получении новой серии наборов тест-систем следует 

обязательно прочитать инструкцию. Практически все тест-системы 
совершенствуются, что может отразиться на методиках подготовки 
реактивов и протоколе реакции. Кроме того, тест-системы одного 
типа, но выпущенные разными предприятиями, могут иметь свои 
особенности постановки.

2. Хранить реагенты и тест-системы, строго соблюдая условия, 
указанные производителем. Использовать реагенты и тест-системы не 
позднее указанного срока годности (при соблюдении условий хране­
ния). Неиспользованную часть планшета (стрипы) необходимо хранить 
в герметично закрытом (заклеенном) пластиковом пакете или в фоль­
ге, вкладывая внутрь пакетик с силикагелем для поглощения влаги.

3. Нельзя использовать наборы с истекшими сроками годности 
и смешивать реактивы из разных серий наборов.

4. Строго соблюдать временной и температурный режим по­
становки ИФА. При проведении реакции при низких температурах 
в лабораторных помещениях необходимо поддерживать комнатную 
температуру 1 8 ± 2 ° С с помощью комнатных обогревателей или 
пользоваться при выполнении реакции ИФА настроенным на ком­
натную температуру термостатом.

5. Перед началом работы коробка набора должна быть вскры­
та, а компоненты выдержаны при комнатной температуре в течение 
не менее 30 мин.

6. Если планшет разборный, и используются не все стрипы сра­
зу, то после вскрытия оставшиеся стрипы следует поместить в пакет, 
который необходимо закрыть. Не следует удалять пакетик с влаго­
поглотителем.

7. При использовании замороженных образцов сывороток или 
других ингредиентов необходимо полностью разморозить их и за­
тем перемешать пипетированием.

8. Флаконы с лиофилизированными реактивами следует вскры­
вать осторожно, не допуская потери материала. Так же осторожно 
нужно вносить во флакон растворитель, чтобы струей жидкости или 
током воздуха не удалить из флакона часть порошка. Растворять
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лиофилизат (не допуская вспенивания!) следует не менее 20 мин, пе­
риодически покачивая закрытый флакон.

9. Растворение всех ингредиентов следует тщательно контролиро­
вать визуально, особенно это касается таблеток ортофенилендиамина.

10. Если производитель использует осушитель, меняющий цвет 
при насыщении влагой (наиболее распространена смена цвета с си­
него на розовый), запрещается использовать планшет в случае дос­
тижения осушителем «неправильного» цвета.

11. Серную кислоту для остановки ферментативной реакции сле­
дует вносить в лунки энергичным нажатием поршня пипетки 
(«вспрыскиванием»), чтобы кислота хорошо перемешалась с суб­
стратной смесью.

12. Использовать только специально предназначенные и подпи­
санные емкости для приготовления реагентов.

13. Перед использованием убедитесь, что растворы и реагенты 
гомогенны.

14. Планшеты (стрипы) можно использовать для постановки 
ИФА только один раз.

15. Нельзя касаться внутренней поверхности лунки наконечни­
ком при внесении образца или реактива. Добавляя пробу в лунку с 
жидкостью для разведения образцов, обязательно 4—5 раз переме­
шивать содержимое лунки, насасывая его в наконечник и выпуская 
в лунку («пипетирование»). Вносить пробы или реактивы следует, не 
допуская вспенивания и загрязнения соседних лунок.

16. Перед инкубацией планшет необходимо закрывать крышкой. 
Это предотвращает излишнее испарение воды из лунок, оседание 
реактивов на их стенках и последующие ложноположительные ре­
зультаты.

17. При промывании планшетов лунки следует заполнять отмы­
вающим буфером почти до краев, но не допуская их переполнения 
через край. Целесообразно оставлять буфер в лунках на 20—30 с 
перед его удалением (отсасыванием). После промывания планшет 
следует перевернуть и легким постукиванием (о чистую фильтро­
вальную бумагу, стерильную многослойную марлю, ветошь) уда­
лить остатки жидкости из лунок.

18. Не следует допускать подсыхания лунок в период между ин­
кубациями или промывками -  возможно образование плохораство­
римой пленки на их поверхности. Если очередной компонент не 
вносится сразу, планшет необходимо перевернуть вверх дном на 
фильтровальную бумагу до момента внесения реактива. В случае 
необходимости длительного перерыва следует положить планшет

28



МУ 3.2.1173--02

вверх донышками лунок на смоченную водой марлю или фильтро­
вальную бумагу, в норме -  не допускать длительного перерыва.

19. Все лунки планшета должны равномерно заполняться вно­
симыми реагентами.

20. Жидкость для разведения проб содержит реактив, изме­
няющий цвет при внесении образца в лунку; в таких наборах оши­
бочно не внести пробу невозможно.

21. При учете результатов необходимо визуально контролиро­
вать показатели ОП, полученные на ридере.

