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зеленой мартышки 
Vero/SLAM клетки Vero, модифицированные путем трансфекции плазмидой, 

кодирующей ген человеческого рецептора SLAM 
H ген ген гемагглютинина 
N ген ген нуклеопротеина 
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Д-р Налини Рамамурту, ИВБ, ВОЗ, Региональное бюро для стран Юго-Восточной 
Азии, Нью Дели (Nalini Ramamurty, IVD, WHO, South East Asian Regional Office, New 
Delhi) 
Д-р Масато Таширо, Департамент вирусологии III, Национальный институт 
инфекционных заболеваний, Токио, Япония (Masato Tashiro, Department of Virology III, 
NIID, Tokyo, Japan) 
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1.Назначение руководства 
 
Целью данного руководства является поддержка мероприятий по борьбе с корью и 
предупреждению врожденной краснушной инфекции путем: 
 

• Предоставления надежной информации о возбудителях, заболеваниях, 
иммунном ответе и стратегиях предупреждения кори и краснухи. 

• Описания предполагаемой роли лабораторий в контроле заболеваний и их 
предупреждении. 

• Обозначения требований к организации эффективного лабораторного надзора. 
• Детального описания методов, рекомендованных для эффективной 

лабораторной диагностики коревой и краснушной инфекций, а также общего 
описания методов генетического анализа диких штаммов кори и краснухи. 

 
Данное руководство предназначено для вирусологов и других сотрудников 
лабораторий, участвующих в мероприятиях по борьбе с корью и краснухой. Оно также 
может представлять интерес для руководителей программ по контролю кори и 
предупреждению врожденной краснушной инфекцией, а также практических 
медицинских работников, которые смогут более полно оценить роль лаборатории и 
адекватно использовать ее при выполнении программы. 
 
К январю 2005 года четыре региона ВОЗ (Американский, Европейский, Западно-
Тихоокеанский и Восточно-Средиземноморский) поставили задачу элиминации кори, и 
два из них  – также задачу элиминации или существенного снижения уровня 
распространения краснухи (Американский и Европейский, соответственно). Остальные 
два региона (Африканский и Юго-Восточной Азии) обозначили своей целью снижение 
уровня смертности от коревой инфекции. Однако в это же время приблизительно 60% 
стран и территорий, представляющих информацию в ВОЗ, ввели в свои рутинные 
календари иммунизации вакцинацию против краснухи, преимущественно   в форме 
тривакцины против кори-паротита–краснухи (КПК). Интеграция эпидемиологического 
надзора за корью и краснухой, особенно в отношении лабораторного подтверждения 
инфекции, является рациональной и максимально экономически эффективной 
стратегией в подавляющем большинстве случаев, и данное руководство рассчитано на 
интегрированный подход к надзору за корью и краснухой. Страны–члены ВОЗ из тех 
регионов, для которых не поставлена цель контроля краснушной инфекции и которые 
не включили краснушную вакцину в  рутинные схемы иммунизации, должны 
обращаться в Региональное Бюро ВОЗ и к Региональному лабораторному координатору 
для получения специальных рекомендации по проведению надзора и лабораторному 
подтверждению краснушной инфекции.  
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2. Введение 

2.1 Глобальное бремя коревой и краснушной инфекций  

До введения в 1960-е годы вакцинации против кори, практически каждый человек 
болел корью, как правило, в детском возрасте. В результате число случаев заболевания 
ежегодно достигало 130 миллионов, и более 2,5 миллионов из них заканчивались 
летально (преимущественно среди детей)  [1]. Несмотря на существование уже более 40 
лет безопасной, эффективной и относительно недорогой вакцины, в настоящее время от 
кори погибает больше детей, чем от какой-либо другой вакциноуправляемой инфекции, 
особенно в развивающихся странах. В 2004 году расчетное число случаев кори в мире 
составило 20-30 миллионов и 453 000 из них  закончились летально (данные по 
летальным исходам варьируют от 329 000 до 595000) [2], что составило одну треть от 
общего числа детской смертности, обусловленной вакциноуправляемыми инфекциями.  
Коревая инфекция сопровождается высокой температурой, сыпью и кашлем. Наиболее 
часто она встречается у детей, но болеют также и молодые взрослые. Как правило, дети 
умирают не непосредственно от кори, а от ее осложнений, таких как пневмония и 
диарея, возникающих на фоне иммуносупрессии, сопровождающей коревую 
инфекцию. Кроме того, корь может приводить к стойкой инвалидизации больного 
вследствие развития тяжелых поражений мозга, слепоты и глухоты. Среди всех 
известных заболеваний корь является одним из наиболее контагиозных и часто 
вызывает массивные эпидемии. 
 
Рисунок 1. Зарегистрированный уровень заболеваемости корью в 2004 г.  (на 100 000 

населения) 
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В странах, широко применяющих вакцинацию против кори, серьезные осложнения и 
смертельные исходы этого заболевания наблюдаются редко. Наиболее высокий уровень 
смертности отмечается в самых бедных странах. Усилия по повышению уровня охвата 
вакцинацией в странах с наиболее высокой смертностью позволили в период с 1999 по 
2004 гг. снизить уровень смертельных исходов коревой инфекции на 48%, однако более 
47% смертей, обусловленных корью, по-прежнему приходится на Африканский регион 
ВОЗ [2]. 
 
Краснуха является достаточно легким заболеванием, которое проявляется повышением 
температуры и сыпью. Значимость краснухи  для здравоохранения определяется 
неблагоприятным влиянием инфекции на развитие плода при заболевании женщины в 
первые месяцы беременности [3]. Инфицирование плода вирусом краснухи может 
приводить к невынашиванию беременности, гибели плода или рождению ребенка с 
врожденными пороками развития. Синдром врожденной краснухи (СВК) является 
важной причиной слепоты, глухоты, врожденных пороков сердца и отставания в 
развитии. По оценкам экспертов, в мире ежегодно рождается более 100 000 детей  с 
СВК. Большинство случаев возникает в развивающихся странах, которые еще не 
применяют вакцинацию против краснухи [3].  
 
Масштабы и качество надзора за СВК продолжают оставаться недостаточными: 
регистрируются менее 0,1% от расчетного числа случаев СВК. Многие страны до сих 
пор не внедрили надзор за СВК в систему надзора за инфекционными заболеваниями, а 
некоторые страны с хорошо налаженным надзором за СВК представляют в 
ВОЗ/ЮНИСЕФ неполные данные. Для оценки истинного  размера ущерба от краснухи 
необходимо, чтобы  как можно больше стран внедрили эффективную систему надзора 
за СВК и представили результаты надзора в ВОЗ и ЮНИСЕФ. 
 

2.2 Корь 

2.2.1 Эпидемиология, клинические проявления и иммунный ответ 

Английское название болезни measles происходит от латинского слова misellus, что 
означает «несчастный». Иногда это заболевание называют rubeola (от латинского 
rubeolus - красноватый) или morbilli (от латинского morbus - болезнь). Свидетельства 
существования кори известны еще с 7-го века. В 10-м веке персидский врач Разес 
описал корь как заболевание более страшное, чем натуральная оспа. До внедрения 
программ вакцинации корь практически всегда была детской болезнью. На 
территориях с высокой плотностью населения корью болели в основном  дети 3–4-
летнего возраста. В менее густонаселенных городских районах и в сельской местности 
наиболее высокая заболеваемость корью отмечалась среди детей 5–10-летнего возраста, 
которые заболевали корью, когда начинали посещать школу [4]. 
 
В умеренном климате эпидемии кори обычно  возникали с интервалом 2-5 лет и 
продолжались 3-4 месяца. В целом, чем выше плотность населения на данной 
территории, тем короче интервал между эпидемиями. Программы вакцинации против 
кори позволили значительно снизить уровень заболеваемости корью и  частоту 
осложнений. При этом произошло изменение  возрастной структуры населения, 
наиболее подверженного коревой инфекции. В настоящее время в развитых странах, 
после длительного периода высокого охвата вакцинацией, распространение кори 
преимущественно наблюдается среди ранее невакцинированных лиц, а также среди 
детей старшего возраста, у которых не произошло сероконверсии после вакцинации. 
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Вспышки кори по-прежнему могут возникать в странах с высоким уровнем охвата 
иммунизацией. Такие вспышки свидетельствуют о недостаточном уровне иммунитета 
населения, вовлеченного в эпидемический процесс. 
 
Корь – одно из наиболее контагиозных заболеваний. Передача возбудителя происходит 
преимущественно воздушно-капельным путем или при непосредственном контакте с 
носоглоточными секретами больного. Реже корь распространяется воздушным путем в 
виде аэрозоля или непрямым путем, при контакте с недавно контаминированными 
предметами. Корь чрезвычайно быстро распространяется: вторичный уровень 
пораженности среди восприимчивых лиц составляет более 90%. Известно несколько 
факторов, влияющих на тяжесть течения болезни в развивающихся странах. Например, 
перенаселенность облегчает передачу вируса от человека к человеку и  повышает 
вероятность получения большой дозы вируса [5]. Вакцинный штамм вируса кори не 
передается от человека к человеку.  
После заражения вирус кори внедряется в клетки респираторного эпителия носоглотки 
и попадает в региональные лимфатические узлы (Таблица 1). После 2-3 дней 
репликации  развивается первичная виремия, обеспечивающая распространение 
инфекции на ретикуло-эндотелиальную систему. Дальнейшее размножение вируса 
приводит к вторичной виремии, которая  возникает на 5-7-й день после инфицирования 
и сохраняется 4-7 дней. В этот период возможно внедрение и последующее 
размножение вируса в коже, конъюнктиве, дыхательных путях и других органах, 
включая селезенку, тимус, легкие, печень и почки. Виремия достигает пика на 11-14 
день после инфицирования, а затем быстро снижается в течение нескольких дней. 
 
Таблица 1. Последовательность развития первичной коревой инфекции при 

неосложненном течении заболевания  [6] 

 
Дни Проявления  
0 Вирус кори в каплях слюны контактирует с поверхностным эпителием 

носоглотки. Инфицирование эпителиальных клеток и размножение вируса. 
1-2 Распространения вируса в региональную лимфоидную ткань 
2-3 Первичная виремия 
3-5 Размножение вируса кори в респираторном эпителии, региональных 

лимфатических узлах и отдаленных участках 

5-7 Вторичная виремия 
7-11 Развитие инфекции в коже и других органах, в том числе в дыхательных путях 

11-14 Вирус в крови, дыхательных путях, коже и других органах  

15-17 Виремия снижается и прекращается, содержание вируса в тканях и органах резко 
уменьшается по мере формирования иммунитета 

 
Инфицирование респираторного тракта характеризуется нарастанием кашля и насморка 
(Рисунок 2), а также такими более редкими осложнениями как круп, бронхит, 
пневмония. Генерализованное поражение дыхательных путей приводит к потере 
ресничек эпителия, что создает условия для развития вторичных бактериальных 
инфекций, таких как средний отит и пневмония. Иммунологические реакции на вирус в 
эндотелиальных клетках кожных капилляров являются причиной коревой сыпи и 
энантемы (так называемых пятен Коплика), в то время как взаимодействие между 
вирусинфицированными клетками и факторами местного клеточного иммунитета 
считается одним из механизмов развития коревого энцефалита [4]. 
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Рисунок 2. Клинические проявления типичного случая кори – сроки от начала 

заболевания [4, 6, 7] 

 

 
 
В период первичного иммунного ответа вырабатываются как IgM, так и IgG антитела, 
которые могут быть обнаружены в сыворотке крови уже в первые дни  появления сыпи 
(Рисунок 3). С помощью  высокочувствительного иммуноферментного анализа (ИФА) 
IgM антитела выявляются в 90% случаев кори спустя три дня после появления сыпи [8]. 
Уровень IgM антител достигает пика через 7-10 дней, а затем быстро снижается, и 
позднее 6-8 недель IgM антитела выявляются крайне редко. Уровень IgG антител 
нарастает в течение 4 недель и сохраняется длительное время после инфекции. Кроме 
того, вырабатываются сывороточные и секреторные IgA антитела [9]. 
 
При повторном контакте с вирусом кори развивается выраженный вторичный 
иммунный ответ с быстрым нарастанием уровня IgG антител, что предотвращает  
развитие заболевания. Считается, что стимуляция иммунной системы при естественной 
инфекции ведет к формированию пожизненного иммунитета. Клеточный иммунитет,  
представленный цитотоксическими Т-клетками и, возможно, клетками-киллерами, 
играет важную роль в иммунитете и обеспечивает выздоровление при острой 
инфекции. У пациентов с нарушениями клеточного иммунитета часто развиваются 
тяжелые прогрессирующие формы коревой инфекции и значительно повышается риск 
смертельных исходов. Специфическая иммуносупрессия, вызванная вирусом кори, 
развивается уже в начале заболевания, еще до появления сыпи, и продолжается в 
течение нескольких недель после выздоровления [7]. 
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Рисунок 3. Иммунный ответ при острой коревой инфекции [7] 

 

 

 
 
 
 
 
 

2.2.2 Вирус кори 

Вирус кори относится к парамиксовирусам и принадлежит к роду Morbillivirus. 
Парамиксовирусы получили свое название благодаря сродству  к мембранам слизистых 
оболочек  (от греческого myxa - слизь). Вирус характеризуется плеоморфностью, 
диаметр частиц колеблется от 100 до 200 нм, составляя в среднем 150 нм. Внутри рода 
Morbillivirus вирус кори наиболее близок к вирусу чумы крупного рогатого скота и, в 
меньшей степени, к  вирусу чумы собак. Важную роль в патогенезе заболевания играют 
два гликопротеина наружной мембраны. Это F белок (белок фузии или слияния),  
который отвечает за слияние вирусной и клеточной мембран, проникновение вируса в 
клетку и гемолиз, а также белок H (гемагглютинин), который обеспечивает 
прикрепление вируса к клетке (Рисунок 4). Хотя вирус кори имеет всего один серотип, 
существуют различные генетические варианты дикого вируса. В настоящее время ВОЗ 
признает существование 23 генотипов вируса кори, 16 из которых были 
идентифицированы после 1990 года [10]. Генетические различия вирусов кори не 
являются биологически значимыми и не сказываются на эффективности вакцинации. 
Вирус кори имеет несегментированный геном, представленный РНК отрицательной 
полярности, с линейной организацией генов, которые разделяются промежуточными 
тринуклеотидами GAA. Каждый ген имеет одну открытую рамку считывания (за 
исключением гена Р), сигналы начала и завершения транскрипции и сигнал 
полиаденилирования. Полный геном вируса кори состоит из 15 894 нуклеотидов. 
Пример полной геномной последовательности можно найти в банке генов 
EMBL/GenBank под номером К01711; Х16565. 
 

Ифицирование 

 
Начало сыпи 

-14 -7 0 7 14 21 28 3 
Дни после начала сыпи  

О
т
н
о
си
т
ел
ьн
ы
й

 у
р
о
ве
н
ь
 

Сыпь 

Вирус выявляется в носоглоточных секретах 

Вирус выявляется в крови 

Иммуносупрессия 

CD4 

T клетки 

CD8 

T клетки 

IgM 

IgG 



Руководство ВОЗ по лабораторной диагностике кори и краснухи  

 17 

Рисунок 4. Схематическое строение частицы вируса кори с участками генетической 

карты [12, 13] 

 

 
 
 
При температуре окружающей среды вирус кори сохраняет жизнеспособность на 
различных поверхностях и предметах менее 2 часов, в виде аэрозолей вирус может 
оставаться инфекционным более 30 мин. Вирус очень чувствителен к нагреванию и 
инактивируется в течение 30 мин при 56○ С. В то же время, он достаточно хорошо 
переносит лиофилизацию, и в лиофилизированном состоянии  в присутствии 
стабилизирующего белка может сохранять жизнеспособность десятилетиями при -70○ 

С. Вирус инактивируется такими растворителями, как эфир и хлороформ, кислотами 
(рН<5), щелочами (рН>10), ультрафиолетовыми лучами и видимым светом. Он также 
чувствителен ко многим дезинфектантам, включая 1% гипохлорит натрия, 70% 
этиловый спирт и формалин. 
 

2.2.3 Клиническая и лабораторная диагностика 

Корь характеризуется такими симптомами, как генерализованная макулопапулезная 
сыпь, которая сохраняется в течение 3-х и более дней, лихорадка 38,0оС (101оF) и 
выше, а также кашель, насморк и конъюнктивит. В пользу клинического диагноза 
«корь» свидетельствует выявление пятен Коплика и распространение сыпи начиная с 
головы на туловище и далее на конечности [7]. Неспецифическая природа 
продромальных симптомов и существование легких случаев заболевания делают 
диагностику кори на основании только клинических критериев заболевания 
ненадежной. Вследствие снижения распространенности кори многие врачи не имеют 
опыта распознавания этого заболевания, что повышает важность лабораторного 
обследования для дифференциации кори от других, клинически сходных, заболеваний. 
К примеру, наиболее часто наблюдаются ошибки при диагностике кори у маленьких 
детей, и вероятность подтверждения случаев кори во время вспышек выше, чем в 
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спорадических случаях. Корь имеет сходство с такими заболеваниями, как краснуха, 
лихорадка денге, инфекциями, вызванные вирусами ЕСНО, Коксаки, парвовирусом 
В19, вирусом герпеса 6-го типа, а также с некоторыми бактериальными и 
риккетсиозными инфекциями. Кроме того, существуют и другие патологические 
состояния, которые имеют сходные проявления, например, болезнь Кавасаки, 
токсический шок или лекарственные аллергические реакции. 
 
Для лабораторного подтверждения подозрительных случаев кори может 
использоваться один из следующих методов:  
 

• выявление специфических IgM антител к вирусу кори в утвержденной или 
сертифицированной лаборатории – ЗА ИСКЛЮЧЕНИЕМ случаев, когда больной 
получал корь-содержащую вакцину в период от 8 дней до 6 недель, 
предшествующих забору образца для исследования, и при этом не было очевидных 
доказательств передачи вируса в ближайшем окружении  больного и он никуда не 
выезжал, или 

• сероконверсия или 4-кратное и более увеличение титров IgG антител к вирусу кори 
(при условии, что второй образец для исследования был собран не менее чем через 
10 дней после первого образца, полученного в острой фазе заболевания) - ЗА 
ИСКЛЮЧЕНИЕМ случаев, когда в период от 8 дней до 6 недель, предшествующих 
забору образца для исследования, больной получал корь-содержащую вакцину, и 
при этом не было очевидной передачи вируса в ближайшем окружении больного и 
он никуда не выезжал (ПРИМЕЧАНИЕ: парные сыворотки необходимо исследовать 
одновременно), или 

• выявление генома вируса кори дикого типа в клиническом образце (не используется 
для рутинной диагностики, поскольку чувствительность метода ниже, чем 
чувствительность серологических тестов), или 

• изоляция дикого типа вируса кори из клинического образца (не используется для 
рутинной диагностики, поскольку чувствительность метода ниже, чем 
чувствительность серологических тестов). 

• Таким образом, для стран, которые находятся в фазе предотвращения вспышек и 
элиминации кори, применяется следующий алгоритм окончательной 
классификации случая кори: 
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*Поскольку ИФА для выявления IgM антител наиболее чувствителен в период с 4 
по 28 день после появления сыпи, то один образец сыворотки крови, полученный от 
больного при первом контакте с медицинской службой в пределах 28 дней с 
момента заболевания, считается адекватным для целей надзора. 
 
**Если больной был вакцинирован в течение 6 недель, предшествующих дате 
забора крови, и активный поиск среди окружающих людей не выявил очевидной 
передачи возбудителя, и нет сведений о поездках в регионы, где наблюдается 
циркуляция вируса кори, случай должен быть отменен. 
 

2.3 Краснуха 

2.3.1 Эпидемиология, клинические проявления и иммунный ответ 

Название «краснуха» происходит из латинского языка и обозначает «слегка красный». 
Вначале краснуху считали разновидностью кори или скарлатины и называли ее 
«третьей болезнью». Так было до 1814 года, когда краснуха впервые была описана как 
самостоятельное заболевание в немецкой медицинской литературе; этим объясняется 
ее распространенное английское название «немецкая корь». В 1914 году Хесс (Hess), 
основываясь на результатах своих исследований, проведенных на обезьянах, 
предположил вирусную этиологию краснухи. В 1938 году Хиро и Тосака (Hiro and 
Tosaka) подтвердили вирусную природу краснухи путем передачи болезни детям 
посредством профильтрованных носоглоточных смывов острого больного. В 1941 году 
австралийский офтальмолог Норманн Грэг (Norman Gregg) показал связь между 
врожденной катарактой и краснухой у матери в период беременности. Впоследствии 
была подтверждена роль вируса краснухи в возникновении синдрома врожденной 
краснухи (СВК) – заболевания, которое сопровождается катарактой, пороками сердца и 
глухотой [14]. 
 
За исключением стран, в которых краснуха уже ликвидирована, это заболевание 
широко распространено во всем мире. Обычно вспышки краснухи носят выраженный 
сезонный характер (например, в умеренном климате в конце зимы – весной) и 
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возникают каждые 5-9 лет. Однако продолжительность и периодичность эпидемий 
краснухи сильно варьируют как в развитых, так и в развивающихся странах. 
Наибольший риск возникновения СВК существует в странах с высоким уровнем 
восприимчивых к краснухе лиц среди женщин детородного возраста. Хотя по 
результатам обследования выборочных групп населения  в некоторых странах  был 
выявлен низкий уровень восприимчивости к краснухе, это может отражать лишь 
локальные колебания иммунитета, и экстраполяция результатов таких исследований на 
все население может маскировать значимость введения вакцинации против краснухи 
для национального здравоохранения [3]. 
 
Краснуха передается при контакте с выделениями из носоглотки инфицированных лиц. 
Инфицирование может произойти воздушно-капельным путем, при непосредственном 
контакте с больным, или опосредованно, через недавно зараженные предметы. В 
закрытом коллективе, например, в воинских частях или детских учреждениях, могут 
заразиться все восприимчивые лица. Дети с СВК выделяют большие количества вируса 
краснухи с носоглоточными секретами и мочой и могут служить источником 
заражения. 
 
Контагиозность краснухи умеренная,  она наиболее выражена в период активного 
высыпания,  но заразиться можно за неделю до и в течение 5-7 дней и более после 
появления сыпи (Таблица 2). Дети с СВК могут распространять вирус в течение года 
после рождения. Нет доказательств, что вакцинный вирус может передаваться 
контактным путем (ссылка 131 стр. 985 Field Virol Halstead и JAMA 1971 215: 634 – 
636). 
 
Таблица 2. Клинические проявления типичного случая краснухи  – сроки от начала 

заболевания [6, 14, 15] 

 
Дни Проявления 
0 Вирус краснухи, содержащийся в респираторных секретах больного, контактирует 

с поверхностью эпителия носоглотки восприимчивого человека. Развивается 
локализованная инфекция в респираторном эпителии, вирус распространяется в 
регионарные лимфатические узлы 

1-2 Репликация вируса в тканях эпителия и регионарных лимфатических узлах 
3-8 Первые проявления распространения вируса в носоглотке 
6-20 Виремия 
8-14 Развитие инфекции кожи и других органов 
10-17 Максимальная виремия и вирусурия 
10-24 Максимальное носоглоточное распространение вируса (за 3 дня до и до 7 дней 

после появления сыпи) 
17-19 Виремия снижается и прекращается 

 
 
Преимущественно краснухой болеют дети, подростки и молодые взрослые. 
Приблизительно 50% случаев краснушной инфекции протекают субклинически и могут 
быть выявлены только при лабораторном  обследования. Если симптомы 
присутствуют, то обычно они слабо выражены. Основными проявлениями краснушной 
инфекции являются воспаление лимфатических узлов и макулопапулезная сыпь, 
которые могут сопровождаться незначительными катаральными явлениями. 
Увеличение лимфатических узлов (лимфаденопатия) наблюдается за 5-7 дней до и в 
течение 2 дней после появления сыпи. Хотя эти симптомы и не являются 
специфическими для краснухи, лимфаденопатия может быть более выраженной и 
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длительной (несколько недель), чем при других экзантемных заболеваниях, например, 
при кори [14]. 
 
После попадания в носоглотку вирус краснухи размножается в дыхательных путях и 
локальных лимфатических узлах, а затем проникает в кровоток. Виремия начинается на 
5-7 день после заражения, и инфекция распространяется по всему организму, включая 
кожу. Так же как и при кори, сыпь возникает в результате иммунологических реакций и 
совпадает по времени с образованием специфических антител. Вирус может быть 
выделен из носоглотки за 1 неделю до и в течение 2 недель после появления сыпи. 
 
Рисунок 5. Клиническое течение типичного случая краснухи - сроки от начала 

заболевания [6, 13, 14] 

 

 
 
 
Инкубационный период краснухи составляет 14-18 дней, но может варьировать от 12 
до 23 дней. Короткий продромальный период (1-5 дней) до появления сыпи 
наблюдается у подростков и взрослых, но не характерен для детей. У детей первым 
проявлением инфекции обычно бывает сыпь. Продромальный период сопровождается 
небольшой лихорадкой, головной болью, слабостью, анорексией, легким 
конъюнктивитом, насморком, болью в горле, кашлем и  увеличением затылочных, 
заушных и шейных лимфатических узлов (Рисунок 5). Приблизительно через 14-18 
дней после инфицирования появляется макулопапулезная сыпь (точечная розовая сыпь 
на коже). Сыпь, которая иногда малозаметна, появляется сначала на лице и шее, а затем 
быстро распространяется вниз на туловище и конечности. Сыпь иногда сопровождается 
зудом и исчезает через 1-3 дня. У взрослых, особенно у женщин, часто наблюдаются 
боли в суставах и преходящие артриты,  но эти симптомы нехарактерны для детей. 
 
При краснушной инфекции развиваются как гуморальный, так и клеточный иммунитет. 
IgG и IgM антитела появляются на 14-18 день после заражения, практически 
одновременно с появлением сыпи  (Рисунок 6). Уровень краснушных IgM антител  
быстро падает и через 2 месяца они, как правило, не выявляются, в то время как IgG 
антитела сохраняются. Специфический клеточный иммунитет против краснухи 
появляется через 1 неделю после гуморального и сохраняется пожизненно. 
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Хотя перенесенная  краснуха обычно приводит к формированию пожизненного 
иммунитета, были отмечены редкие случаи повторной, серологически подтвержденной, 
инфекции у ранее переболевших (или вакцинированных) лиц. Кроме того, наблюдались 
случаи СВК вследствие реинфицирования беременных женщин, которые имели 
постинфекционный или поствакцинальный иммунитет к краснухе, однако такие случаи 
чрезвычайно редки. Материнские антитела обеспечивают защиту против краснухи в 
первые месяцы жизни ребенка и могут препятствовать иммунному ответу на 
вакцинацию, если прививка делается в слишком раннем возрасте. 
 
Рисунок 6. Иммунный ответ на типичную краснушную инфекцию [6, 13, 15] 

 

 
 
 

2.3.2 СВК и ВКИ  

Синдром врожденной краснухи (СВК) – одно из наиболее серьезных последствий 
краснушной инфекции. СВК развивается в результате внутриутробного заражения 
плода в первом триместре беременности, что может стать причиной спонтанного 
аборта, невынашивания беременности, мертворождения или рождения ребенка с 
множественными пороками развития. Теоретически могут быть поражены все органы и 
системы. Глухота является наиболее распространенным и часто единственным 
проявлением СВК. Если внутриутробное заражение плода не привело к развитию 
врожденных пороков, то такое состояние называется  врожденной краснушной 
инфекцией (ВКИ). 
 
Риск возникновения  пороков развития плода вследствие заражения матери краснухой 
колеблется от 10 до 90%. Тяжесть и характер этих нарушений зависят от срока 
беременности, в котором произошло инфицирование. Наиболее опасный период – 
первые 12 недель беременности. При заражении после 20 недель пороки развития 
возникают редко. В целом, специфичность поражения органов  зависит от стадии 
гестации. Однако взаимосвязь между нарушениями развития плода и временем 
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инфицирования не всегда четко определяется. Если произошло заражение, то инфекция 
может распространиться и вызвать поражение различных органов. Патология  глаз и 
сердца обычно возникает при заболевании краснухой в первые 8 недель беременности, 
тогда как поражение мозга и глухота наблюдаются при инфицировании в первые 18 
недель беременности [6, 13, 14].   
 
Несмотря на то, что беременным женщинам противопоказана вакцинация против 
краснухи, ни одного случая СВК не было зарегистрировано при наблюдении более чем 
за 1000 восприимчивых женщин, которые непреднамеренно получили краснушную 
вакцину на ранних сроках беременности. Наблюдение почти за 19 000 восприимчивых 
беременных женщин, которые непреднамеренно были вакцинированы в период 
массовых кампаний иммунизации, также не выявили ни одного случая СВК 
(неопубликованные данные). Таким образом, непреднамеренная вакцинация против 
краснухи во время беременности не является показанием для ее прерывания [16]. 
 

2.3.3 Вирус краснухи 

Вирус краснухи является единственным представителем рода Rubivirus семейства 
Тогавирусов. Наиболее близкородственным ему является род Alphavirus, к которому 
относятся, например, вирусы Восточного и Западного энцефалита лошадей. Однако, в 
противоположность большинству других Тогавирусов, вирус краснухи не переносится 
клещами, а передается воздушно-капельным путем. Вирусные частицы имеют почти 
сферическую форму диаметром 60-70 нм. Они состоят из икосаэдрического 
нуклеокапсида, содержащего однонитевую геномную РНК положительной полярности,   
окруженную сложной липидной оболочкой (тога – значит плащ, мантия). Вирус 
содержит три структурных белка: два оболочечных (Е1 и Е2) и один коровый 
(капсидный или С-белок), окружающий РНК (Рисунок 7). Белки оболочки, Е1 и Е2, 
являются гликопротеинами,  представленными в форме гетеродимеров, которые 
выступают на поверхности вириона, образуя «шипы» размером 6-8 нм. Е1 белок 
считается  доминирующей поверхностной молекулой, которая формирует 
нейтрализующие и гемагглютинирующие эпитопы [17].  Известен только один серотип 
вируса краснухи. В то же время филогенетический анализ, выполненный для Е1 
кодирующего региона,  свидетельствует о существовании не менее 7 различных 
генотипов, объединенных в 2 клэйда [18]. Вирус краснухи не дает перекрестного 
реагирования с другими Тогавирусами.  
 
Вирус краснухи относительно термолабильный, но более устойчивый, чем вирус кори. 
Он инактивируется в течение 30 минут при температуре 56○С, в течение 4 мин при 
70○С и в течение 2 мин при 100○С. При обычном замораживании при -20○С вирус 
краснухи быстро разрушается, но сохраняет стабильность при -60○С и ниже, а также 
при лиофильном высушивании в присутствии стабилизатора. В присутствии белка в 
качестве стабилизатора  вирус краснухи может повторно замораживаться и 
размораживаться без потери титра вируса. Растворители жиров, слабые кислоты и 
щелочи, а также ультрафиолетовые лучи инактивируют вирус краснухи. Вирус также 
чувствителен к широкому спектру дезинфицирующих веществ, его можно 
инактивировать 1% раствором гипохлорита натрия, 70% этиловым спиртом или 
формальдегидом [14, 17, 19]. 
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Рисунок 7. Схематическое строение частицы вируса краснухи с участками генетической 

карты [12, 13]. Е1 и Е2 гликопротеиды существуют в форме гетеродимеров. 

 

 
Вирусная РНК состоит из 9762 нуклеотидов. На 5’конце РНК находится кэп-группа, на 
3’ – поли-А последовательность. Синтез и процессинг вирусных белков происходит 
через стадию образования высокомолекулярного полипротеинового белка-
предшественника [17]. Примеры нуклеотидной последовательности  вируса краснухи 
можно найти в банке данных EMBL/GenBank под номерами М15240; М18901; М32735. 
 
 

2.3.4 Клиническая и лабораторная диагностика 

Диагностика краснухи, основанная только на клинических проявлениях инфекции, 
является ненадежной, потому что существует множество других причин, которые 
могут вызвать появление сыпи, подобной краснушной, и в то же время до 50% случаев 
инфекции могут протекать бессимптомно [14]. Для лабораторного подтверждения 
краснушной инфекции можно применять следующие методы:  

• Выявление специфических IgM антител к вирусу краснухи в утвержденной или 
сертифицированной лаборатории – ЗА ИСКЛЮЧЕНИЕМ случаев, когда больной 
получал вакцину  против краснухи в период от 8 дней до 6 недель, 
предшествующих забору образца, и при этом не было очевидной передачи вируса 
краснухи на данной территории и больной никуда не выезжал; или 

• Сероконверсия IgG или 4-кратное и более увеличение титров IgG антител к вирусу 
краснухи (при условии, что второй образец сыворотки крови был получен не менее 
чем через 10 дней после первого образца, собранного в острой фазе заболевания) - 
ЗА ИСКЛЮЧЕНИЕМ случаев, когда больной получал вакцину против краснухи в 
период от 8 дней до 6 недель, предшествующих забору образца, и при этом не было 
очевидной передачи вируса краснухи на данной территории и больной никуда не 
выезжал (ПРИМЕЧАНИЕ: парные сыворотки необходимо исследовать в одном 
опыте); или 

• Выявление генома вируса краснухи в адекватном клиническом образце (не 
используется для рутинной диагностики из-за технической сложности метода по 
сравнению с серологическими тестами). 
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• Выделение вируса краснухи в культуре клеток (не применяется для рутинной 
диагностики) 

 
Вирус краснухи можно выделить из отделяемого носоглотки, крови, мочи и 
цереброспинальной жидкости больных краснухой или СВК. Из зева вирус может быть 
выделен в течение 1 недели до и до 2-х недель после появления сыпи. Хотя выделение 
вируса является подтверждением диагноза краснухи, культивирование возбудителя 
требует опыта и интенсивных трудозатрат. Для лабораторного подтверждения случая 
СВК могут использоваться образцы отделяемого носа и горла, кровь, моча, 
цереброспинальная жидкость, а также образцы биопсии или аутопсии. Серологические 
тесты включают выявление IgM антител к вирусу краснухи или обнаружение IgG 
антител в тот период, когда пассивно полученные материнские антитела уже исчезают. 
У больных СВК IgM антитела иногда обнаруживают в течение года после рождения, а 
персистенция IgG антител в возрасте старше 6 месяцев была выявлена в 95% 
обследованных случаев [14, 16]. 
 
Ложноположительные результаты выявления сывороточных IgM антител  к вирусу 
краснухи были отмечены у больных с инфекцией, вызванной парвовирусом В19, с 
положительным гетерофильным тестом на инфекционный мононуклеоз или 
положительным результатом исследования ревматоидного фактора [14, 20, 21]. 
 

2.4 Глобальная стратегия ВОЗ по борьбе с корью и предупреждению СВК 

2.4.1 Снижение смертности от кори и региональная элиминация 

В марте 2001 года ВОЗ и ЮНИСЕФ совместно опубликовали Стратегический план 
снижения смертности и элиминации кори по регионам на 2001-2005 годы [22]. 
Первоочередной задачей, согласно этому плану, было снижение количества 
смертельных исходов от кори во всем мире наполовину к концу 2005 года (по 
сравнению с количеством смертей от кори в 1999 году). Стратегические мероприятия, 
разработанные для достижения цели, включали: 
 

• достижение и поддержание очень высокого уровня охвата двумя дозами 
противокоревой вакцины за счет высокого качества работы рутинных программ 
иммунизации; 

• предоставление возможности получения второй дозы вакцины за счет проведения 
дополнительной вакцинации восприимчивых к кори групп населения, в 
соответствии с национальными задачами по борьбе с корью; 

• усиление надзора за корью путем интеграции эпидемиологических и лабораторных 
данных;  

• улучшение качества медицинской помощи в каждом случае кори. 
 
Создание совместного стратегического плана придало новый импульс глобальным, 
региональным и национальным усилиям по снижению смертности от кори. Странам с 
высоким уровнем смертности от кори было настоятельно рекомендовано внедрить 
всеобъемлющую стратегию, направленную на устойчивое снижение смертности. 
Стратегия включала достижение высокого уровня охвата рутинной иммунизацией 
против кори (свыше 90%) на всех территориях, а также предоставление всем детям 
«второй возможности» получения вакцины против кори либо за счет рутинной 
иммунизации, либо в ходе периодических дополнительных мероприятий по 
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иммунизации. Региональные цели элиминации кори в настоящее время  приняты в 4 
регионах ВОЗ, тогда как Африканский регион и регион Юго- Восточной Азии 
сосредоточили свои усилия на снижении смертности от кори.  
 
Хотя уровень охвата вакцинацией против кори в глобальном масштабе в период с 
1999г. по 2004 г.  увеличился незначительно (с 71% до 76%), этот показатель 
существенно различается в разных географических регионах [2]. Увеличилось число 
стран, которые предоставляют детям вторую возможность получения вакцинации 
против кори. В 2004 году такую возможность имели дети  168 стран (88%) по 
сравнению со 150 (78%) странами в 2001 году (данные ранее 2001 года отсутствуют). В 
период 2000-2004 гг. более 215 миллионов детей в возрасте от 9 месяцев до 14 лет в 36 
приоритетных для ВОЗ/ЮНИСЕФ странах получили вакцинацию против кори в ходе 
дополнительных мероприятий по иммунизации. В 28 (78%) из этих 36 стран 
мероприятия по дополнительной иммунизации носили общенациональный характер, 
при этом 24 страны (67%) относились к региону Африки к югу от Сахары. 
Существенный рост уровня охвата рутинной иммунизацией был отмечен в странах 
Африки к югу от Сахары (с 49% до 65%) и Южной Азии (с 54% до 61%).  
 
Такая активная деятельность привела к значительному снижению смертности от кори в 
глобальном масштабе (Таблица 3). В целом, в период с 1999 по 2004 гг.  смертность от 
кори в мире снизилась на 48%. Наибольший эффект был достигнут в Африканском 
регионе, где этот показатель упал на 59%, что составило 67% от глобального снижения 
смертности от кори за этот период. 
 
Таблица 3.  Снижение расчетного уровня смертности от кори  по регионам, 1999–2004 гг.  

[2] 

 

Географический 
регион 

1999  

Расчетное число 
смертельных 
исходов 

2004  

Расчетное число 
смертельных 
исходов 

 

Изменения (% 
снижения) 

 

Вклад в 
глобальное 
снижение (%) 

Африка к югу от 
Сахары 

530 000 216 000 –314 000 
(59%)  

75% 

Южная Азия 263 000 202 000 – 61 000 (23%)  15% 

Восточная Азия и 
Тихоокеанский регион 

 

68 000 

 

32 000 

 

– 36 000 (53%)  

 

9% 

Другие 10 000 4 000 – 6 000 (60%)  1% 

Всего в глобальном 
масштабе 

871 000 454 000 – 417 000 
(48%)  

100% 

 
В связи с выполнением поставленных к 2005 году задач, была выдвинута новая, более 
серьезная  цель по снижению смертности от кори, которая изложена в документе 
«Глобальное видение иммунизации и стратегии» [23]. Цель предполагает снижение к 
2010 году смертности от кори на 90%  по сравнению с 2000 годом. Для достижения 
поставленной цели необходимо решить ряд трудных вопросов. Первое: необходимо 
внедрить стратегию снижения смертности от кори в ряде крупных государств, в 
которых корь наносит серьезный ущерб национальному здравоохранению, таких как 
Нигерия, Индия, Пакистан. Второе: для поддержания достигнутого снижения 
смертности в 45 приоритетных по уровню смертности странах необходимо еще больше 
активизировать усилия по улучшению работы программ иммунизации с тем, чтобы не 
менее 90% детей гарантировано получали прививку против кори на первом году жизни. 
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Третье: в приоритетных странах необходимо продолжить  проведение «подчищающих» 
дополнительных мероприятий по иммунизации каждые 3-4 года до тех пор, пока 
система рутинной иммунизации не сможет гарантировано обеспечить вакцинацию 
двумя дозами противокоревой вакцины >90% детей из каждой когорты родившихся 
детей. Четвертое: требуется  укрепление системы надзора за корью на всех уровнях 
(т.е. районном, областном, национальном) для обеспечения надзора, основанного на 
выявлении каждого подозрительного случая, с обязательным исследованием 
клинических образцов от этих больных в лабораториях, входящих в состав глобальной 
лабораторной сети [24]. И последнее: необходимо улучшить качество медицинского 
обслуживания всех больных корью, включая назначение им витамина А.  
 

2.4.2 Предупреждение СВК 

Существующие лицензированные вакцины против краснухи, как в форме моновакцин, 
так и в комбинации с вакцинами против паротита и/или кори, показали высокую 
эффективность в предупреждении краснушной инфекции и СВК в различных частях 
мира. ВОЗ рекомендует применять вакцину против краснухи во всех странах с хорошо 
налаженными программами иммунизации детей и устойчивым охватом  прививками 
>80% контингента,  и для которых снижение числа случаев или элиминация СВК 
считается приоритетной задачей здравоохранения, а мобилизация существующих 
ресурсов может гарантировать внедрение соответствующей стратегии [15]. В 
настоящее время в полной мере определен ущерб, который СВК наносит 
здравоохранению в глобальном масштабе,  поэтому приоритетной задачей должна 
стать поддержка контроля и предотвращения этого заболевания.  
 