22. При использовании стрипов следует работать с обязатель­
ной фиксацией стрипов в рамке. При наличии на донышках стрипов 
или планшетов (наружная поверхность, которая соприкасается с по­
верхностью стола) капель влаги, пылинок и других загрязнений -  сле­
дует осторожно протереть донышки лунок с помощью мягкой, не ос­
тавляющей волокон салфетки до регистрации оптической плотности.

23. Не следует касаться дна лунок с внешней стороны -  отпе­
чатки пальцев или перчаток могут привести к неправильной регист­
рации оптической плотности.

Требования к посуде и приборам
1. Для приготовления ингредиентов следует использовать хи­

мически чистую посуду из нейтрального стекла. Нельзя использо­
вать металлическую посуду!

2. Посуда для субстратной смеси и наконечники пипеток, кото­
рыми она вносится в планшет, должны быть идеально чистыми. На­
личие даже следов хлорамина приводит к неспецифическому окис­
лению ортофенилендиамина (ОФД) и браковке результатов анали­
за. Необходимо выделить отдельную посуду для приготовления и 
манипуляций с растворами конъюгата, ТМБ и ОФД. Посуду для 
растворов ТМ Б, ОФД и конъюгата необходимо мыть более тща­
тельно, так как влияние возможных загрязнений на эти растворы 
сильнее отражается на результате анализа.

3. Периодически следует проверять точность работы автомати­
ческих одно- и многоканальных пипеток, а также смазывать их 
поршни специальной смазкой по инструкции, которая прилагается к 
каждой пипетке.

4. По возможности следует избегать повторного применения 
пластиковых наконечников к микродозаторам. В случае необходи­
мости наконечники должны промываться проточной водой, при 
этом необходимо следить за тем, чтобы промывалась внутренняя 
часть наконечников, после чего они должны быть промыты и про­
кипячены в дистиллированной воде. Для мытья посуды и накоиеч-
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пиков нельзя использовать синтетические моющие средства 
(см. п. 5.3.4.1).

5. Наконечники, соприкасавшиеся с контрольной положительной 
сывороткой, использовать нельзя, в т. ч. после мытья и дезинфекции.

6. Для каждого из используемых в ИФА реагентов необходимо 
иметь отдельную посуду и наконечники. Наконечники, используе­
мые для внесения субстратной смеси с разными хромогенами, хра­
нить и использовать раздельно.

7. При работе одно- и многоканальными пипетками следует ви­
зуально контролировать забор ингредиентов в наконечники. Не­
правильное дозирование растворов на любой стадии анализа может 
привести как к росту, так и к снижению оптической плотности, за­
меряемой при оценке результата анализа.

Наиболее простой способ проверки пипетки -  взвешивание 
дистиллированной воды, дозируемой пипеткой. Вес 1 мкл дистил­
лированной воды при комнатной температуре с большой точностью 
равен 1 мг. Таким образом, настроив пипетку на дозу 100 мкл, мы 
должны получить вес воды около 100 мг.

8. Использовать только метрологически поверенные и аттесто­
ванные измерительные приборы (спектрофотометры, pH-метр и др.)

Спектрофотометры являются самыми сложными из необходи­
мых для постановки иммуноферментного анализа приборов.

Спектрофотометры различных фирм могут сильно отличаться 
конструктивно. Подключать спектрофотометр следует совместно со 
специалистами; в работе с прибором необходимо следовать инст­
рукции по настройке программ с учетом его эксплуатационных осо­
бенностей (например, длительности времени прогрева спектрофо­
тометра). Нарушение требований инструкции по эксплуатации при­
бора может привести к неправильному измерению оптической 
плотности.

9. Как ручные, так и автоматические промыватели в конце ра­
бочего дня следует тщательно промывать дистиллированной водой 
для предотвращения проростов в шлангах. Недостаточная промыв­
ка, например при засорении каналов промывателей, приводит 
обычно к завышению сигнала. Может быть засорение пространства 
между иглами промывателя кусочками марли или ваты. Такое засо­
рение приводит к заносу растворов из одной лунки в другие.

- 10. В случае необходимости следует прочистить мандреном от­
верстия промывочного аппарата (вошера). Особо тщательно план­
шет (стрипы) должен быть промыт после инкубации с конъюгатом,
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т. к. именно следы неотмытого конъюгата -  частая причина ложно­
позитивных реакций.

11. В случае получения оптической плотности от контрольных 
образцов, не попадающих в интервал, описанный в соответствую­
щем разделе инструкции, следует считать, что имеются ошибки при 
подготовке или постановке реакции, либо тест-система непригодна 
к применению.

12. Если используется ридер без калибровочного фильтра на 
620—630 нм, следует учитывать возможность того, что мутные или 
загрязненные области планшета могут быть зарегистрированы с 
завышенным значением реальной оптической плотности.

13. Необходимо сличать полученную распечатку оптической 
плотности лунок с визуальной оценкой. Возможны искажения ре­
альной оптической плотности в результате попаданий соринок и 
лунку или загрязнений донышка лунки.