В настоящее время страны, стремящиеся к предупреждению случаев СВК, 
вакцинируют девочек-подростков и/или женщин детородного возраста, при этом выбор 
конкретных целевых групп зависит от уровня восприимчивости населения, культурных 
традиций и технических возможностей. Наиболее быстрый эффект можно получить в 
результате массовой иммунизации женщин детородного возраста; однако 
возникновение случаев СВК трудно предотвратить только путем применения стратегии 
вакцинации целевых групп. Использование только рутинной иммунизации потребует 
длительного времени для достижения необходимого результата, и в этот период случаи  
СВК будут сохраняться, а их число может даже увеличиться [25],  если женщины 
детородного возраста не будут охвачены  вакцинацией. Рутинная иммунизация против 
краснухи используется все шире: в 2004 г. 116 из 192 стран (60%) включили 
вакцинацию против краснухи в свои национальные календари  (Рисунок 8). Все страны, 
принявшие программу элиминации краснухи, должны обеспечить такое состояние, 
когда женщины детородного возраста иммунны к краснухе и рутинный охват детей 
прививками поддерживается на уровне > 80% [15]. 
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Рисунок 8. Страны, осуществляющие плановую вакцинацию против краснухи в  

соответствии с календарем прививок, 2004 год 
 

 
 
 
 

2.4.3 Интегрированный  подход к борьбе с корью и краснухой 

К началу 2006 года четыре Региона ВОЗ поставили цель элиминации кори, и два из них 
(Европейский и Американский) также объявили своей целью элиминацию краснухи и 
СВК. ВОЗ рекомендует странам, выполняющим программы элиминации кори, 
использовать эту возможность для одновременной элиминации краснухи путем 
применения комбинированных вакцин КК или КПК, как для рутинной иммунизации 
детей, так и для массовых кампаний иммунизации [15].  Комплексный подход к 
иммунизации с целью контроля за корью и краснухой дает возможность повысить 
эффективность программ; однако ценность такой возможности  зависит от конкретных 
обстоятельств и времени. Для некоторых стран предшествующие мероприятия по 
иммунизации, наличие материальных и других ресурсов могут сделать 
интегрированный подход либо недоступным, либо неподходящим в данный момент. 
Информация и рекомендации о предъявляемых требованиях и возможностях 
интегрированного подхода к борьбе с корью и краснухой могут быть получены в 
Региональных Бюро ВОЗ. 
 
 

 

  
  

Да  (116 стран или 60%) 

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the  
expression of any opinion whatsoever on the part of the World He alth Organization  
concerning the legal status of any country, territory, city or a rea or of its authorities, or  
concerning the delimitation of its frontiers or boundaries.  Dot ted lines on maps represent  
approximate border lines for which there may not yet be full agr eement.  
 WHO 2005. All rights reserved 

Рутинная  вакцинация против краснухи 

Источник: база данных ВОЗ/ИВБ, 2005 
192 государства-члена ВОЗ. По состоянию на сентябрь 2005 
Дата составления: 14 сентября 2005 

Нет*  (76 стран или 40%) 
*Узбекистан внедрил вакцинацию против краснухи в  Навои в 2004 г.  

 

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the  
expression of any opinion whatsoever on the part of the World He alth Organization  
concerning the legal status of any country, territory, city or a rea or of its authorities, or  
concerning the delimitation of its frontiers or boundaries.  Dot ted lines on maps represent  
approximate border lines for which there may not yet be full agr eement.  
 WHO 2005. All rights reserved 
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3. Роль и функции лаборатории в борьбе 

с распространением кори и 

предупреждением СВК 

3.1 Роль лаборатории в надзоре за корью и краснухой  

Роль лаборатории в осуществлении надзора за корью и краснухой значительно 
возрастает по мере возрастания уровня контроля этих заболеваний. Доказано, что в 
фазе элиминации надзор, основанный только на клиническом выявлении случаев, 
является недостаточно точным, и для эффективного надзора необходимым является 
лабораторное подтверждение подозрительных случаев в сочетании с генотипированием 
циркулирующих вирусов. Лаборатория выполняет несколько важных задач в процессе 
надзора за корью и краснухой: 
 

• Мониторинг и установление вирусной трансмиссии. 

• Подтверждение вспышек заболевания: подтвердить клинический диагноз на 
начальном этапе вспышки. 

• Подтверждение случаев: подтвердить или отвергнуть любой подозрительный 
случай кори или краснухи.  

• Идентификация вирусов кори или краснухи и генетическая характеристика 
вирусных изолятов. 

• Мониторинг уровня восприимчивости населения. 
• Определение возрастной структуры восприимчивых к кори и краснухе лиц для 

того, чтобы оценить необходимость массовых кампаний иммунизации. 

• Оценка эффективности массовых кампаний иммунизации. 
 
На каждой последовательной стадии программы по борьбе с корью/краснухой  
лаборатория выполняет специфические задачи (Таблица 4). 
 
Таблица 4. Роль лаборатории в  контроле и элиминации кори и краснухи 
 
Фаза борьбы с корью и краснухой Функции лаборатории 

Контроль инфекции Подтверждение первых случаев во время 
вспышки путем выявления специфических IgM 
антител. 
Генетический анализ диких штаммов вирусов от 
отдельных случаев для получения базовой 
информации 

Предупреждение вспышек и элиминация Подтверждение клинического диагноза в 
подозрительных случаях для раннего выявления 
циркуляции вируса. 
Анализ диких штаммов от отдельных случаев 
для определения циркулирующих генотипов, 
картографирования путей передачи возбудителя, 
дополнения глобальной карты генотипов 
вирусов кори и краснухи, определения 
эффективности проводимых мероприятий. 
В особых случаях  - определение уровня 
популяционного иммунитета и помощь в  
прогнозировании вспышек 
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Для осуществления своих функций лаборатория не может действовать изолировано, а 
должна быть включена  в единую сеть, которая предоставляет программе точную 
информацию.  
 

3.2 Структура и функции лабораторной сети в надзоре за корью и краснухой 

Существует пять основных причин для создания международной лабораторной сети 
для поддержки мероприятий по борьбе с корью и краснухой: 

• создание протоколов лабораторной диагностики кори и краснухи и 
предоставление необходимой поддержки по мере развития программы; 

• создание механизмов  помощи и поддержки для региональных и национальных 
лабораторий в диагностике кори, краснухи и других заболеваний, 
сопровождающихся сыпью;  

• предоставление возможностей и условий для обучения сотрудников 
национальных и региональных лабораторий 

• снабжение референс-материалами и обеспечение экспертной оценки при 
создании и контроле качества усовершенствованных  методов диагностики; 

• создание банка штаммов вирусов кори и краснухи для целей молекулярной 
эпидемиологии, а также обеспечение стандартными сыворотками  для  контроля 
качества проводимых исследований. 

 
Опыт показывает, что лабораторная сеть должна быть организована одновременно с 
внедрением региональной программы по контролю и элиминации инфекции, и 
обеспечена подготовленным персоналом, необходимым оборудованием и реагентами. 
Глобальная лабораторная сеть ВОЗ по кори и краснухе имеет четырехуровневую 
организацию (Рисунок 9): 
 

• Глобальные специализированные лаборатории (ГСЛ) 
 
Эти лаборатории разрабатывают технические стандарты лабораторной диагностики. 
Сфера ответственности ГСЛ распространяется на  лаборатории по кори/краснухе всех 
стран и регионов 
 

• Региональные референс-лаборатории (РРЛ) 
 

Это ведущие центры в каждом регионе, способные принимать на себя международные 
обязательства. Они служат референс-лабораториями для национальных лабораторий 
соседних стран, а также являются национальными лабораториями в собственных 
странах. Каждый Регион ВОЗ может иметь 3-4 региональные референс-лаборатории. 
 

• Национальные лаборатории (НЛ) 
 

Эти лаборатории имеют самые тесные связи с руководством национальных программ. 
Они исследуют образцы от подозрительных случаев на наличие IgM-антител в 
иммуноферментном анализе (ИФА) и представляют результаты непосредственно 
руководству программ. Количество национальных лабораторий зависит от 
эпидемиологической ситуации в стране и наличия ресурсов. 
 

• Субнациональные лаборатории (СНЛ) 
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В связи с большой численностью населения и/или трудностями, связанными с 
материальным обеспечением лабораторий в некоторых странах, исследование образцов 
на корь может превышать возможности одной национальной лаборатории. В этих 
странах возможно создание субнациональных лабораторий на первом или втором 
административном уровне. 
 
Для достижения целей, обозначенных на схеме (Рисунок 9), лабораторная сеть по кори 
и краснухе должна иметь: 
 

• хорошо налаженные связи со службами иммунизации и эпиднадзора 
Министерства Здравоохранения; 

• гарантированную возможность своевременно и точно исследовать образцы; 

• подготовленных научных сотрудников и технический персонал; 

• соответствующее оснащение и ресурсы для удовлетворения своих текущих 
потребностей; 

• необходимое оборудование для проведения рутинной серологической 
диагностики; 

• возможности взаимодействия с Национальными программами по борьбе с 
корью и краснухой, ВОЗ, а также с другими лабораториями сети. 

 
Каждая отдельная лаборатория не обязательно должна отвечать за решение всего 
спектра задач, перечисленных выше. Она должна выполнять свои определенные 
функции в соответствии с потребностями национальных/ региональных программ, в 
зависимости от занимаемого ею уровня внутри лабораторной сети. Проверка работы 
входящих в сеть лабораторий осуществляется путем регулярного проведения 
профессионального тестирования с использованием конкретных методов, а также 
оценки в процессе проведения аккредитации лаборатории. 
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Рисунок 9. Функции лабораторной сети по надзору за корью/краснухой на каждом уровне 

ее организации 

Субнациональная 
лаборатория 

Подтверждение диагноза клинически подозрительного случая кори/краснухи в 
ИФА  для выявления IgM. Сбор и отправка образцов для выделения вируса в НЛ 
или РРЛ. 

Гарантия качества: Ежегодное выполнение профессионального тестирования; 
отправка выборочных образцов в национальную лабораторию для 
перепроверки. 

Отчеты: руководителю национальной программы.  

Национальная 
лаборатория 

Подтверждение диагноза клинически подозрительного случая кори/краснухи  в 
ИФА  для выявления IgM. Выделение вирусов из собранных в стране образцов и 
характеристика изолятов, если позволяют технические возможности. Сбор и 
отправка образцов для выделения вируса в региональную референс-
лабораторию (если нет возможностей для выделения вируса). 

Изучение уровня иммуннитета населения по эпидемиологическим показаниям. 

Гарантия качества: Ежегодное выполенние профессионального тестирования; 
отправка выборочных образцов в региональную лабораторию для перепроверки. 
Проверка качества работы подчиненных субнациональных лабораторий, путем 
проведения ежегодного профессионального тестирования и перепроверки не 
менее 10% образцов, исследованных в СНЛ. 

Отправка штаммов вирусов  для секвенирования  в лабораторию, 
определенную ВОЗ.  

Отчеты: руководителю национальной программы, СНЛ, ВОЗ. 

Региональная 
референс- 
лаборатория 

Полномочия: Диагностика клинически подозрительных на корь/краснуху 
случаев. Выделение вирусов из образцов, собранных НЛ и СНЛ, и 
характеристика изолятов.  

Контроль качества:  Перепроверка результатов НЛ и своих собственных  
результатов в контрольном исследовании. Координация профессионального 
тестирования НЛ. 

Внутренний контроль качества: Оценка чувствительности и специфичности 
работы путем профессионального тестирования. 

Обучение: организация обучения и консультаций для специалистов 
национальных лабораторий в сотрудничестве с ВОЗ. 

Исследования: отправка штаммов в определенную ВОЗ лабораторию для 
секвенирования, участие в разработке и оценке новых методов диагностики. 

Отчеты: руководителю национальной программы, НЛ и ВОЗ. 

Глобальная 
специализированная 

лаборатория 

Контроль качества: Подготовка стандартов, контрольных панелей сывороток и 
вирусов, обучающих материалов. Разработка и поддержание стандартных 
протоколов исследований и баз данных для молекулярной эпидемиологии.   

Технические консультации:  Предоставление технической помощи и 
консультаций, а также специального обучения для региональных и 
национальных лабораторий. Участие в подготовке глобальных отчетов и 
публикаций протоколов для лабораторной сети. 

Профессиональное тестирование: Разработка периодических 
профессиональных тестов для региональных лабораторий. 

База данных по результатам секвенирования: Предоставление генетической 
характеристики вирусов кори и краснухи, полученных из лабораторий сети. 
Депонирование результатов секвенирования в Банк генов и Банк штаммов. 

Исследования: оценка диагностических тест-систем,  разработка и 
усовершенствование методов исследований. 

Отчеты: руководителю национальной программы, РРЛ, НЛ и ВОЗ. 



Руководство ВОЗ по лабораторной диагностике кори и краснухи  

 33 

3.3 Координация деятельности лабораторной сети 

Координация деятельности Лабораторной сети по кори/краснухе осуществляется ВОЗ 
на основании опыта работы Глобальной лабораторной сети по полиомиелиту. Каждый 
Регион ВОЗ имеет регионального лабораторного координатора, отвечающего за работу 
лабораторий в пределах региона. Каждый Регион работает в тесном партнерском 
взаимодействии с глобальным лабораторным координатором в штаб-квартире ВОЗ в 
Женеве. Координация достигается путем регулярного представления результатов 
работы, возникающих проблем и запросов, с одной стороны, и обратной связи в форме 
анализа, комментариев и  технических консультаций, с другой стороны. Приобретение 
и распределение необходимых стандартных реагентов и оборудования для лабораторий 
также координирует ВОЗ. 
 
Активность и эффективность работы лабораторной сети зависят от хорошо 
налаженных связей  как внутри сети, так и с программами по контролю за 
заболеваниями и иммунизации. Для обеспечения передачи всей необходимой 
информации о больном были разработаны стандартные бланки направлений и 
отчетных форм. Сроки и форма представления отчетов на национальном и 
региональном уровнях должны соответствовать общепринятым стандартам, однако 
конкретные детали необходимо согласовать в ходе консультаций с руководителями 
национальных программ по контролю за заболеваниями и иммунизации.   
 
В настоящее время создана и внедряется в практику система мониторинга 
индикаторных показателей качества работы первичного звена и лабораторий,  
включающая ежегодное проведение профессионального тестирования и 
аккредитационную оценку. Вирусологи и эпидемиологи на всех уровнях должны 
создать механизм  регулярного обмена информацией для мониторинга и оценки 
выполнения индикаторных показателей работы системы надзора. В настоящее время 
широко используются возможности регулярных совещаний для координации действий 
и обмена информацией. Планируется, что  представители Глобальной 
Специализированной и Региональных лабораторий будут встречаться, по крайней мере, 
один раз в год. Представители Национальных лабораторий должны проводить 
совещания со своими партнерами по программе контроля за заболеваниями не реже 
одного раза в месяц и ежегодно участвовать в региональных совещаниях. 

3.4 Молекулярная эпидемиология и генотипирование 

3.4.1 Корь 

Молекулярная характеристика вируса кори является важным компонентом надзора за 
корью, поскольку позволяет определить географическое происхождение штамма и 
проследить пути его распространения. Кроме того, генотипирование является ценным 
инструментом для оценки эффективности работы программ по контролю и элиминации 
кори, а также получения информации для документального подтверждения 
прекращения циркуляции эндемичных штаммов вируса. ВОЗ рекомендует проводить 
надзор за вирусом кори во всех фазах борьбы с корью, а также расширять 
вирусологический мониторинг с целью получения более точных данных о 
распространении  различных генотипов вируса кори в мире. Глобальная лабораторная  
сеть ВОЗ по кори/краснухе оказывает поддержку для проведения вирусологического 
надзора. 
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ВОЗ создала два банка  вирусов кори для получения, анализа, хранения и обмена 
образцами штаммов: в отделе вируса кори Центров по борьбе и предупреждению 
заболеваний (СиДиСи), США,  и в Агентстве Защиты Здоровья, Великобритания. 
Коревым лабораториям рекомендуется представлять имеющиеся у них штаммы 
вирусов кори в один из этих банков,  где они будут исследованы и депонированы в 
Банк генов, а информация о генотипе будет включена в базу данных ВОЗ по кори и 
краснухе. Если лаборатории располагают возможностями для секвенирования вирусов, 
полученная информация о нуклеотидных последовательностях также должна быть 
депонирована в базу данных Банка штаммов и Банк генов, а сведения о генотипе  
вируса должны быть сообщены в ВОЗ. Нуклеотидные последовательности всех 
референс-штаммов и депонированных диких штаммов можно будет получить через 
Банк штаммов ВОЗ или Банк генов. В региональную вирусологическую лабораторию, 
определенную ВОЗ, для исследования также могут быть переданы и клинические 
образцы.  В случае выявления вируса, репрезентативные штаммы будут секвенированы 
и депонированы в Банк штаммов и Банк генов. Банки штаммов ВОЗ оказывают 
консультативную помощь по вопросам получения разрешений и преодоления иных 
проблем, связанных с транспортировкой штаммов и клинических образцов. 
 
В 1998 году ВОЗ опубликовала руководство по унифицированной номенклатуре диких 
штаммов вируса кори и характеристике генотипов. В руководстве также описаны 
методы, используемые для генетического анализа. Последовательность из 450 
нуклеотидов, кодирующих  150 аминокислот, расположенных с СООН-конца  
нуклеопротеина (N),  является минимальным количеством нуклеотидов, необходимым 
для определения генотипа вируса кори. Для секвенирования могут быть использованы 
как вирусные изоляты, так и продукты амплификации РНК вируса кори, выделенной из 
клинических образцов. Для репрезентативных штаммов вируса кори, изолированных в 
отдельных странах или в период крупных вспышек, должна быть также получена 
полная последовательность гена гемагглютинина (Н), включающая 1854 нуклеотида 
[10]. 
 
Если предполагается выявление нового генотипа, то кроме секвенирования N гена 
обязательно должен быть получен вирусный изолят и проведено секвенирование всего 
Н гена. При анализе данных секвенирования вирусных изолятов или клинических 
образцов ВОЗ рекомендует использовать стандартные референс-последовательности 
каждого из утвержденных генотипов. В 2001, 2003 и 2005 годах рекомендации ВОЗ 
обновлялись с учетом данных о новых генотипах, полученных благодаря расширению 
вирусологического надзора [10, 26, 27, 28, 29]. В предполагаемых новых генотипах 
клэйд следует обозначать строчной буквой (например, d10).  При описании 
генетических особенностей диких штаммов вируса кори применяют термины клэйд и 
генотип. Для целей молекулярной эпидемиологии основной таксономической единицей 
является генотип вируса, тогда как клэйд используется для обозначения генетических 
связей между различными генотипами. 
 
На основании как опубликованных, так и неопубликованных данных в настоящее 
время выделяют восемь клэйдов вируса кори, обозначаемых А–Н. Внутри этих восьми 
клэйдов определено 23 генотипа (Таблица 5). Некоторые клэйды содержит только один 
генотипа вируса. В таких случаях обозначения генотипа и клэйда совпадают. Другие 
клэйды, такие как D, включают несколько генотипов, которые обозначаются буквой 
(прописной) клэйда и номером генотипа. Генотипы Е, F, G1 и D1 определены как 
неактивные, потому что за последние 15 лет не было выделено ни одного вируса этих 



Руководство ВОЗ по лабораторной диагностике кори и краснухи  

 35 

генотипов. Кроме того, Центрально-Африканский генотип В1, впервые выделенный в 
начале 1980-х гг., также должен быть признан неактивным, но с оговоркой, что  
вирусологический надзор в регионе налажен недостаточно хорошо. Генотип В2 ранее 
считался неактивным, однако вирусы этого генотипа недавно были выделены от 
больных корью в Центрально-Африканской Республике, Анголе, Демократической 
Республики Конго и Руанде, а также от завозных случаев кори в Южной Африке и 
Германии. До этого, последний раз вирус генотипа В2 был выделен в начале 1980-х гг. 
в Габоне. В настоящее время генотип В2 признан активным (Таблица 5). Вероятно, 
вирусы генотипа В2 постоянно циркулировали в некоторых районах Центральной 
Африки, но не были обнаружены вследствие неадекватного вирусологического 
надзора. 
 

 

Таблица 5. Референс-штаммы, используемые для генетического анализа диких штаммов 

вируса кори [10] 

Генотип  Статус 
a
 Референс-штамм 

b
 

Н ген, 

каталог 

N ген, 

каталог     

A  Активный Edmonston-wt.USA/54 U03669 U01987 

B1  Не активный Yaounde.CAE/12.83 “Y-14” AF079552 U01998 

B2  Активный Libreville.GAB/84 “R-96” AF079551 U01994 

B3  Активный New York.USA/94 

Ibadan.NIE/97/1 

L46752 

AJ239133 

L46753 

AJ232203 

C1 Активный Tokyo.JPN/84/K AY047365 AY043459 

C2 Активный Maryland.USA/77 “JM” 

Erlangen.DEU/90 “WTF” 

M81898 

Z80808 

M89921 

X84872 

D1 Не активный Bristol.UNK/74 (MVP) Z80805 D01005 

D2 Активный Johannesburg.SOA/88/1 AF085198 U64582 

D3 Активный Illinois.USA/89/1 “Chicago-1” M81895 U01977 

D4 Активный Montreal.CAN/89 AF079554 U01976 

D5 Активный Palau.BLA/93 

Bangkok.THA/93/1 

L46757 

AF009575 

L46758 

AF079555 

D6 Активный New Jersey.USA/94/1 L46749 L46750 

D7 Активный Victoria.AUS/16.85 

Illinois.USA/50.99 

AF247202 

AY043461 

AF243450 

AY037020 

D8 Активный Manchester.UNK/30.94 U29285 AF280803 

D9 

D10 

Активный 

Активный 

Victoria.AUS/12.99 

Kampala.UGA/51.00/1 

AY127853 

AY923213 

AF481485 

AY923185 

E Не активный Goettingen.DEU/71 “Braxator” Z80797 X84879 

F Не активный MVs/Madrid.SPA/94 SSPE Z80830 X84865 

G1 Не активный Berkeley.USA/83 AF079553 U01974 

G2 Активный Amsterdam.NET/49.97 AF171231 AF171232 

G3 Активный Gresik.INO/17.02 AY184218 AY184217 

H1 Активный Hunan.CHN/93/7 AF045201 AF045212 

H2 Активный Beijing.CHN/94/1 AF045203 AF045217 
a  Активный генотип – генотип, который выделялся в последние 15 лет 
b  Наименование ВОЗ. Другие наименования, использованные в литературе, даны в кавычках 
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За исключением генотипа F, все остальные генотипы вируса кори имеют свой 
референс-штамм. Референс-штаммы выбирались таким образом, чтобы они 
представляли наиболее ранние изоляты вируса каждого генотипа. Определение нового 
генотипа должно основываться на данных секвенирования вирусного изолята, а не 
РНК, полученной непосредственно из клинического образца. Несколько публикаций 
отмечают наличие двух кластеров внутри генотипа В3, поэтому были выбраны по 
одному референс-штамму каждого кластера. Поскольку генотип D7 был определен на 
основании секвенирования вирусов, выделенных в Австралии в конце 1980-х гг, был 
добавлен еще один референс-штамм, представляющий более современные 
последовательности этого генотипа [27, 28]. 
 

Рисунок 10. Распределение генотипов вируса кори в Регионах ВОЗ,  еще не 

элиминировавших корь, 1995-2006 гг. [WER Nov 05] 

 

  
Великобритания и Испания (обозначены штриховкой) сообщили об импортации 
различных генотипов. Обратите внимание, что Западное полушарие и Австралия (не 
показаны) элиминировали корь и выявляют различные генотипы вируса в 
импортированных случаях. Генотип D7 является наиболее часто выявляемым 
генотипом в Западной Европе. 
 

Белым цветом представлены страны, не предоставившие данных. 
 
Соглашение о наименовании  штаммов 
 

Наименование штамма содержит важную информацию для интерпретации 
молекулярных данных. Поскольку данные секвенирования могут быть получены  при 
исследовании либо вируса, изолированного в культуре клеток, либо РНК, выделенной 
непосредственно из клинического материала, штаммы или нуклеотидные 
последовательности обозначают как: 
MVi: (measles virus isolate in cell culture) – вирус кори, выделенный в культуре клеток; или 

MVs: (measles virus sequence derived from RNA extracted from clinical material) –
нуклеотидная последовательность вируса кори, полученная при исследовании РНК, 
выделенной из клинического материала. 
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Другая информация, которая должна быть включена в название 
штамма/последовательности: 

город, где был выделен штамм, полное название или аббревиатура (обязательно); 

страна, с использованием 3-х буквенного обозначения ISO (обязательно); 

дата сбора образца, с указанием эпидемиологической недели (1-52) и года (обязательно); 

номер образца, если получено более 1 образца за неделю (при необходимости); 

генотип (вначале по возможности; обязательно после проведения секвенирования 450 
нуклеотидов гена N); 

специально обозначаются последовательности, полученные при исследовании  телец-
включений при коревом энцефалите  (ТВКЭ) или случаев подострого склерозирующего 
панэнцефалита (ПСПЭ) (при необходимости). 

Следующие примеры иллюстрируют номенклатуру вирусов кори: 

MVi/NewYork.USA/03.98/2 [D2]; 

MVs/London.GBR/17.97 [G3] SSPE. 

 

3.4.2 Краснуха 

В сентябре 2004 года совещание ВОЗ обсудило стандартизацию номенклатуры для 
описания  генетической характеристики диких  вирусов краснухи и утвердило единый 
протокол их генетического анализа [18]. Вирусологический надзор является важной частью 
надзора за краснушной инфекцией и в фазе контроля, и в фазе элиминации краснухи. 
Основной целью этого надзора является получение данных секвенирования 
репрезентативных штаммов, изолированных из каждой вспышки заболевания  в фазе 
контроля инфекции или от каждой цепочки передачи вируса в фазе элиминации. 
Глобальная лабораторная сеть ВОЗ по кори/краснухе будет поддерживать усилия стран по 
получению изолятов диких вирусов краснухи, циркулирующих в настоящее время, и их 
направлению в специально определенные лаборатории, которые смогут провести 
генетический анализ. Лаборатории должны следовать тем же рекомендациям по обмену 
штаммами и генетической информацией,  что и в случае кори (см. раздел 3.4.1). Два банка 
штаммов ВОЗ, предназначенные для вирусов кори, используются также и для вирусов 
краснухи. 

Большинство генетических исследований дикого вируса краснухи проведены на основании 
полного или частичного секвенирования региона, кодирующего оболочечный белок Е1. В 
настоящее время различные участки (окна) региона, кодирующего Е1, используются  для 
генетической характеристики вируса, однако  для рутинного молекулярно-
эпидемиологического анализа ВОЗ рекомендует использовать «окно» из 739 нуклеотидов – 
с 8731 по 9469 нуклеотид. 

Две большие филогенетические группы вирусов краснухи, которые имеют 8-10% отличий в 
нуклеотидных последовательностях, формируют 2 клэйда. Референс- штаммы для 7 групп 
внутри клэйдов, называемых генотипами (1В, 1С, 1D, 1E, 1F, 2A и 2B), вместе с условным 
генотипом 1а представлены в Таблице 6.  
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Таблица 6. Референс-штаммы, используемые для генетического анализа диких вирусов 

краснухи [18] 

Генотип Референс-штамм 
a
 Название в настоящее время 

b
 Номер доступа 

1a RVi/BEL/63 

RVi/Con.USA/61 

RVi/Toyama.JPN/67 

Cendehill BEL 63 c 

HPV77 US 61 c 

TO-336 WT JP 67 

AF188704 

M30776 

AB047330 

1B RVi/ISR/75[1B] 

RVi/ISR/88[1B] 

RVi/ISR/79[1B] 

I-9 IS 75 

I-34 IS 88 

I-13 IS 79 

AY968207 

AY968209 

AY968208 

1C RVi/Cal.USA/91[1C] 

RVi/SLV/02[1C] 

RVi/PAN/99[1C] 

BUR US 91 

QUI ELS 02 

P-31 PAN 99 

AY968212 

AY968211 

AY968217 

1D RVi/Cal.USA/97[1D]CRS 

RVi/Tokyo.JPN/90[1D]CRS 

RVi/Saitama.JPN/94[1D] 

SAL-CA US 97 

NC JP 90 

SAI-1 JP 94 

AY968206 

AY968214 

AY968216 

1E RVi/Shandong.CHN/02[1E] 

RVi/MYS/01[1E] 

T14 CH 02 

M-1 MAL 01 

AY968210 

AY968221 

1F RVi/Shandong.CHN/00[1F] 

RVi/Anhui.CHN/00[1F] 

TS10 CH 00 

TS 38 CH 00 

AY968213 

AY968215 

2A RVi/Beijing.CHN/79[2A] 

RVi/Beijing.CHN/80[2A] 

BRD1 CH 79 

BRD2 CH 80 c 

AY258322 

AY258323 

2B RVi/TelAviv.ISR/68[2B] 

RVi/Wash.USA/16.00[2B] 

RVi/Anhui.CHN/00/2[2B] 

I-11 IS 68 

TAN IND 00 

TS34 CH 00 

AY968219 

AY968220 

AY968218 

Vaccine d RVi/USA/64 RA27/3 US 64 c L78917 
 

a Штаммы получили свое наименование на основании новой, рекомендованной ВОЗ, номенклатуры. Полная 
информация для некоторых штаммов отсутствует. 
b Использованы устаревшие или ранее опубликованные названия штаммов. 
c Аттенуированный вакцинный штамм, для которого утрачен исходный дикий прототип. 
d Считается, что эти вирусы имеют генотип 1a. 

 

Еще два генотипа (2c и 1g) были определены как условные в ходе совещания [18]. 
Условные генотипы (обозначаются строчными буквами) приобретут статус утвержденных 
(обозначаются прописными буквами), когда для них будут получены референс-штаммы,  и 
прояснятся их филогенетические взаимосвязи с другими генотипами. Генотип 1а считается 
условным, поскольку филогенетическая структура этой группы вирусов  является сложной 
и не до конца изученной. Предложения по утверждению новых генотипов должны 
направляться для рассмотрения в Банки штаммов ВОЗ, которые находятся в Агентстве 
Защиты Здоровья, в Лондоне, или  в Центрах по борьбе с болезнями и их профилактике, в 
Атланте. 

Хотя вирусологический надзор за краснухой пока недостаточно налажен, доступная 
информация по распространению генотипов вируса краснухи в мире, полученная за 
последние 11 лет (с 1995 по 2005 гг.), представлена на Рисунке11. Генотип 1а был наиболее 
распространенным до 1984 года; в настоящее время он практически исчез, за исключением 
Монголии и Мьянмы. В других регионах генотип 1а последний раз был выделен в Канаде в 
1985 г. Генотипы 1B, 1C, 1D и 1F имеют ограниченное распространение в мире: 1В был 
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обнаружен в Европе и на восточном  побережье Южной Америки, 1С – в Центральной 
Америке и на западном побережье Южной Америки, 1D – в странах Азии и один вирус –  в 
Эфиопии, 1F –  в Китае. Генотип 1С был обнаружен в период единичной вспышки в 
Японии, куда, как полагают, он был завезен с Американского континента, где в это же 
время происходила вспышка краснухи. Однако прямой эпидемиологической связи при этом  
установлено не было. Генотип 1D ранее был распространен на территории Канады и США, 
но последний раз он был обнаружен в Канаде в 1987 г., а в США - в 1988 г. Генотип 1Е, 
впервые идентифицированный в 1997 г., в настоящее время распространен во всем мире. 
Генотип 1g требует дальнейшего изучения, однако страны, где был обнаружен этот 
условный генотип, также представлены на Рисунке 11. Вирусы из клэйда 2 были найдены 
только в Африке, Азии и Европе. Генотип 2А был выделен только в Китае в 1979 и 1980 гг. 
и с тех пор больше не выявлялся. Генотип 2В является самым распространенным среди 
генотипов клэйда 2. Генотип 2с был выделен только в Российской Федерации. 

 

Рисунок 11. Распространенность генотипов вируса краснухи в мире, 1995 – 2005  [18] 

 

Данные о генотипах  представлены на основании суммарной информации, полученной из 
нескольких лабораторий в июле 2005 года. Белым цветом обозначены страны, о которых 
отсутствует информация. 

*Вирусы были охарактеризованы после их импортации в другую страну.  

Некоторые страны (Канада, Куба, Великобритания и США) за этот период добились 
значительного снижения уровня распространения или элиминации местных штаммов 
вируса краснухи. 
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4. Сбор, транспортировка, получение и 

обработка образцов 
 

Своевременный  сбор образцов после появления симптомов заболевания очень важен для 
интерпретации полученных результатов и правильных выводов. Образцы для выявления 
специфических IgM антител и обнаружения вирусов кори и краснухи необходимо собирать 
в соответствии с фазой контроля или элиминации инфекции (Таблица 7). Сотрудники 
лаборатории, отвечающие за эти вопросы, и эпидемиологи должны заранее согласовать 
необходимое количество и вид образцов, а также определить оптимальные места сбора 
образцов, предназначенных для выделения вирусов. В идеале, образцы для выделения 
вирусов должны быть собраны одновременно с образцами для серологической диагностики 
и подтверждения коревой или краснушной этиологии вспышки. Поскольку к каждому типу 
образцов предъявляют свои определенные требования, принятие решения о сборе 
конкретных образцов зависит от местных ресурсов и имеющихся возможностей по 
транспортировке и хранению. Для принятия решения требуется тесное взаимодействие 
между вирусологами, эпидемиологами и клиницистами, которое может быть достигнуто 
путем обеспечения детального планирования,  четкого распределения обязанностей и 
обучения специалистов. 

 

Таблица 7. Минимально необходимые серологические и вирусологические исследования в 

разных фазах борьбы с корью и краснухой 

 

Фаза 

 

Функции лаборатории 

Эпидемио-

логическая 

ситуация 

Образцы для 

выявления IgM 

антител к 

кори/краснухе 

Образцы: 

материал для 

выявления 

вируса 

Подтверждение первых 
случаев во время вспышки 

Отдельный 
случай 

Нет Нет  

Контроль 

инфекции Анализ диких штаммов от 
отдельных случаев для 
характеристики циркули-
рующих вирусов 

Вспышка Да 

От первых 5-10 
случаев для 
подтверждения 
диагноза 

Да 

5-10 образцов в 
начале и конце 
вспышки 

Подтверждение 
клинического диагноза во 
всех подозрительных 
случаях для раннего выяв-
ления циркуляции вируса 

Отдельный 
случай 

Да 

От всех 
подозрительных 
случаев 

Да 

От всех 
подозрительных 
случаев 

 

Предупреждение 

вспышек и 

элиминация 

Анализ диких штаммов 
вирусов для мониторинга 
их распространения и 
циркуляции с целью оценки 
эффективности стратегии 
иммунизации 

Кластер 
заболеваний с 
температурой и 
сыпью 

Да 

От первых 5-10 
случаев для 
подтверждения 
вспышки, а также 
из новых пора-
женных районов 
и  к концу 
вспышки 

Да 

5-10 образцов;  
большее число 
образцов может 
быть собрано в 
новых поражен-
ных районах и 
ближе к концу 
вспышки 
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Поскольку вирус с наибольшей вероятностью может быть изолирован из образцов, 
собранных в первые 3-5 дней от момента появления сыпи, не следует откладывать сбор 
образцов до получения лабораторного подтверждения подозрительного случая.  

4.1 Сопроводительная документация 

Все собранные образцы должны иметь соответствующие сопроводительные 
документы, для чего предпочтительнее использовать стандартную форму направления 
на лабораторное исследование. Образец такой формы представлен в Приложении 9.1. 
Форма должна содержать как минимум следующие сведения: 
 

• индивидуальный идентификационный номер (в согласованном формате); 
• местный лабораторный номер; 

• фамилия больного (латинскими буквами); 

• возраст (или дата рождения, в стандартном формате дат); 
• область; 
• город/район; 

• код страны (в соответствии с требованиями  Регионального Бюро ВОЗ); 

• дата последней вакцинации против кори/краснухи; 

• дата появления сыпи; 

• соответствует ли заболевание стандартному определению случая; 
• вид клинического образца; 
• дата сбора образца; 
• дата отправки образца в лабораторию. 

 

4.2 Образцы сыворотки крови для выявления антител 

Для диагностики кори/краснухи идеальным является метод, который: 

• не требует применения инвазивных способов для получения образца;   
• требует исследования одного образца; 
• позволяет использовать образец, собранный при первом контакте с больным; 

• имеет высокую чувствительность (выявляет высокий процент истинных случаев 
заболевания) и специфичность (дает низкий уровень ложноположительных 
результатов); 

• обладает высокой положительной прогностической ценностью (процент 
случаев, диагностированных как корь или краснуха, которые действительно 
являются корью или краснухой); и 

• прост для выполнения на местном уровне и позволяет быстро получать 
надежные результаты, на основании которых можно принимать меры по 
регулированию ситуации. 

 
В лабораторной сети ВОЗ по кори/краснухе рекомендуется использовать 
иммуноферментные тест-системы для выявления вирусспецифических IgM антител. 
Это доступные коммерческие тест-системы, которые позволяют получать результаты, 
хорошо коррелирующие с результатами тестов торможения гемагглютинации и 
нейтрализации бляшкообразования, используемых для выявления 4-кратного 
нарастания уровня IgG антител в парных сыворотках. Технически выявление IgM 
антител выполняется  аналогично многим другим тестам, которые в настоящее время 
широко применяют в лабораториях всего мира для проведения скрининговых 
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исследований, поэтому требуется лишь небольшое дополнительное обучение 
сотрудников для достижения достаточного уровня профессионализма. ВОЗ 
рекомендует лабораториям  сообщать о результатах исследования IgM антител в 
течение 7 дней от момента получения образцов. Однако при возникновении вспышки 
или в ситуации, когда быстрое получение результатов может помочь оперативному 
проведению ответных мероприятий, лаборатории должны быть в состоянии 
предоставить результат в течение 24 часов (некоторые лаборатории способны сделать 
это в течение 4-5 часов) после получения образцов. С целью проведения 
дифференциальной диагностики заболеваний, сопровождающихся сыпью и 
температурой, для многих стран было бы целесообразным  использовать панель 
однотипных тест-систем для серологической диагностики трех или более экзантемных 
инфекций, наиболее распространенных на данной территории (например, корь, 
краснуха, лихорадка денге). 
 

4.2.1 Сроки сбора образцов крови для выявления IgM антител к кори и краснухе 

Поскольку ИФА для выявления IgM антител к вирусам кори и краснухи является 
наиболее чувствительным в период с 4-го по 28 день после появления сыпи, то 
единственный образец крови, полученный при первом обращении за медицинской 
помощью в течение 28 дней после появления сыпи, считается адекватным для целей 
надзора. Однако в первые 72 часа от момента появления сыпи до 30% исследований на 
IgM антитела к вирусу кори и до 50% исследований на IgM антитела к вирусу краснухи 
могут давать ложноотрицательный результат [30,31]. Во время вспышки, когда собрано 
5-10 образцов, установление диагноза в каждом конкретном случае не является 
принципиально важными, но в спорадических случаях сбор второго образца сыворотки 
крови может потребоваться при следующих обстоятельствах: 
 

• первый образец крови, предоставленный для исследования IgМ антител, был 
получен в первые четыре дня с момента появления сыпи и дал отрицательный 
результат в ИФА. Лаборатория может запросить второй образец, учитывая 
вероятность ложноотрицательного результата в слишком рано собранном 
образце; 

• исследование IgM антител в ИФА дает повторяющийся сомнительный 
результат; 

• врачу необходимо установить четкий диагноз у конкретного больного с 
негативным результатом исследование первой сыворотки крови.  

 
Второй образец крови для исследования IgM антител может быть собран в любое время 
в период с 4-го по 28-й день после появления сыпи. Взятие второго образца крови через 
10-20 дней после первого позволит лаборатории не только повторно исследовать IgM 
антитела, но и, при наличии соответствующей количественной тест-системы, 
определить нарастание уровня IgG антител. 
 

4.2.2 Сбор и обработка образцов сыворотки крови  и  сухой капли крови 

Кровь следует забирать из вены в стерильную пробирку (5 мл у детей старшего 
возраста и взрослых и 1 мл у маленьких детей) или, если возможно, проколов палец или 
пятку, на фильтровальную бумагу. Пробирка или бумага для капли крови должны быть 
промаркированы с указанием идентификационных данных больного и даты сбора 
образца. Цельную кровь до отделения сыворотки можно хранить до 24 часов при 
температуре 4-8○С, не допуская замораживания.  
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Для отделения сыворотки цельную кровь надо оставить до образования сгустка, а затем 
отцентрифугировать при 1000g в течение 10 минут. При отсутствии центрифуги кровь 
следует держать в холодильнике до полного отделения сгустка от сыворотки (но не 
более 24 часов). Сыворотку необходимо осторожно собрать пипеткой с тонким 
наконечником, не допуская захватывания эритроцитов, и перенести с соблюдением 
правил асептики в стерильную пробирку, на которой должны быть указаны фамилия 
или идентификационный номер больного, дата забора и тип образца. 
 