Требования к наконечникам микродозаторов
1, Наконечники для автоматических пипеток желательно ис­

пользовать однократно.
2. Лаборатории, у которых нет возможности однократного ис­

пользования наконечников, должны соблюдать правильность обра­
ботки наконечников, при которой важно чтобы были учтены сле­
дующие моменты:

• замачивание в 6 %-иом растворе перекиси водорода;
•  промывка после перекиси;
• кипячение;
• высушивание.

Методика дезинфекции наконечников и подготовки 
к  повторному использованию

• Замачивание на 24 ч в 6 %-ном растворе перекиси водорода, 
содержащем 0,5 % жидкого моющего средства (типа жидкости для 
мытья посуды серии «Клер» по ТУ 2383—001—26332142—99) или 
хозяйственного мыла (50 г на 10 л воды).

Категорически запрещается использовать синтетические мою­
щие средства (СМС) в виде любых стиральных порошков!

• Промывка холодной водой -  10 раз.
• Промывка дистиллированной водой -  2 раза.
• Кипячение в третьей порции дистиллированной воды не ме­

нее 40 мин.
• Сушка в сухожаровом шкафу при 80 °С не менее 5—6 ч до 

полного высыхания.
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• Раскладка наконечников в штативы только пинцетом!
5.6. Документальное представление результатов 

выполнения методик
Документальное оформление результатов проведенных анали­

зов производится в учетных формах журнальных (прилож. 2) и от­
дельных контрольных листах (прилож. 3), которые брошюруются за 
определенный период времени (месяц, квартал, год) или введется в 
виде отдельного журнала в зависимости от кратности и вида кон­
троля.

В лаборатории должна быть в наличии нормативно-методичес­
кая документация, всесторонне регламентирующая деятельность 
лаборатории, в т. ч. на все проводимые методики. А  также докумен­
тация на техническое оснащение, поверку приборов, планировку, 
квалификацию специалистов и др.
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Приложение 1

Примерный перечень оборудования для серологических 
исследований на паразитарные заболевания**

№
п/п Наименование оборудования

Примерные 
марки, типы, 

объемы
I Автоматические и (или) полуавтоматические микро­

дозаторы с постоянными и переменными величинами 
объема

от 0,005 
до 1 000 мкм

2 Наконечники полистироловые от 0,1 до 1 мл
3 Микропробирки полистироловые типа «эппиндорф» от 0,25 до 1,5 мл
4 Штативы для микропробирок на 10—30- -50 

гнезд
5 Штативы-держатели для микродозаторов настольные, 

настенные и т. д.
6 Стеклянные химические стаканы от 10 до 1 000мл
7 Макропланшеты полистироловые для разведения 

сывороток
8 Ванночки полистироловые для реактивов
9 Емкости для дезрастворов (перекиси водорода) и 

дезинфекции наконечников
на 0,5— 1 л 

и более
10 Прибор для измерения оптической плотности рас­

творов (типа Мультискан, Биоскрин, Упиплан, Факс- 
303 и др.)

с фильтрами 
длин воли 

450—492 им
П Диагностические наборы и тест-системы для сероло­

гической диагностики паразитарных заболеваний, 
зарегистрированные и разрешенные к применению 
Минздравом России

выпускаемые 
отечественны­
ми и зарубеж­
ными иммуно­
биологически­

ми предпри­
ятиями

*Серологическая диагностика паразитарных заболеваний проводится на базе ти­
повой иммунологической (серологической) лаборатории.

В паразитологической лаборатории (подразделении), оснащенной стаидаргным 
оборудованием для серологических исследований, -  при условии выполнения сероло­
гических исследований в отдельных лабораторных комнатах.
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Продолжение приложения 2
Правая ст орона разворот а ж урнала

Метод
исследования

Результат исследования
при положительных результатах указать в соответствующей 
графе: класс иммуноглобулинов; оптическую плотность; титры 

антител (при скрининге -  в крестах, при раститровке -  в титрах 
или международных единицах)
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•fx Приложение 2

Ж УРНАЛ
учета серологических исследований на паразитарные заболевания

Левая сторона разворота ж урнала

«
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Приложение 3

Ж урнал (или отдельные листы учета) 
К О Н Т РО Л Ь Н Ы Й  П РО Т О К О Л  П Р О В Е Д Е Н И Я  

С ЕРО Л О ГИ Ч ЕС К И Х  И С С Л ЕД О ВА Н И Й

№  п ланш ета______________ Д ата исследования _

Серия тест-систем ы ___________________________________
№  стрипов с антигенам и:______________________________

4 # ; д а ш з р

т

4'&r\"

Результат анализа

I
!
I
I

/Мвето наклеивания/  1
Результаты измерения оптической плотности 1

(на спектрофотометрах типа «Униплан», «Ридер», 1
«Мультискан», «Стат-Факс», «Биоскрин» и т. п.) I
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