Кровь на фильтровальной бумаге надо высушить на  воздухе и поместить в 
пластиковый пакет с замком или в конверт, желательно вместе с поглотителем влаги. 
Образцы высушенной крови сохраняют свою стабильность при комнатной температуре 
в течение ограниченного времени, поэтому их надо хранить в холодильнике при 4○ С 
до отправки в лабораторию. 
 

4.2.3 Хранение и транспортировка образцов сыворотки крови 

Сыворотку можно хранить до отправки при температуре 4–8○ С в течение не более 7 
дней. Для более длительного хранения сыворотку необходимо заморозить при 
температуре –20○ С или более низкой и отправлять в лабораторию в контейнерах со 
льдом. Повторное замораживание и оттаивание может оказать разрушительное 
действие на IgM антитела. Надо принять за правило отправлять сыворотку в 
лабораторию как можно быстрее и не ждать, пока накопятся другие образцы. 
 
Образцы сывороток крови в плотно закрытых промаркированных пробирках 
необходимо поместить в запечатывающийся пластиковый пакет или мешочек, 
содержащий абсорбирующий материал (например, вату) для впитывания жидкости в 
случае, если сыворотка разольется (Рисунок 12А). Запечатанные пакеты с образцами 
надо поместить в термоизолирующий контейнер. Сопроводительные документы и 
направления на исследование следует положить в отдельный пластиковый пакет и 
надежно прикрепить к внутренней стороне крышки контейнера (рисунок 12В). При 
использовании хладагентов (которые должны быть заморожены), их кладут на дно и 
вдоль боковых стенок термоконтейнера. Образцы размещают в центре и сверху 
покрывают как можно большим количеством хладагентов. Медицинские работники, 
собирающие материал, должны согласовать дату доставки образцов в лабораторию. 
Необходимо информировать сотрудников лаборатории о времени 
получения и способе транспортировки образцов. Более детальная информация  
представлена в Приложении 9.4.  
 
Образцы сывороток крови, направленные для выявления  IgM антител, должны быть 
исследованы как можно быстрее после поступления в лабораторию. Образцы можно 
кратковременно (1-7 дней) хранить при температуре 4○ С. Длительное хранение 
допускается при -20○ С или ниже. 
 
 
 
 
 

 

 

 



Руководство ВОЗ по лабораторной диагностике кори и краснухи  

 44 

Рисунок 12. Упаковка образцов сыворотки крови. А – отдельный образец в запечатанном 

пакете или конверте; В – несколько образцов в термоизолирующем 

контейнере.

 
 
 

4.3 Образцы для выделения вируса 

Сотрудники лаборатории должны заранее согласовать с эпидемиологами тип и 
количество образцов, наиболее подходящих для выделения вируса. В идеале, образцы 
для выделения вируса надо собирать одновременно с образцами сывороток крови, 
предназначенными для серологической диагностики и подтверждения коревой или 
краснушной этиологии вспышки. Поскольку к каждому типу образцов предъявляются 
свои определенные требования, то решение о сборе необходимых образцов зависит от 
местных ресурсов и возможностей их транспортировки и хранения.  
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Клинические образцы (носоглоточные смывы, назальные аспираты или 10-50 мл мочи) 
для выделения вируса кори рекомендуется собирать как можно раньше от момента 
высыпания. Образцы должны быть получены при первом контакте подозрительного 
больного с медицинской службой, одновременно с забором образца для 
серологического исследования. Наиболее успешным является выделение вируса кори 
из образов,  собранных в первые три дня высыпаний. Однако вирус может сохраняться 
в образцах, по крайней мере, в течение 5 дней с момента появления сыпи. Вирус 
краснухи можно обнаружить в отделяемом носоглотки за несколько дней до и в 
течение нескольких дней после появления сыпи. Оба вируса чувствительны к 
нагреванию, и их инфекционность резко снижается, если образцы хранятся без 
охлаждения. Поэтому важно отправить образцы в лабораторию с хладагентами и как 
можно быстрее после их сбора. 
 

4.3.1 Носоглоточные образцы для выделения вирусов кори и краснухи 

Носоглоточные образцы для выделения вируса должны быть собраны как можно 
раньше после появления сыпи, пока вирус присутствует в максимальной концентрации. 
Образцы могут быть взяты одним из следующих способов (в порядке возрастания  
вероятности выделения вируса): 
 

• Аспирация носового секрета: в полость носа вводят несколько миллилитров 
стерильного физиологического раствора при помощи шприца с тонким 
резиновым наконечником, а затем отсасывают жидкость в стерильную 
центрифужную пробирку с завинчивающейся крышкой, в которой содержится 
транспортная вирусная среда.  

• Смывы из горла: больного просят пополоскать горло небольшим количеством 
стерильного физиологического раствора, жидкость собирают во флакон с 
вирусной транспортной средой. 

• Носоглоточные/ротоглоточные соскобы: тщательно (с усилием) протирают 
слизистую боковых и задней стенок глотки стерильным ватным тампоном, 
стараясь захватить эпителиальные клетки. Тампон помещают в стерильную 
промаркированную пробирку с завинчивающейся крышкой, содержащую 
вирусную транспортную среду. 

 
Носоглоточные образцы должны храниться в холодильнике и транспортироваться в 
лабораторию в контейнерах с хладагентами при температуре 4-8○С. Образцы должны 
быть доставлены в лабораторию для исследования в течение 48 часов от момента сбора. 
Если невозможно организовать быструю отправку материалов, то тампоны следует 
встряхнуть в среде, чтобы смыть клетки, а затем удалить их из пробирки. Среду, 
содержащую клетки или назальные аспираты, центрифугируют при 500g 
(приблизительно 1500 об/мин) в течение 5 мин, предпочтительно при 4○С.  
Полученный осадок ресуспендируют в среде для культуры клеток. 
Ресуспендированный осадок и надосадочную жидкость хранят раздельно при 
температуре -70○С и отправляют в лабораторию для исследования в плотно 
укупоренных флаконах с завинчивающимися крышками, с хладагентами (4-8○С) или, 
предпочтительнее, на сухом льду, обеспечив доставку в течение 48 часов. 
 
Если назальные/глоточные смывы или пробирки с тампонами содержат очень 
маленькое количество жидкости (1-4 мл), то следует заморозить цельный образец при 
температуре -70○С. Если низкотемпературная морозильная камера отсутствует, то 
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образцы надо хранить в холодильнике при 4○С до отправки в лабораторию. Следует 
избегать повторного замораживания-оттаивания образцов или замораживания при  
-20○С (стандартная температура морозильной камеры), поскольку кристаллики льда 
могут разрушить вирус. Если невозможно обеспечить хранение при -40○С или -70○С, 
рекомендуется хранить образцы в холодильнике при 4○С.  
 
Если образцы поступают в лабораторию в замороженном состоянии, в 2-3 мл 
питательной среды или ФСБ, то их можно хранить замороженными в таком виде. Если 
в лабораторию были доставлены необработанные тампоны, то в пробирки с тампонами 
необходимо добавить 2 мл среды DMEM, перемешать содержимое с помощью  
вортекса и оставить на 1 час для вымывания вируса. Затем тампон следует тщательно 
отжать, прижимая его к стенке пробирки. Если остается много жидкости, то пробирку 
можно отцентрифугировать. Полученный образец надо хранить при температуре -70○С.    
 

4.3.2 Образцы мочи для выделения/выявления вируса кори 

Выделение вируса кори наиболее вероятно из образцов,  собранных как можно раньше 
после появления сыпи, по крайней мере, в течение первых 5 дней. Предпочтительнее 
собирать первую утреннюю порцию мочи. Приблизительно 10-50 мл мочи надо собрать 
в стерильный флакон и хранить при 4-8○С до центрифугирования. В острой фазе 
заболевания вирус кори присутствует в клетках мочевыводящих путей, которые 
слущиваются и выводятся с мочой. Вирус концентрируют центрифугированием мочи  и 
клеточный осадок ресуспендируют в подходящей вирусной транспортной среде. 
Образец мочи НЕЛЬЗЯ ЗАМОРАЖИВАТЬ до проведения концентрирования. 
 
Образцы цельной мочи можно отправлять в плотно закрытых контейнерах при 
температуре 4○С, однако предпочтительнее отцентрифугировать их в течение 24 часов 
после сбора. Центрифугирование проводят при 500g (приблизительно 1500 об/мин) в 
течение 5-10 мин, предпочтительно при 4○С. Надосадочную жидкость удаляют, а 
осадок ресуспендируют в 2-3 мл стерильной транспортной среды,  среды для культур 
клеток или ФСБ. Ресуспендированный осадок перед доставкой может  храниться при 
температуре 4○С и должен быть доставлен в  референс-лабораторию в течение 48 часов. 
Как альтернативный вариант, образец можно заморозить в вирусной транспортной 
среде при -70○С, в плотно укупоренных флаконах с завинчивающимися крышками, и 
отправить в лабораторию в контейнерах с сухим льдом. 
 

4.3.3 Цельная кровь для выделения/ выявления вируса кори 

Для получения мононуклеарных клеток периферической крови (МКПК) с целью 
последующего выделения вируса, кровь надо забирать из вены в стерильную пробирку 
с ЭДТА. Минимальный рекомендованный объем крови составляет 5 мл. Фракцию 
плазмы можно использовать для выявления специфических IgM антител к вирусу кори. 
Пробирка должна быть промаркирована с указанием идентификационных данных 
больного и даты сбора образца. Цельную кровь можно транспортировать в тщательно 
укупоренных пробирках при 4оС.  Содержащую ЭДТА цельную кровь для выделения 
вируса необходимо обработать в течение 48 часов после сбора и до обработки ни в 
коем случае не замораживать.  
 
В лаборатории необходимо выделить МКПК из крови. Для этого наиболее удобно 
использовать коммерческий набор для выделения лимфоцитов из периферической 
крови методом центрифугирования (например, Organon Teknika LSM). После 
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разбавления крови 1:1 ФСБ, смесь аккуратно наслаивают на 2 мл среды для отделения 
лимфоцитов в пробирке, которая входит в набор. Пробирки помещают в подвесные 
центрифужные стаканы без принудительного торможения и центрифугируют при 2000 
об/мин в течение 30 мин при 20○С. МКПК формируют белое/серое кольцо над осадком 
эритроцитов. При помощи пипетки кольцо из МКПК следует аккуратно перенести в 
чистую центрифужную пробирку и промыть в 10-15 мл ФСБ. Далее МКПК надо 
осадить из раствора ФСБ и ресуспендировать осадок в небольшом объеме (1-2 мл) 
DMEM. Рекомендуется каждый образец разделить минимум на две пробирки. 
Ресуспендированные МКПК следует хранить при температуре -70○С.   

4.4 Образцы для ОТ-ПЦР 

Методом ОТ-ПЦР можно во многих случаях обнаружить вирусы кори и краснухи в 
перечисленных выше клинических образцах, собранных на 3-4 дня позднее сроков, 
рекомендуемых для выделения вируса.  Любые образцы, собранные и отправленные в 
лабораторию для выделения вируса, можно использовать для исследования в ОТ-ПЦР. 
Однако, несмотря на ряд сообщений о выделении вируса краснухи из МКПК, эти 
клетки не считаются надежным источником получения РНК вируса краснухи. Кроме 
того, для ОТ-ПЦР можно использовать альтернативные образцы (слюна или сухая 
капля крови – см. ниже) при условии, что они были собраны в течение 7 дней после 
появления сыпи и доставлены в лабораторию с соблюдением необходимых условий. 
Обратите внимание, что наборы для сбора образцов слюны, которые содержат 
консерванты для стабилизации IgM (такие как OraSure TM), НЕЛЬЗЯ использовать для 
сбора образцов для ОТ-ПЦР. 
 

4.5 Методы сбора альтернативных образцов (сухая капля крови и слюна) 

Сбор образцов крови, особенно у детей, не всегда воспринимается с энтузиазмом, и, 
кроме того, соблюдение условий холодовой  цепи в процессе транспортировки их в 
лабораторию не всегда возможно. В последнее время для применения в лабораторной 
сети ВОЗ по кори/краснухе были одобрены два новых способа получения образцов, 
которые могут оказаться полезными при реализации программы элиминации кори и 
краснухи: это образцы высушенной на фильтровальной бумаге крови и образцы слюны 
[32-41]. Сухие капли крови использовали в ряде эпидемиологических исследований 
вместо образцов сыворотки крови. В такой форме антитела сохраняют стабильность, 
что особенно ценно при отсутствии холодовой цепи. В последнее время этот метод 
успешно применялся для подтверждения случаев кори, и в настоящее время 
накапливается все больше сведений о его эффективности и при диагностике краснухи 
[41,42]. Образцы слюны успешно используются для лабораторных исследований в 
рамках надзора за корью, краснухой и паротитом в Великобритании с начала 1990 гг. 
Образцы слюны легко собирать, это неинвазивный метод, хорошо воспринимаемый 
населением. Он позволяет практическим работникам собирать больше образцов от 
подозрительных случаев. 
 
Образцы слюны (без стабилизатора) и сухой капли крови также можно использовать 
для выявления вирусного генома методом ОТ-ПЦР. Это предоставляет дополнительные 
возможности исследования  вируса и иммунного ответа в одном и том же образце. 
Обратите внимание, что образцы слюны имеют более высокую чувствительностью при 
выявлении нуклеиновых кислот, чем образцы сухой капли крови. 
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4.5.1 Сбор, хранение и транспортировка образцов сухой капли крови 

К сбору, хранению и транспортировке образцов сухой капли крови предъявляются 
минимальные требования. Для забора образца палец, или пятку у младенца, 
обрабатывают спиртом и прокалывают стерильным одноразовым 
микроскарификатором. На стандартную фильтровальную бумагу (например, Whatman 
№3 для хроматографии или Schleicher and Schuell №903) собирают до четырех капель 
цельной крови. Предварительно на фильтровальную бумагу вручную, либо на лазерном 
принтере или фотокопире,  должна быть нанесена стандартная форма,  включающая 
кружки диаметром 14-15 мм (на которые следует капать кровь), графы для фамилии, 
возраста и пола больного, а также место для записи лабораторного или 
идентификационного номера образца. Пример карточки для сбора крови на 
фильтровальную бумагу представлен на рисунке 13. 
 

Рисунок 13. Пример стандартной формы для сбора образцов сухой  капли крови 

 

 
 
Перед тем, как упаковать образец крови на фильтровальной бумаге для хранения, его 
необходимо тщательно высушить (не менее 60 минут). Для этого бумагу можно 
поместить в штатив для слайдов или аналогичное приспособление. Высушивание 
стабилизирует IgM антитела и снижает вероятность бактериальной контаминации 
образца. Каждый образец крови на фильтровальной  бумаге должен быть упакован 
индивидуально, желательно в закрывающийся пластиковый пакет, во избежание 
перекрестной контаминации и защиты от пыли и влаги. По возможности в пластиковый 
пакет надо положить влагопоглотитель. Тщательно высушенные образцы крови не 
являются предметами, на которые распространяется действие правил перевозки 
опасных грузов Международной авиатранспортной ассоциации, и  их можно 
отправлять в лабораторию без специальных документов. Хотя эти образцы не 
нуждаются в охлаждении или замораживании во время транспортировки, лучше 
хранить их в прохладном месте и отправлять в лабораторию как можно скорее. 
 
В лаборатории до исследования образцы сухой капли крови должны храниться в 
подписанном, индивидуальном закрывающемся пластиковом пакете или другом 
воздухонепроницаемом контейнере при температуре 4○С. Длительное хранение 
допустимо при -20○С, в присутствии в пакете поглотителя влаги. Из соображений 
безопасности сухие капли крови всегда надо рассматривать как потенциально 
инфекционный материал и работать с ними в перчатках. 
 

4.5.2 Сбор, хранение и транспортировка образцов слюны 

Жидкое содержимое кармана между деснами и зубами содержит небольшое количество 
IgM антител [37]. Существует несколько коммерческих приспособлений, например 
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 Лабораторный № 
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Orocol TM и OraSure TM, предназначенных для сбора жидкости в полости рта. Они 
сделаны таким образом, чтобы использовать их наподобие зубной щетки. Следует 
протирать десны тампоном так, чтобы он хорошо пропитался жидкостью. Обычно это  
занимает одну минуту. Влажный тампон помещают в чистую пластиковую 
транспортировочную пробирку с наклеенной снаружи этикеткой, где следует написать 
фамилию и другие сведения о больном, а также дату сбора образца. Некоторые 
коммерческие наборы уже содержат вирусную транспортную среду в пробирке, а 
некоторые не содержат и должны транспортироваться в таком виде. Необходимо точно 
следовать инструкции  производителя. Если дневная температура окружающей среды 
ниже 22○С, то образцы следует отправить в лабораторию в течение суток. При более 
высоких температурах образцы до отправки следует хранить в холодильнике и 
транспортировать в лабораторию на льду. Такие образцы обычно не считаются 
биологически опасными и их можно транспортировать в лабораторию без оформления 
специальных документов. 
 
После поступления в лабораторию, необходимо как можно быстрее экстрагировать 
жидкость из тампонов. Для экстрагирования и хранения образцов оральных жидкостей, 
полученных при помощи наборов OracolTM, следует: 

• Добавить 1 мл вирусной транспортной среды (см Приложение 9.5) в пробирку 
с тампоном. 

• Взболтать пробирку вручную или с использованием вортекса в течение 20 
секунд до вспенивания транспортной среды. 

• Удалить тампон из пробирки вращательным движением, чтобы выжать как 
можно больше жидкости. 

• Перевернуть тампон и поместить его в пробирку  таким образом, чтобы 
розовая губка оказалась сверху. Закрыть крышкой. 

• Центрифугировать 5 мин при 2000 об/мин. 

• Удалить тампон пинцетом. 

• При помощи пастеровской пипетки перенести экстрагированную оральную 
жидкость в две пробирки: одну для исследования IgM антител, другую для ОТ-
ПЦР. 

• До исследования образец для тестирования IgM антител хранить при 
температуре 4○С, а для ОТ-ПЦР – при -20○С или ниже. 

4.6 Основные меры предосторожности при получении образцов 

После доставки в лабораторию транспортировочные коробки или контейнеры следует 
немедленно распаковать в предназначенном для этого месте, где имеются контейнеры 
для отходов, спиртовые тампоны и бумажные полотенца. Прежде всего, должна быть 
обеспечена безопасность сотрудников лаборатории, поэтому, по возможности,  следует 
использовать биологические защитные укрытия  (БЗУ) II класса биобезопасности для 
ограничения воздействия потенциальных патогенов [43]. При отсутствии БЗУ можно 
использовать чистый лабораторный стол. Стол должен располагаться за пределами 
территории, на которой проводятся другие лабораторные работы и иметь покрытие, 
сделанное из материала, который легко продезинфицировать при помощи обычных 
лабораторных дезинфектантов (70% этилового спирта, раствора гипохлорита натрия, 
2% раствора глютарового альдегида и т.п.). Желательно, чтобы распаковкой и 
регистрацией образцов занимались два сотрудника: один регистрирует данные, а 
другой, в перчатках, вскрывает транспортные контейнеры, проверяет целостность 
контейнеров с образцами на предмет поломки или проливания и загрязнения 
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сопроводительных документов. Все загрязненные документы необходимо временно 
поместить в БЗУ, чтобы переписать информацию на чистые листы бумаги. 
Загрязненные документы надо обработать как инфекционные отходы. Необходимо 
сохранять копии всех документов, касающихся пересылки, особенно копии 
официальных разрешений. Каждой лаборатории рекомендуется разработать 
собственные стандартные оперативные процедуры по распаковыванию и размещению 
присланных образцов. 

 

5. Лабораторная диагностика кори и 

краснухи 
 
Выявление вирусспецифических иммуноглобулинов класса М (IgM) в сыворотке крови 
является стандартным методом быстрой лабораторной диагностики кори и краснухи. 
Чаще всего для выявления IgM антител используют коммерческие диагностические 
наборы, разработанные на основе иммуноферментного анализа (ИФА). Многие 
коммерческие тест-системы для диагностики IgM антител к кори и краснухе основаны 
на непрямом методе ИФА. Этот метод требует предварительной обработки материала 
для того, чтобы блокировать IgG антитела и ревматоидный фактор в сыворотке крови и 
обеспечить оптимальные условия проведения исследования. Также разработаны 
коммерческие тест-системы для определения IgM антител к кори и краснухе в ИФА, 
основанном на  «захвате» специфических антител. Этот  метод не требует 
предварительного удаления IgG антител из образца, считается несколько более 
специфичным и легким в постановке по сравнению с непрямым ИФА для определения 
IgM антител. В данном разделе описаны обе модификации: непрямой метод и метод 
захвата.  
 
Хотя определение нарастания уровня специфических IgG антител в сыворотках крови, 
собранных в острой фазе заболевания и в период выздоровления, больше не 
используется для рутинной диагностики кори или краснухи, оно может применяться 
для подтверждения инфекции. Такое исследование  IgG антител требует двух образцов 
сыворотки крови, собранных с интервалом  10-30 дней, и также может применяться для 
подтверждения спорадических случаев с положительным или сомнительным 
результатом исследования IgM антител в странах, которые достигли фазы элиминации 
инфекции. При исследованиях популяционного иммунитета, проводимых в рамках 
мероприятий по борьбе с корью и краснухой, обычно используется  количественное 
определение уровня IgG антител методом ИФА в одном образце сыворотки крови.  
 
Все более широко используется непосредственное выявление вирусов кори и краснухи 
методом ОТ-ПЦР. Хотя стандартные методы исследования все более укореняются, 
единый стандартизованный метод пока не разработан. Широко применяемые надежные 
методики ОТ-ПЦР для выявления вируса кори, разработанные в Центрах по борьбе с 
болезнями и их профилактике (СиДиСи, Атланта, США) и Агенстве защиты здоровья 
(Лондон, Великобритания), можно получить в ВОЗ или в соответствующей 
лаборатории по запросу. 
 
Хотя выделение вирусов кори и краснухи из клинического материала в культуре клеток 
не рекомендовано для рутинной лабораторной диагностики,  этот метод является 
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важным компонентом стратегий борьбы с корью и краснухой. Методы выделения 
вируса в культуре клеток описаны в Приложении 9.3.7.  
 

5.1 Исследование IgM антител 

5.1.1 Метод захвата IgM антител 

В ИФА, основанном на захвате IgM антител,  IgM антитела из сыворотки крови 
больного связываются с  античеловеческими IgM антителами, сорбированными на 
твердой фазе (Рисунок 14). Этот этап не является вирусспецифическим. После контакта 
планшет промывают для удаления других иммуноглобулинов и сывороточных белков. 
Затем добавляют вирусный антиген, который связывается вирус-специфическими IgM 
антителами. После промывания планшета, связавшийся вирусный антиген выявляют с 
помощью антивирусных моноклональных антител, конъюгированных с ферментом, 
который, в свою очередь, реагируя с хромогенным субстратом, показывает присутствие 
или отсутствие вирус-специфических IgM в исследуемом образце. В некоторые 
модификации тест-систем входит уже приготовленный комплекс антиген-
моноклональное антитело-фермент, что позволяет избавиться от одной стадии 
связывания и отмывания. 
 
Тест-системы для диагностики кори, основанные на методе захвата, выпускаются 
несколькими компаниями, однако не все они прошли проверку с целью использования 
в лабораторной сети по кори/краснухе. Детальное описание рекомендованных методик 
исследования, а также рекомендации по интерпретации результатов можно получить в 
ВОЗ по запросу. 
 

Рисунок 14. Схема ИФА, основанного на захвате IgM антител 

 

 
 

 
5.1.2 Непрямой ИФА для выявления вирус-специфических IgM антител 

При постановке непрямого варианта ИФА для выявления IgM антител (Рисунок 15) на 
предварительном этапе анализа применяют адсорбент ревматоидного фактора для 
связывания IgG антител в исследуемой сыворотке крови. Первый этап, адсорбцию 
вирусного антигена на твердой фазе, обычно делают в промышленных условиях и 
поставляют готовым к использованию. При добавлении исследуемого образца 
сыворотки крови любые вирусспецифические антитела (IgM и неадсорбированные IgG) 
связываются с антигеном. 
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IgM антитела выявляют либо непосредственно, т.е. добавлением античеловеческих IgM 
моноклональных антител, меченных ферментом, либо опосредованно, т.е. добавляются 
античеловеческие IgM моноклональные антитела плюс антимышиные антитела, 
меченные ферментом. Для выявления присутствия вирусспецифических антител в 
исследуемом образце добавляют хромогенный субстрат. 
 
Существует несколько коммерческих тест-систем  для выявления специфических IgM 
антител к вирусам кори и краснухи. Тест-системы производства Dade Behring  
используются во многих лабораториях ВОЗ, наряду с другими тест-системами они 
были одобрены на основании результатов исследования широкой панели проверенных 
сывороток крови [8, 48]. 
 
 

 

Рисунок 15. Схема непрямого ИФА для выявления IgM антител (сыворотка подвергается 
предварительной обработке для удаления IgG антител  и ревматоидного фактора ) 
 

 
 

 
Детальное описание методики и рекомендации по интерпретации результатов можно 
получить в ВОЗ по запросу.  
 
Использование таких альтернативных образцов, как высушенная на фильтровальной 
бумаге кровь, требует модификации стандартной методики исследования IgM антител.  
Элюат из образцов сухой капли крови можно исследовать в коммерческих тест-
системах, основанных на непрямом варианте ИФА для выявления IgM-антител 
(например, производства Dade Behring), но с небольшими модификациями. Детально 
модификации описаны в Приложении 9.2. Всегда следует убедиться, что используемая 
тест-система  рекомендована для исследования конкретного вида образца.  
 

5.1.3 Дифференциальная лабораторная диагностика кори и краснухи 

Лаборатории тех регионов ВОЗ, которые поставили цель элиминации и кори, и 
краснухи, должны на регулярной основе исследовать все образцы сывороток крови от 
подозрительных случаев как на корь, так и на краснуху. В тех регионах, где не стоит 
задача элиминации краснухи, лаборатории могут также исследовать образцы на 
краснуху, в зависимости от эпидемической ситуации и проводимых мероприятий по 
борьбе с краснухой, главным образом потому, что подозрительные на корь случаи 
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могут оказаться случаями краснухи. В связи с тем, что диагностические наборы для 
выявления IgM антител к вирусу краснухи обычно дороже, чем к вирусу кори, 
тестирование всех образцов на обе инфекции часто является нецелесообразным. 
Наиболее эффективной, с точки зрения использования ресурсов, является стратегия, 
когда вначале все образцы исследуются на IgM антитела к вирусу кори, а затем только 
негативные к кори образцы проверяют на наличие IgM антител к вирусу краснухи 
(Рисунок 16А). Для стран, имеющих эффективные программы иммунизации против 
кори, и, следовательно, низкий уровень заболеваемости корью, но не вакцинирующих 
или с низким уровнем охвата вакцинацией против краснухи, более эффективным 
использованием ресурсов может оказаться тестирование образцов от случаев с сыпью и 
температурой (или подозрительных на корь или краснуху) сначала на наличие IgM к 
краснухе, а затем отрицательных к краснухе – на наличие IgM к кори (Рисунок 16В).  
 
 

Рисунок 16. Стратегия исследования IgM антител к кори и краснухе в различных 

условиях контроля инфекций 
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5.1.4 Интерпретация результатов исследования  IgM антител у недавно 

вакцинированных больных 

Поскольку иммунизация вакцинами КК или КПК стимулирует выработку 
специфических IgM антител к вирусам кори и краснухи, введение этих вакцин в 
течение 6 недель до появления сыпи осложняет интепретацию результатов 
серологического исследования. Результаты двойного слепого исследования выбранных 
случайным образом 581 пары близнецов, показали, что из 460 детей в возрасте 14-18 
месяцев у 32% произошло умеренное или значительное повышение температуры после 
иммунизации вакциной КПК (против 9% в группе плацебо, р<0,002), при этом пик 
реакции приходился на 9-10 день. Кроме того, на 9-10 день у вакцинированных КПК 
чаще, чем в группе плацебо, отмечались беспокойство  (7,3% против 4,0%), сонливость 
(3,5% против 1,4%) и сыпь (4,3% против 3,0%) [44]. Серологические исследования не 
позволяют дифференцировать иммунный ответ на вакцинацию и натуральную 
инфекцию, это можно сделать только посредством выделения и генетической 
характеристики вируса. Кроме того, проведенные в Европе исследования, показали, что 
парвовирус В19, энтеровирусы, аденовирусы, человеческий герпесвирус 6-го типа, а 
также стрептококки групп А и С являются наиболее распространенными причинами 
заболеваний, сопровождающихся сыпью и температурой, вызывая от одной трети до 
половины всех случаев [45, 46]. В тропическом климате около трети всех случаев 
первичной инфекции вирусом денге протекают с сыпью и температурой [47], а в 
период эпидемий лихорадки денге этой причиной обусловлено подавляющее 
большинство случаев заболевания с сыпью и температурой. В таких условиях случаи 
заболевания с сыпью и температурой у лиц, недавно получивших вакцину КК или 
КПК, с большей вероятностью вызваны другими возбудителями, и наличие 
поствакцинальных IgM антител связывают с коревой или краснушной инфекциями 
ошибочно. Поэтому рекомендуется, чтобы IgM позитивные случаи заболевания у лиц, 
получивших коревую и/или краснушную вакцины в период от 1 до 6 недель до 
появления сыпи, после тщательного эпидемиологического расследования были 
отменены, если не были обнаружены  другие подтвержденные случаи поблизости или 
не была установлена эпидемиологическая связь с подтвержденным случаем в любом 
регионе. Страны, находящиеся в фазе элиминации, должны рассматривать 
исследования на вирус денге,  парвовирус В19, герпесвирус 6-го типа  (в зависимости 
от ситуации) как часть дифференциальной диагностики для всех IgM положительных 
случаев кори/краснухи. 
 

5.1.5 Интерпретация результатов исследования образцов, положительных на 

IgM антитела как к кори, так и к краснухе 

Ряд лабораторий будут участвовать в национальных и международных программах по 
диагностике и надзору за другими инфекционными заболеваниями, помимо кори и 
краснухи, и получат возможность исследовать специфические IgM антитела к ряду 
вирусов, вызывающих заболевания с сыпью и температурой. Поскольку коммерческие 
диагностические тест-системы для выявления IgM антител к вирусам кори и краснухи 
имеют специфичность ≥95%, то иногда исследование сыворотки может дать 
положительные результаты к нескольким возбудителям, включая корь, краснуху, вирус 
Эпштейн-Барра, цитомегаловирус, человеческий парвовирус В19 [4, 21, 48]. Наиболее 
частыми причинами ложнопозитивных результатов являются присутствие в образцах 
ревматоидного фактора, специфических IgG антител и неспецифических перекрестно-
реагирующих IgM антител. В случае коревой и краснушной инфекции или вакцинации, 
содержание специфических IgM антител обычно становиться ниже определяемого 
уровня в течение 1 - 2 месяцев [49]. Кроме того, гетеротипичные IgM антитела могут 
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появиться у больных, инфицированых другими вирусами, например вирусом Эпштейн-
Барра, и сыворотка крови таких больных может давать ложноположительный результат 
при исследовании IgM антител к вирусам кори и/или краснухи [50]. Все это крайне 
затрудняет интепретацию выявления  специфических IgM антител к вирусам кори и 
краснухи при отсутствии явных клинических симптомов, особенно в странах с низким 
уровнем заболеваемости. Использование других методов, таких как ОТ-ПЦР, 
выделение вируса, 4-кратное нарастание уровня IgG антител в парных сыворотках или 
определение авидности IgG антител может помочь в правильной интерпретации 
полученных данных. 

5.2 Исследование IgG антител 

Использование метода определения IgG антител для диагностики острой инфекции 
требует наличия двух образцов сывороток крови от больного, полученных с 
интервалом не менее 10 дней и исследованных в одном опыте. Поскольку второй 
образец крови часто бывает сложно получить, рекомендуется проводить исследование 
IgM антител в одном образце. Однако в том случае, если результаты исследования IgM 
не позволяют сделать окончательного заключения, второй образец сыворотки крови 
(конвалецентный), собранный через 10 – 30 дней после первого (острого), может быть 
исследован для определения нарастания титра IgG антител. При этом первый образец 
сыворотки должен быть получен в течение 10 дней с момента появления сыпи, а 
лабораторное исследование должно показать 4-кратное нарастание титров антител к 
кори или краснухе. Исследование обоих образцов сыворотки (острого и 
конвалесцентного) на наличие IgG антител надо проводить одновременно, с 
использованием одной и той же тест-системы. Специфические критерии для подсчета 
уровня нарастания титров антител зависят от конкретного метода. Величина 
оптической плотности (ОП) в ИФА не является показателем титра антител, и 
возрастание значения ОП не соответствует напрямую нарастанию титра. 
 
Наиболее распространенным методом выявления IgG антител к вирусу кори или 
краснухи является метод непрямого ИФА. В таких тест-системах очищенный вирус 
сорбируется на твердой фазе и к нему добавляется тестируемая сыворотка. Любые 
вирусспецифические антитела связываются с вирусом и  специфические IgG антитела 
выявляются с помощью античеловеческих IgG. Связанные вирусспецифические IgG 
выявляют в прямой или непрямой реакции с использованием хромогенного субстрата.  
 

5.2.1 Определение авидности IgG антител 

Авидность антител показывает силу взаимодействия антитела с мультивалентным 
антигеном. В зависимости от силы связывания, комплекс антиген-антитело может 
диссоциировать с разной степенью легкости. После первой встречи с антигеном 
формируется низкий уровень авидности, который возрастает со временем и обычно 
затрагивает IgG антитела [51, 52]. Метод измерения авидности антител, связанных с 
антигеном, был разработан для того, чтобы разделить низкоаффинные антитела, 
образующиеся на ранних стадиях инфекции, от более поздних, высокоаффинных 
антител, которые свидетельствуют о перенесенной в прошлом инфекции. Определение 
авидности IgG  антител может оказаться полезным для дифференциации первичной и 
вторичной краснушной инфекции и для исключения возможных остаточных IgM 
антител в течение месяцев или лет после первичной инфекции. Однако исследование 
авидности IgG  является трудным для выполнения, стандартизации,  проведения 
контроля качества и интерпретации результатов, и поэтому рекомендуется для 
использования только в лабораториях, имеющих большой опыт таких исследований. 
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Информация о лабораториях, компетентных в проведении исследования авидности IgG 
антител для подтверждения краснушной инфекции, может быть получена в ВОЗ. 

5.3 ОТ-ПЦР 

Основная роль ОТ-ПЦР в рамках реализации программ по надзору за корью и 
краснухой заключается в генетической характеристике диких штаммов вирусов, а 
также в обнаружении геномных вариаций возбудителей, обнаруженных в разное время 
в разных частях мира. Поскольку метод ОТ-ПЦР позволяет выявлять 
инактивированные вирусные частицы, то период времени с момента появления сыпи, в 
течение которого вирус может быть выявлен, обычно на несколько дней дольше, чем 
период времени, в течение которого удается выделить вирус в культуре клеток. Однако 
метод ОТ-ПЦР имеет ряд технических сложностей, связанных с чувствительностью и 
воспроизводимостью, которые могут свести на нет его преимущества. Кроме того, 
перекрестная контаминация при проведении ОТ-ПЦР представляет серьезную 
проблему, особенно в отсутствии строжайших лабораторных стандартов, которые 
необходимо установить и постоянно поддерживать. Поэтому  внедрение ПЦР не 
рекомендуется в лабораториях, которые не имеют специальных помещений для 
проведения каждого этапа ПЦР и хорошо обученных сотрудников. 
 
Протоколы для лабораторного подтверждения случаев кори и краснухи методом ОТ-
ПЦР можно получить в ВОЗ по запросу из лабораторий, в которых условия и персонал 
позволяют проводить такие исследования.   
 

5.4 Выделение вируса в культуре клеток 

Выделение вируса в культуре клеток редко оказывается полезным для диагностики 
кори, однако оно является исключительно важным для молекулярно-
эпидемиологического надзора за вирусами кори и краснухи. 
 

5.4.1 Корь 

Наличие чувствительных клеточных линий для выделения вируса кори из клинических 
образцов и внедрение в повседневную практику методов ОТ-ПЦР и секвенирования 
генома, позволили быстро получить генетическую характеристику большого числа 
диких штаммов вируса кори. В настоящее время эта база данных по нуклеотидным 
последовательностям позволяет использовать методы молекулярной эпидемиологии 
для определения происхождения диких вирусов и  дифференциации диких и вакцинных 
штаммов вируса кори.  
 
Вначале  наиболее подходящей клеточной линией для первичной изоляции вируса кори 
считалась линия В95а (В лимфобласты мартышек, трансформированные вирусом 
Эпштейн-Барра). Эти клетки более чем в 10 000 раз более чувствительны к выделению 
вируса кори из клинического материала, чем другие широко распространенные 
клеточные линии. Клетки В95а относительно  легко культивируются в лабораторных 
условиях и дают четко видимый цитопатический эффект (ЦПЭ) при инфицировании 
вирусом кори. Однако эта клеточная линия заражена вирусом Эпштейн-Барра, что 
представляет опасность для лабораторных работников. С этими клетками всегда надо 
обращаться, как с инфекционным материалом. В связи с этим  клеточная линия В95а 
больше не является предпочтительной для выделения вируса кори в лабораторной сети 
ВОЗ. 
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В последнее время была проведена оценка другой клеточной линии, Vero/SLAM, для 
использования в Глобальной лабораторной сети ВОЗ. Она представляет собой клетки 
Vero, модифицированные путем трансфекции плазмидой, кодирующей ген 
человеческого рецептора SLAM (сигнальной  лимфоцитактивирующей молекулы, 
известной как CDw150), недавно открытого гликопротеина, который экспрессируется 
на поверхности некоторых Т и В лимфоцитов  и является клеточным рецептором для 
вируса кори [53]. Чувствительность клеточной линии Vero/SLAM к вирусу кори не 
уступает клеткам В95а. Кроме того, линия Vero/SLAM чувствительна к лабораторно 
адаптированным штаммам вируса кори, в том числе и к вакцинным вирусам [54]. 
Культура клеток Vero/SLAM также чувствительна к вирусу краснухи, хотя ЦПЭ при 
этом трудно различим. Преимущество клеточной линии Vero/SLAM заключается в том, 
что она не является стабильно инфицированной вирусом и, соответственно, 
представляет меньшую биологическую опасность, чем клетки В95а. Недостатком этой 
линии является необходимость добавления генетицина (Geneticin) в питательную среду 
для поддержания экспрессии молекулы SLAM, что увеличивает ее стоимость. В то же 
время, если клеточный запас был приготовлен в присутствии генетицина,  экспрессия 
молекулы SLAM будет сохраняться на протяжении не менее 15 последующих пассажей 
без добавления этого препарата, что позволяет сэкономить средства, затрачиваемые на 
более дорогие питательные среды, содержащие генетицин. 
 
Клеточная линия Vero/SLAM была получена д-ром Янаги и коллегами из Университета 
Киушу, Фукуока, Япония [55] и предоставлена лабораторной сети ВОЗ Национальным 
институтом инфекционных заболеваний, Токио, Япония. В настоящее время клеточной 
линией Vero/SLAM располагают региональные банки клеток. Получить клетки 
Vero/SLAM можно по запросу в ВОЗ. 
 
Протокол выделения вирусов кори и краснухи в культуре клеток Vero/SLAM  
представлен в Приложении 9.3.7. 
 

5.4.2 Краснуха 

Вирус краснухи можно изолировать из адекватно собранных образцов 
назофарингеальных смывов, мазков из горла, крови, мочи и цереброспинальной 
жидкости больных  краснухой и СВК. Вирус краснухи способен размножаться в 
клетках Vero/SLAM, которые в настоящее время рекомендованы ВОЗ для 
использования в Глобальной лабораторной сети. Клетки Vero также можно 
использовать для выделения вируса краснухи.  
 
Выявление гликопротеина Е1 вируса краснухи в инфицированных клетках Vero с 
использованием моноклональных антител либо иммунофлюоресцентным, либо 
иммуноколориметрическим методами, разработано в СиДиСи, Атланта. Эти методы 
выявляют вирусный антиген в монослое клеток Vero/SLAM или Vero, который 
инокулируют и затем инкубируют при 35○С в течение 3-5 дней. Описание методики 
представлено в Приложении 9.3.15 
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6. Управление данными и отчеты 
 
Важной частью работы каждой лаборатории  является  регистрация сведений об 
исследуемых образцах, регистрация результатов исследования и сообщение этих 
результатов. Хорошо работающие лаборатории также должны анализировать 
полученные результаты, интерпретировать данные с точки зрения эпидемиологических 
связей и тенденций и суммировать в форме регулярных отчетов. Термин «управление 
данными» подразумевает осуществление всех этих видов деятельности и является 
существенным компонентом любой системы надзора за заболеваниями. Региональное 
Бюро ВОЗ будет предоставлять подробные рекомендации по специфическим 

требованиям к отчетным формам, в соответствии с уровнем и задачами 

лабораторий по кори/краснухе, входящих в Региональную лабораторную сеть 

ВОЗ.  

6.1 Цели управления данными 

Управление данными начинается с понимания: 
• значения представляемой информации; 

• что вы должны сообщить людям за пределами лаборатории; 

• кому необходимо это сообщить; 
• как часто надо представлять информацию. 

 
Каждая лаборатория должна: 
 

• сообщать результаты в утвержденной форме сотрудникам РПИ и лицам, 
направившим образцы; 

• представлять годовые или текущие отчеты руководителю своего учреждения; 
• составлять суммарные отчеты для того, чтобы объяснить, почему  необходимо 

продолжать финансирование. 
 
После того, как все эти требования сформулированы, необходимо подумать о том, 
какую информацию следует собирать, чтобы удовлетворить эти требования. Как 
правило, чем больше информации собирают и регистрируют, тем больше шансы, что 
эта информация будет низкого качества и с большим количеством пропусков и ошибок. 
Всегда проще аккуратно собрать и тщательно зарегистрировать меньшее количество 
сведений, чем чрезмерно большое. Но если собирается меньше информации, важно, 
чтобы это была необходимая информация. 
 
Следующим шагом «управления данными» является выбор физического способа 
регистрации и хранения полученных сведений. Все лаборатории имеют  формы для 
регистрации образцов и лабораторных результатов. Чаще всего это бумажные 
журналы, куда информацию записывают строка за строкой, с конкретными данными в 
специально обозначенных колонках. Такой способ регистрации информации часто 
называют построчным, потому что все сведения о конкретном случае или образце 
можно найти, читая строку по горизонтали.  
 
В лабораториях с незначительной производственной нагрузкой вполне достаточно 
иметь такие журналы, чтобы удовлетворять всем необходимым требованиями по 
отчетности. В лабораториях с большей нагрузкой часто удобнее установить 
компьютерные системы регистрации данных. Согласно требованиям Региональной 
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лабораторной сети, для некоторых лабораторий достаточно иметь простую табличную 
систему (например, с использованием такой программы, как Excel), соответствующую  
построчной форме бумажных журналов. Хотя такая форма полезна для некоторых 
видов анализа, манипулировать большими объемами информации в компьютерных 
таблицах достаточно сложно. Для больших объемов информации лучше создавать 
компьютерные базы данных. 
 
Выбор конкретного способа компьютеризации лабораторных данных зависит от 
нескольких факторов: 

• предпочтений пользователя; 
• технической оснащенности; 

• наличия и стоимости программного обеспечения; 
• способа программирования в зависимости от программного обеспечения; 
• местных возможностей создать и поддерживать работу системы.  

 
Выбранный способ должен, как минимум, позволять быстро и точно выбирать 
необходимые записи, производить несложные расчеты, такие как частота 
встречаемости или временные интервалы, а также строить графики и таблицы. Часто 
установка меню программы дает большие преимущества, особенно для начинающих 
пользователей, а также делает более эффективной повторяющуюся работу, например, 
ввод данных. Программа должна быть снабжена подробной информацией как для 
пользователей, так и для программистов. Документация должна включать четкие 
инструкции по инсталляции, использованию, структуре, адаптации для специфических 
задач, необходимости технического обслуживания, а также требования к работе с 
файлами и список кодов, если применяется кодирование информации.   
 
Любая система компьютерной регистрации лабораторных данных должна включать 
следующие компоненты: 

• ввод данных; 

• фильтры данных (программы, которые выявляют ошибки ввода данных); 

• резервное копирование данных; 

• рутинный анализ и отчеты (для принятия решений, мероприятий и 
мониторинга); 

• обратную связь (отправка результатов специалистам, которые занимаются 
расследованием случаев); 

• прямую связь (передачу информации на следующий уровень). 
 
Для разработки системы регистрации лабораторных данных необходимо привлечь 
сотрудника, который полностью понимает задачи, стратегию, потребности надзора и 
индикаторные показатели работы. Обычно приглашают сотрудника более высокого 
организационного уровня. В частности, такой компонент, как передача информации на 
следующий уровень, не может быть оформлен до тех пор, пока представители этого 
уровня четко не обозначат свои требования к представляемой информации, а также 
наиболее удобные для них формат и структуру отчетов.  
Со всеми участниками системы должно быть четко согласовано, какая информация 
сообщается и откуда и куда поступают сведения. Очевидно, что отчеты, направляемые 
в качестве обратной связи и в качестве прямой связи,  будут иметь разную форму и 
отсылаться с различной частотой. В идеале, организация информационного потока 
должна быть иерархической, т.е. сведения должны поступать с одного уровня на 
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другой, без пропусков уровней. Информация также может быть «распространенной» 
(одновременная рассылка нескольким источникам на разных уровнях). Очень важно, 
чтобы установленная система обмена информацией соблюдалась постоянно и без 
исключений. Также важно периодически проверять работу системы для того, чтобы 
убедиться, что она выполняет свою функцию, а также для принятия решения о 
необходимости ее совершенствования. Если в деятельность системы вносятся какие-
либо изменения, о них необходимо проинформировать всех участников и согласовать 
эти изменения. 
 
Постоянная регистрация лабораторных данных, аккуратное и тщательное их 
поддержание обеспечивают последующую хорошую обработку и четкое определение 
ответственностей. Успех или провал работы любой инициативы системы 
здравоохранения или надзора за заболеваниями зависят от наличия хорошо 
организованной системы обмена информацией, от точности и своевременности 
предоставления сведений для проведения соответствующих мероприятий. Невозможно 
переоценить значение хорошо организованного процесса управления лабораторными 
данными. 
 
Безусловно, не имеет значения, какая именно система управления данными 
используется, непосредственные результаты исследования образцов должны храниться 
в любой наиболее доступной форме. Кроме результатов исследования образцов 
протокол должен включать название использованной тест-системы, ее характеристики 
(например, номер серии и срок годности), значения оптической плотности контрольных 
и исследуемых образцов, проведенные расчеты и результаты исследования образцов 
внутреннего контроля качества, фамилии сотрудника, проводившего исследование, и 
сотрудника, который проверял результаты перед их отправкой.  

6.2 Регистрация получения образца 

При расследовании каждого подозрительного случая кори необходимо заполнить 
специальную форму расследования случая. При взятии образца заполняется отдельное 
направление на лабораторное исследование, которое отсылается в лабораторию вместе 
с каждым образцом. Необходимо тщательно проверять, чтобы информация на упаковке 
образца совпадала с данными направления на исследование. Направление на 
лабораторное исследование (см. Приложение 9.1) должно включать следующие 
сведения: 
 

• индивидуальный идентификационный номер случая (в согласованном формате); 
• предварительный клинический диагноз; 
• внутренний лабораторный номер (не обязательно, но часто оказывается 

полезным); 

• фамилию больного (латинскими буквами); 

• возраст (или дата рождения в стандартном формате дат); 
• область (регион, провинция); 
• город/район; 

• код страны (принятый Региональном бюро ВОЗ); 

• дату и тип (например, К или КК или КПК) последней вакцинации; 

• дату появления сыпи; 

• соответствует ли заболевание стандартному определению случая; 
• тип образца; 
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• дату сбора образца; 
• дату отправки образца в лабораторию. 

 
При получении образца в лаборатории необходимо добавить следующие сведения: 

• дату поступления образца в лабораторию; 

• адекватность образца (объем); 

• состояние образца при получении (для информации руководителя РПИ);  

• сведения о предварительной обработке (элюция, разделение, 
центрифугирование, место хранения и т.д.). 

 
Каждому образцу необходимо присвоить индивидуальный идентификационный номер, 
который вносится в лабораторный журнал, а также отмечается в сопроводительной 
форме и на контейнере с образцом. В качестве лабораторного номера можно 
использовать сокращенный вариант идентификационного номера случая или 
последовательные номера при поступлении. Этот номер должен использоваться для 
маркировки всех контейнеров, центрифужных пробирок и флаконов при всех 
последующих лабораторных манипуляциях. 

6.3 Регистрация результатов 

  Минимальный объем данных, которые необходимо регистрировать в процессе 
исследования образца и при получении результатов, включает: 

• индивидуальный идентификационный номер случая; 
• дату исследования; 
• метод исследования (IgM, ОТ-ПЦР, выделение вируса в культуре клеток); 
• результат измерения оптической плотности; 

• результат  исследования; 
• дату сообщения результата исследования руководству РПИ; и  

• был ли отправлен образец в РРЛ (да или нет)? 
 
Если да: 

• название региональной референс-лаборатории; 

• лабораторный идентификационный номер образца; 
• дату отправки образца в РРЛ; 

• дату получения результатов исследования из РРЛ; 

• результат исследования в РРЛ;  

•  дату сообщения этого результата руководству РПИ. 
 

6.4 Отчетность о деятельности лаборатории и результатах 

Существует несколько причин, по которым необходимо аккуратно и своевременно 
представлять результаты лабораторных исследований. Представление 
лабораторных результатов оказывает непосредственное влияние на эффективность 
работы программы по контролю и элиминации кори через: 

• информирование сотрудников  национальной РПИ для отслеживания случая 
и планирования дополнительных мероприятий по иммунизации; 

• координацию взаимодействия ВОЗ с другими партнерскими организациями 
в рамках программы по борьбе и элиминации;  
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• мониторинг результатов лабораторных исследований для выявления 
возможных проблем и недостатков. 

 
Регулярное представление отчетов служит постоянным подтверждением того, что в 
лаборатории выполняются все рекомендованные и используемые процедуры и  
точность работы лаборатории находится на приемлемом уровне.  
 

6.4.1 Обратная связь с сотрудниками РПИ 

Детали, т.е. формат и сроки, представления лабораторных отчетов сотрудникам РПИ 
должны быть согласованы на местном уровне. В целом, все результаты исследований 
необходимо представлять в течение недели с момента получения образца в 
лаборатории, а позитивные результаты (если в последнее время случаи не 
регистрировались) в течение 24 часов. Все остальные результаты должны 
предоставляться  руководителю РПИ по требованию. Ежемесячное представление 
лабораторных отчетов руководителям РПИ позитивно сказывается на эффективности 
работы программы. 
 
Необходимо информировать руководство РПИ о получении неадекватных образцов, 
нарушении условий транспортировки или пропущенных регистрационных сведениях 
для того, чтобы сотрудники программы могли связаться с местными медицинскими 
работниками и исправить допущенные ошибки. 
 

6.4.2 Ежемесячные отчеты в ВОЗ 

Согласно требованиям, все национальные лаборатории должны предоставлять 
ежемесячные отчеты в ВОЗ. Полученная информация используется для обновления 
суммарных сведений по странам, мониторинга работы лабораторий и координации 
деятельности международных организаций. Данные ежемесячных отчетов очень важны 
для координации работы программы в целом, поэтому своевременное предоставление 
точных ежемесячных отчетов должно быть приоритетом в работе всех лабораторий. 
 
В связи с тем, что анализ значительного объема поступающей информации требует 
времени, лаборатории, которые исследуют 100 и более образцов в год, должны 
предоставлять ежемесячные отчеты в виде электронных баз данных, на дискетах  или 
через электронную почту. В настоящее время ВОЗ может предоставить необходимый 
пакет программного обеспечения для ведения баз данных лабораторных исследований, 
пригодный для использования в подавляющем большинстве лабораторий, входящих в 
глобальную лабораторную сеть. 
 
 

7. Безопасная транспортировка образцов 

и изолятов 
 
 
Эта глава посвящена, главным образом, безопасной международной транспортировке 
инфекционных и потенциально инфекционных материалов из одной лаборатории в 
другую в пределах глобальной сети. 
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Соблюдение правил безопасности при транспортировке образцов и инфекционных 
материалов касается абсолютно всех, кто принимает в этом участие. Существуют 
определенные международные и национальные правила и требования, которые 
необходимо соблюдать при транспортировке исследуемых образцов и полученных из 
них материалов. Несоблюдение этих требований может привести к задержке в 
доставке, потере жизнеспособности образца или к увеличению риска случайного 
воздействия потенциально инфекционного агента на работников транспорта, 
отправителя, получателя и других людей. Ручная перевозка инфекционных материалов 
строго запрещена правилами международных перевозок так же, как и использование 
для этой цели дипломатической почты. Успешная пересылка материалов в пределах 
глобальной лабораторной сети требует предварительного планирования, 
соответствующей упаковки, маркировки, оформления документации и взаимодействия 
между всеми участниками процесса: отправителем – перевозчиком – получателем. 
 

7.1  Планирование 

Ответственность за правильное оформление, упаковку, маркировку и подготовку 
документов лежит на отправителе материала из лаборатории. Эффективная 
транспортировка инфекционного материала требует четкого взаимодействия между 
отправителем, перевозчиком и получателем (лаборатория, которая получает посылку) 
для того, чтобы гарантировать безопасность перевозки и своевременную доставку 
материала в удовлетворительном состоянии. Координация зависит от налаженных 
связей и партнерских взаимоотношений между тремя звеньями транспортировки. 
 
Как только принято решение о необходимости отправки материалов из лаборатории, 
надо поставить в известность получателя о характере направляемых образцов. 
Отправитель должен поинтересоваться о необходимости получения разрешения на ввоз 
биологического материала в соответствии с требованиями правительства страны 
лаборатории-получателя. Если такое разрешение необходимо, то лаборатория-
получатель должна оформить разрешение на ДАННЫЙ груз и передать его (как 
правило, по факсу) в лабораторию-отправитель для предоставления транспортному 
агентству. Отправитель должен согласовать с получателем транспортное агентство, 
которое будет осуществлять доставку. Отправитель и получатель также должны 
заранее договориться о наиболее удобном времени отправки материала для того, чтобы 
в момент получения ответственные сотрудники были на местах и могли принять 
посылку. Не рекомендуется пересылать материалы в выходные дни. 
 
После  предупреждения лаборатории-получателя о необходимости отсылки 
материалов, отправитель должен обратиться к перевозчику, который занимается 
транспортировкой инфекционных материалов и биологических образцов, и 
договаривается о том, что: 

• посылка будет принята; 
• посылка будет отправлена наиболее коротким путем, прибытие груза в 

выходные и праздничные дни исключается; 
• передвижение посылки будет документироваться; 
• при транзите условия транспортировки будут контролироваться; 
• отправитель будет уведомлен о любых задержках. 
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Отправитель получает от перевозчика перечень необходимых для перевозки 
документов и инструкции для обеспечения безопасной доставки груза. Перевозчик 
также может дать рекомендации по упаковке груза. 
  

7.2 Упаковка 

Надлежащая упаковка и маркировка пересылаемых материалов крайне важны для 
сохранения целостности образцов, предупреждения несчастных случаев и служат 
гарантией недопущения задержек из-за нарушения правил перевозки. Требования, 
предъявляемые к упаковке различных видов  лабораторных материалов, регулируются 
международными и национальными правилами. Существует ряд международных 
лицензированных агентств, которые проводят обучение правилам упаковки материалов 
в соответствии с международными требованиями. 
 
Международные правила перевозки инфекционных материалов разными видами 
транспорта основаны на Рекомендациях Комитета Экспертов ООН по транспортировке 
опасных грузов (The Recommendations of the United Nations Committee of Experts on the 
Transport of Dangerous Goods (UN)). Международные организации, такие как  
Международный Почтовый Союз (Universal Postal Union (UPU)), Международная 
Ассоциация Гражданской Авиации  (International Civil Aviation Organization (ICAO)) и 
Международная Авиатранспортная Ассоциация (International Air Transport Association 
(IATA)) включили эти рекомендации в соответствующие правила. В данном вопросе ВОЗ 
выступала в роли консультанта. 

Не соответствующая требованиям упаковка повышает вероятность повреждения или 
розлива материала при транспортировке. На совещании  Экспертного Комитета ВОЗ в 
2001г. было признано, что для предупреждения опасности распространения всех известных 
патогенных агентов достаточно двойной упаковки. На основании проведенной оценки 
риска, биологические материалы, содержащие инфекционные агенты, для которых 
необходимо соблюдать особые меры предосторожности, были отнесены к категории А. 
Упаковка этих материалов должна соответствовать стандарту PI 620. Считается, что 
патогены категории В (включая корь и краснуху) представляют меньший риск, потому что 
они не так легко передаются, и в случае непредвиденных происшествий соблюдение 
общепринятых мер предосторожности и гигиенических мероприятий позволят 
предупредить заражение. Упаковка материалов категории В должна соответствовать РI 

650. Рекомендации по упаковке, основанные на оценке риска, представлены в документе 
ВОЗ «Transport of Infectious Substances. Background to the amendments adopted in the 13th revision of 

the United Nations Mode Regulations guiding the transport of infectious substances» 

(WHO/CDS/CSR/LYO/2004.9 – 

http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/en/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_9Final.pdf ). 

Клинические образцы (сыворотка крови, носоглоточные смывы и моча) должны быть 
упакованы согласно стандарту PI 650, который является минимальным для этой категории 
материалов. Однако инфекционные культуры вирусов, даже если возбудитель относится к 
категории В, должны быть упакованы по стандарту PI 620. Это связано с тем, что вирусная 
культура обычно содержит гораздо более высокую концентрацию возбудителя в заданном 
объеме по сравнению с образцами клинических материалов, что, естественно, повышает 
вероятность получения инфекционной дозы в случае контакта. Современные инструкции 
для PI 650 и PI 620 представлены в Приложении 9.4. По состоянию на 2005г. на образцы 
сухой капли крови не распространяются  Правила перевозки опасных грузов 
Международной авиатранспортной ассоциации (ссылка IATA).  
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7.3 Подготовка и отправка 

Требования к документам, необходимым для отправки груза, определяются  характером 
посылаемого материала. Как правило, каждая посылка  должна иметь следующие 
сопроводительные документы: 

• упаковочный лист/ предварительная счет-фактура/ таможенная декларация/ 
коммерческая счет-фактура, которая содержит адрес получателя, количество 
упаковок, описание содержимого,  вес, стоимость (требуется только для 
международных пересылок); 

• авианакладная при перевозке самолетом; 

• документы на экспорт/импорт (по требованию); 

• в авианакладной следует указать: 

o фамилию и имя, адрес, телефон/факс получателя; 

o количество образцов; 

o  «скоропортящийся груз»; 

o телефон получателя после прибытия (повторить номер  телефона получателя); 

o информацию для транспортировки:  «СРОЧНО! НЕ ЗАДЕРЖИВАТЬ: 
биологические образцы – скоропортящиеся,   хранить при 4 - 8○ С».  

Сразу же после отправки образцов надо сообщить получателю: 

• сколько послано образцов; 

• количество коробок и вес; 

• рейс, дату и время прибытия; 

• номер авианакладной. 

Кроме того, необходимо послать получателю по почте копию авианакладной  с просьбой 
проинформировать отправителя, если материалы не были получены. 

Сразу же после доставки посылки, получатель должен сообщить отправителю о получении 
груза  и его состоянии, а также обо всех проблемах, если они возникали. Проще всего это 
сделать, отправив  по факсу предусмотренную для этого форму, которую отправитель 
должен вложить в посылку. 

 

8.  Обеспечение качества работы в 

лабораторной сети 
 

Обеспечение качества работы лабораторий напрямую связано с организационными 
процессами и условиями, в которых деятельность лаборатории планируется, 
осуществляется, контролируется, регистрируется и  представляется. Деятельность 
лаборатории, организованная в соответствии с принципами обеспечения качества, 
гарантирует надлежащее планирование работы и обеспечение адекватных мер по ее 
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осуществлению. Это способствует полной и точной отчетности и позволяет контролировать 
полноту проводимых мероприятий. 

 

8.1. Организация системы обеспечения качества работы лаборатории 

Внедрение системы обеспечения качества работы лаборатории означает установление 
четкой организационной структуры, обязанностей, методов, приемов и необходимых 
ресурсов для  решения следующих задач: 

• предупреждение рисков; 

• выявление отклонений; 

• исправление ошибок; 

• повышение эффективности; 

• гарантия качества и полноты данных. 

Ответственность за организацию, внедрение и реализацию системы обеспечения качества 
работы  лежит на директоре или руководителе лаборатории. Однако все сотрудники  
отвечают за обеспечение качества работы. Этот процесс состоит из нескольких элементов, 
перечисленных ниже. 

8.1.1. Персонал 

Коревые/краснушные лаборатории должны иметь достаточное число сотрудников, 
обладающих необходимой  квалификацией и опытом  для безопасного и точного 
выполнения всех функций и требований, которые предъявляют к лабораториям по 
кори/краснухе. В каждой лаборатории должна быть составлена организационная 
диаграмма, отражающая иерархию и линии управления, и включающая описание 
функциональных обязанностей и ответственности каждого человека. 

В штатном расписании лаборатории должны быть: 

• руководитель лаборатории; 

• руководители всех подразделений, например, серологической группы, групп 
молекулярной биологии, клеточных культур и т.д.; 

• научные сотрудники, лаборанты и вспомогательный персонал; 

• административный  штат, сотрудники, обеспечивающие эксплуатацию здания, 
обрудования, уборку помещений.  

Для каждой должности необходимо иметь должностные инструкции, включающие 
описание функций и ответственности, требований к образованию и опыту работы. 

8.1.2. Квалификационные требования к персоналу 

Уровень сотрудников должен быть адекватным для выполнения в полном объеме всех 
функций, возложенных на лабораторию по кори/краснухе, без ущерба безопасности работы 
или ее качеству. В лабораториях существуют виды деятельности, которые требуют от 
сотрудников достаточного опыта, такие как проведение ИФА, ведение культур клеток, 
выявление цитопатического эффекта вирусов в клеточных культурах, детекция вируса, 
выполнение ОТ-ПЦР или секвенирования. Поэтому в лаборатории должен быть, по 
крайней мере, один сотрудник, который имеет не менее чем 12-месячный опыт выполнения 
соответствующей работы. Кроме того, рекомендуется иметь хотя бы одного человека, 
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который будет работать вместе с квалифицированным сотрудником, чтобы овладеть 
конкретным методом и приобрести опыт в пределах лаборатории, что позволит проводить 
исследования в случае отсутствия квалифицированного сотрудника. 

 

8.1.3. Человеческие ресурсы 

Основной задачей политики человеческих ресурсов является обеспечение лаборатории 
надежным персоналом, имеющим научную и/или техническую подготовку для 
качественного осуществления лабораторной деятельности, и оплачиваемого в соответствии 
с состоянием рынка труда. Лаборатория должна регулярно организовывать и 
координировать проведение обучающих курсов для дополнительного обучения и 
повышения квалификации как технических, так и научных сотрудников, в соответствии с 
выявленными потребностям и предложениями руководителей подразделений. Такое 
обучение способствует достижению успеха в процессе обеспечения качества работы. 
Необходимо разработать  программы непрерывного обучения, включающие обучение как в 
своей лаборатории, так и в других учреждениях. Описание программ обучения персонала 
должно быть отражено в соответствующих документах.  

Программа поддержки человеческих ресурсов должна включать профессиональную оценку 
сотрудников и качества выполняемой каждым из них работы в соответствии с 
функциональными обязанностями. Такой подход позволяет исправлять ошибки или 
недочеты, а также может содействовать поощрению сотрудников. 

 

8.1.4. Организация лабораторных помещений 

Коревые/краснушные лаборатории должны иметь адекватные помещения для безопасного 
осуществления всего объема деятельности и размещения  необходимого оборудования. Эти 
помещения должны быть легко доступными для обслуживания и уборки. В лаборатории 
должно быть достаточно комнат для того, чтобы иметь возможность отделить помещения, 
где работают с инфекционными агентами, от помещений, где нет инфекционных 
материалов. Работы по поддержанию культур клеток и приготовлению сред  должны 
выполняться  на максимальном отдалении от других лабораторных работ и, желательно, 
проводиться в комнатах, полностью изолированных от помещений, где работают с 
вирусным или микробным  материалом. Должны существовать четкие границы между 
различными рабочими зонами для того, чтобы свести к минимуму риск контаминации 
чистых помещений. По-возможности, разделение лаборатории или лабораторий на зоны 
должно быть сделано в соответствии с логикой работы, чтобы максимально сократить 
расстояние, на которое необходимо перемещать инфекционные материалы, и 
гарантировать, что они не проносятся через чистые помещения. Если позволяет площадь, 
надо выделить отдельные зоны, а желательно и отдельные комнаты, для: 

• хранения реагентов и расходных материалов; 

• инструментов и оборудования; 

• мытья, обработки и стерилизации (чистую и грязную); 

• серологических исследований; 

• ведения культур клеток 

• получения и регистрации образцов; 

• обработки образцов; 
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• заражения, учета и типирования; 

• специальных целей; 

• ведения документации, архива и контроля; 

• административной деятельности; 

• уничтожения контаминированных и медицинских отходов. 

 

Помещения должны соответствовать следующим общим требованиям: 

• Освещение и вентиляция должны соответствовать потребностям каждой отдельной 
зоны в зависимости от специфики проводимых там работ. Все рабочие поверхности 
должны быть гладкими, легко поддающимися мытью и устойчивыми к химическим 
реактивам. 

• Система безопасности должна предусматривать противопожарную систему и 
безопасность электросети на случай непредвиденных происшествий, а также 
наличие душа и приспособлений для промывания глаз. 

• Системы горячего и холодного водоснабжения, очистки воды, вакуум, газ, пар и 
электричество должны быть подключены таким образом, чтобы гарантировать их 
безопасное использование во время работы и не затруднять, при необходимости, 
процедуры ремонта. Электрическое оборудование должно быть установлено таким 
образом, чтобы не создавать ни малейшего риска при эксплуатации, а провода ни в 
коем случае не должны быть проложены в проходах. Установка генератора может 
быть решением проблемы снабжения электроэнергией важного оборудования, 
например, инкубаторов, холодильников, ламинарных боксов и т.д., особенно при 
перебоях в снабжении электричеством. 

• В местах хранения расходных материалов должны находиться только предметы, 
необходимые для немедленного использования, чтобы предотвратить беспорядок на 
полках и в проходах. Для долговременного хранения лабораторных 
принадлежностей надо оборудовать специальные удобные складские помещения за 
пределами рабочей зоны.  

• В каждом лабораторном помещении надо иметь раковину для мытья рук, 
предпочтительно оборудованную краном проточной воды. Раковину лучше 
устанавливать рядом с входной дверью. 

• Автоклав должно быть установлен в том же здании, где находится лаборатория. 

• Помещения для хранения предметов, не имеющих непосредственного отношения к 
лабораторной деятельности, в том числе и личных вещей сотрудников, а также для 
принятия пищи, должны находиться за пределами рабочей зоны. 

Установка оборудования и организация лабораторного пространства должны 
соответствовать стандартам биобезопасности и других видов безопасности.  

 

8.2. Стандартные оперативные процессы (СОП) 

Стандартные оперативные процессы (СОП) детально описывают все выполняемые в 
лаборатории  виды работ для: 
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• обеспечения унификации, стабильности и надежности всех выполняемых в 
лаборатории процедур; 

• снижения уровня систематических ошибок; 

• обучения новых сотрудников. 

Стандартные оперативные процессы должны быть составлены профессиональным 
лабораторным работником, проверены его непосредственным куратором и утверждены 
руководителем лаборатории. Стандартные оперативные процессы должны быть составлены 
для всех лабораторных работ и максимально соответствовать рекомендациям ВОЗ. В 
идеальном случае СОП должны быть оформлены следующим образом: 

Заголовок: Описательный. 

Код: Код должен указывать: 

• лабораторию; 

• относительный номер процесса; 

• номер, который свидетельствует о пересмотре, при этом первоначальный документ 
должен иметь номер 00. 

Задача: Назначение процедуры должно быть изложено ясно и четко. 

Возможности: Название подразделения, которое будет применять метод, и область его 
применения. 

Определения: Должно быть определено значение основных используемых в работе 
терминов. 

Общее описание: Каждая процедура должна быть подробно и четко описана, без 
двусмысленностей, чтобы быть понятной сотрудникам  как с опытом, так и без  опыта 
работы. Каждый отдельный этап выполняемой  работы, регулируемый данным протоколом, 
должен быть детально описан. Описание может быть дополнено диаграммами. 

Требования безопасности: Необходимо отразить условия и меры безопасности, которые 
должны соблюдаться для правильного выполнения работы. При использовании опасных 
химических веществ необходимо включить в СОП рекомендации по обеспечению 
безопасности работы. 

Документация: Формы или протоколы, в которые необходимо вносить данные и 
результаты измерений проводимого исследования.  

Ссылки и документы: Источники, использованные при составлении СОП. 

 

8.3.  Документация 

Документация представляет собой комплект методических руководств,  СОП, инструкций, 
отчетных форм, аналитических протоколов и записей данных, которые подтверждают 
соблюдение принципов обеспечения качества работы и позволяет отслеживать данные. 
Ответственность за подготовку и обновление документов возлагается на специальное 
подразделение или назначенного для этого человека,  в зависимости от структуры 
лаборатории. 
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8.4. Оборудование и инструменты 

Лаборатория должна быть оснащена необходимым оборудованием и инструментами для 
выполнения соответствующих исследований. Устанавливать и налаживать новое 
оборудование должен, по возможности, либо представитель поставщика, либо 
квалифицированный в этой области специалист. Все инструкции и руководства должны 
храниться в доступном для всех пользователей месте, а для регулярного обслуживания и 
калибровки оборудования должен быть составлен график. Все пользователи должны быть 
хорошо знакомы с правилами работы, обслуживания и контроля исправности 
оборудования, чтобы обеспечить его правильное использование. Сведения обо всех 
неполадках, мероприятия  по техническому обслуживанию и результаты контрольных 
измерений должны регистрироваться в специальном журнале. 

В лаборатории должен быть перечень оборудования и инструментов, включающий 
следующие сведения: 

• название; 

• предприятие-изготовитель; 

• поставщик (или даритель); 

• обслуживающая организация; 

• график обслуживания; 

• инвентарный номер; 

• номер серии; 

• модель и год выпуска; 

• место расположения; 

• дата получения; 

• дата первого использования; 

• экземпляр руководства по эксплуатации от производителя. 

 

8.5  Расходные материалы 

8.5.1 Референс- материалы 

К ним относят материалы, используемые для калибровки и обеспечения 
стандартизованности при постановке диагностических тестов (например,  положительные и 
отрицательные контрольные сыворотки, или контроли  для ОТ-ПЦР).  

Регистрационный журнал должен содержать следующие сведения: 

• название референс-материала; 

• поставщик; 

• происхождение; 

• номер серии; 

• дата проверки на соответствие требованиям; 

• место и условия хранения; 
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• срок годности (при необходимости); 

• хранение в соответствующей форме (согласно СОП). 

Регистрационный журнал должен содержать всю информацию относительно свойств 
контрольных материалов. Качество контрольных материалов необходимо проверять в 
случае изменения условий и, в плановом порядке, один раз в год. 

 

8.5.2 Реагенты, в том числе диагностические наборы 

Реагентами называют материалы химического или биологического происхождения, 
используемые для проведения лабораторных исследований. В лаборатории  всегда следует 
иметь по крайней мере шестимесячный запас необходимых реагентов. Учитывая 
длительные сроки и трудности доставки реагентов в некоторые регионы, их надо 
заказывать за 6-12 месяцев до предполагаемого использования. Для лабораторий,  где  
постоянно проводится  выделение вируса, среда для культур клеток тоже считается 
реагентом. 

Регистрационный журнал должен содержать следующие сведения: 

• название реагента или диагностического набора; 

• поставщик; 

• происхождение; 

• номер серии; 

• дата проверки на соответствие требованиям; 

• место и условия хранения; 

• срок годности (при необходимости); 

• хранение в соответствующем виде (согласно СОП). 

 

Характеристика реагентов: 

• Они должны быть соответствующего качества. 

• Их надо заказывать у рекомендованных поставщиков в оригинальной упаковке. 

• Необходимо вести регистрацию закупки, получения и распределения реагентов, 
чтобы избежать перерывов в работе (особенно для тех реагентов, которые надо 
заказывать заранее). 

• При получении на складе или в лаборатории необходимо проверить целостность 
упаковки.  Сотрудник, проводивший проверку, должен поставить на упаковке свои 
инициалы и дату проверки. 

• Специальные СОП должны существовать для транспортировки, хранения и 
использования реагентов и уничтожения остатков. 

Любые изменения в составе реагентов, сред или серий биологических продуктов 
(антисывороток, конъюгатов и т.д.) должны быть полностью зарегистрированы в журналах. 
Вода также считается реагентом, поэтому она должна соответствовать критериям чистоты 
или другим техническим требованиям, необходимым при ее использовании в лаборатории. 
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Реагенты, приготовленные в лаборатории, должны быть сделаны согласно письменным 
протоколам и соответствовать стандартным рекомендациям ВОЗ (если имеются), а также 
пройти необходимые проверки и быть промаркированы с указанием: 

• названия; 

• концентрации; 

• даты приготовления и срока годности; 

• условий хранения; 

• инициалов ответственного за изготовление. 

 

8.6   Лабораторная безопасность 

Каждая лаборатория должна иметь Руководство ВОЗ по лабораторной безопасности: WHO 

Laboratory Biosafety Manual (WHO/CDS/CSR/LYO/2004.11) Руководство доступно в 
Интернете:  http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/en/Biosafety7.pdf ). 

В этом руководстве описаны основные требования  биологической, химической, 
противопожарной и электрической безопасности для  защиты сотрудников лаборатории, 
населения и окружающей среды. Все сотрудники должны хорошо знать это руководство и 
выполнять его требования. Новые сотрудники до начала работы должны быть 
предупреждены о возможных рисках при работе в коревой/ краснушной лаборатории,  а 
также обязательно прочитать указанное руководство. Ответственность за соблюдение 
перечисленных в нем требований несет руководитель лаборатории. 

Наибольший риск для сотрудников краснушной/коревой лаборатории представляет работа 
с образцами сывороток крови. Сыворотки крови всегда должны рассматриваться как 
потенциально инфекционный материал, поэтому сотрудники должны надевать перчатки, 
когда они распечатывают контейнеры с образцами, разливают на порции или переносят 
материал, а также когда проводят исследование. Сотрудники, которые получают и 
распаковывают образцы, должны быть предупреждены о существующем риске для 
здоровья. Они  должны пройти обучение по использованию стандартных приемов 
безопасности, особенно на тот случай, когда имеют дело с разбитыми флаконами или 
пролитой жидкостью. Первичный контейнер с образцом, когда это возможно, надо 
открывать в ламинарном укрытии. На случай пролива образца всегда надо иметь 
подготовленные дезинфицирующие средства. 

Все сотрудники лаборатории должны быть вакцинированы против гепатита В. Желательно 
предусмотреть вакцинацию против кори и краснухи, особенно в тех лабораториях, где 
проводится выделение вируса из клинических образцов в культурах клеток. Женщины 
детородного возраста, которые работают в коревых/краснушных лабораториях, должны 
иметь лабораторно подтвержденный иммунитет к краснухе. 

 

8.7   Ежегодная аккредитация 

Аккредитация предоставляет документированную информацию о том,  что лаборатория 
имеет возможность и способна выявлять и идентифицировать положительные на 
корь/краснуху образцы и быстро сообщать эти результаты. Процесс аккредитации 
предоставляет в будущем возможности для обучения, является механизмом определения 
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ресурсов и потребностей в обучении, оценивает прогресс и связь с Глобальной 
Лабораторной сетью ВОЗ. 

Аккредитация Национальных лабораторий по кори/краснухе проводится Региональным 
бюро ВОЗ ежегодно на основании оценки всей деятельности лаборатории  за предыдущие 
12 месяцев, обычно от 13-го до 1-го месяца, предшествующих оценке. Аккредитация 
предоставляется на следующий календарный год. 

Существует шесть критериев аккредитации Национальных лабораторий: 

Результаты исследования IgM антител к вирусу кори не менее чем  для 80% образцов 
сообщаются в течение 7 дней со дня доставки их в лабораторию.  

• Для того чтобы иметь возможность проводить адекватные ответные мероприятия, 
результаты исследования образцов должны быть своевременно доведены до 
сведения сотрудников РПИ. 

Ежегодно серологически исследуется не менее 50 образцов сывороток крови. 

• Для того чтобы сохранять навыки постановки серологических тестов, 
вирусологические лаборатории должны располагать диагностическими наборами и 
реагентами, а также возможностью непрерывно тестировать образцы сывороток в 
течение года. Считается, что для поддержания навыка за год надо исследовать не 
менее 50 образцов сыворотки крови, равномерно распределенных в течение года. 

Точность выявления IgM антител к кори и краснухе составляет не менее 90%. 

• Точность исследования определяют по совпадению результатов тестирования 
образцов сывороток крови в Национальной лаборатории и Региональной референс-
лаборатории в течение 12-месячного периода. Общее количество образцов, которые 
надо посылать на подтверждение, зависит от качества работы лаборатории и 
варьирует в пределах от 10% до 100% от общего числа образцов: аккредитованные 
лаборатории должны посылать 10% образцов, а лаборатории, не прошедшие 
аккредитацию – 100% от общего числа. Образцы для подтверждения должны 
представлять все возможные варианты результатов (позитивные, негативные и 
сомнительные), а также включать сыворотки крови, собранные в период всех 
вспышек. Образцы в референс-лабораторию должны направляться регулярно. 

Внедрена система внутреннего контроля качества при исследовании образцов на 

наличие IgM антител. 

• В лаборатории функционирует система внутреннего контроля качества, 
включающая: использование соответствующих контрольных сывороток, калибровку 
микропипеток, регистрацию температурного режима термостатов, холодильников и 
морозильных камер. Данные внутреннего контроля качества и мероприятия по 
коррекции выявленных нарушений регистрируются и доступны для ознакомления.  

Результат выполнения последнего профессионального тестирования ВОЗ составляет не 
менее 90%. 

• Для получения аккредитации результаты профессионального тестирования 
необходимо сообщить в течение 10 дней с момента получения панели сывороток. 

Оценка деятельности лаборатории по результатам ежегодного аккредитационного визита  
составляет не менее 80%  
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• Для Национальных лабораторий с постоянно высокими индикаторными 
показателями работы аккредитационный визит может не проводиться при условии 
удовлетворительного заполнения лабораторией ежегодного проверочного листа.  

 

Региональные референс-лаборатории также проходят  аналогичный ежегодный 
аккредитационный обзор и оцениваются по следующим семи критериям: 

Не менее чем для  80% образцов, полученных из Национальных лабораторий для 
подтверждения, результаты исследования представляются в течение 14 дней. 

• Обеспечение своевременного сообщения Национальным лабораториям результатов 
подтверждения всех образцов.  

Ежегодно серологически исследуются не менее 50 образцов сывороток крови. 

• Для сохранения навыков проведения серологических исследований, 
вирусологические лаборатории должны иметь диагностические наборы и реагенты и 
тестировать не менее 50 образцов сывороток крови, равномерно распределенных в 
течение года. 

Оценка выполнения последнего профессионального тестирования ВОЗ составляет  не 
менее 90%. 

• Для получения аккредитации результаты профессионального тестирования 
необходимо сообщить в течение 10 дней с момента получения панели сывороток. 

В лаборатории внедрена система внутреннего контроля качества: 

• В лаборатории функционирует система внутреннего контроля качества, 
включающая: использование соответствующих контрольных сывороток, калибровку 
микропипеток, регистрацию температурного режима термостатов, холодильников и 
морозильных камер. Данные внутреннего контроля качества и мероприятия по 
коррекции выявленных нарушений регистрируются и доступны для ознакомления.  

Для Региональных референс-лабораторий, которые также выполняют функции 
Национальных лабораторий: 

Результаты исследования IgM антител к вирусу кори не менее чем для 80% образцов 
сообщаются в течение 7 дней после их доставки в лабораторию.  

• Для того чтобы иметь возможность проводить адекватные ответные мероприятия, 
результаты исследования образцов должны быть своевременно доведены до 
сведения сотрудников РПИ. 

Для лабораторий, которые осуществляют генотипирование вирусов кори и/или краснухи: 

Генотипирование выполняется  в течение 2-х месяцев с момента получения образца  вируса 
и сведения о генотипе представляются в соответствующее региональное бюро ВОЗ 
ежемесячно (включая нулевую отчетность) не менее чем для 80% полученных образцов 
вирусов. 

• Информация о циркулирующих генотипах может помочь национальным 
программам по контролю за заболеваниями выявить основные пути 
распространения возбудителя и поэтому должна предоставляться своевременно.  
После завершения исследования данные секвенирования необходимо представлять 
в Банк генов. 
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Оценка деятельности лаборатории по результатам ежегодного аккредитационного визита  
составляет не менее 90%.  

• Для Региональных референс-лабораторий с постоянно высокими индикаторными  
показателями работы Глобальный лабораторный координатор может отменить 
аккредитационный визит при условии удовлетворительного заполнения 
лабораторией ежегодного проверочного листа (см ниже). 

 

Лаборатории, которые не достигли необходимого для аккредитации уровня по какому-либо 
из  критериев,  будут сотрудничать с Лабораторным координатором для того, чтобы: 

• Определить направления, которые нуждаются в улучшении. 

• Разработать рабочий план и обеспечить его исполнение. 

• Отслеживать прогресс в деятельности лаборатории. 

• Обеспечить повторные исследования в случае необходимости. 

• Продолжать работу для достижения полной аккредитации. 

 

Лаборатория, которая не достигла необходимого результата выполнения 
профессионального тестирования в течение 6 месяцев, после ежегодной оценки 
деятельности считается не аккредитованной. Все образцы, исследованные в такой 
лаборатории, должны проходить повторное исследование в аккредитованных 
лабораториях. 

Оценка работы лабораторий должна проводиться ежегодно, однако  для лабораторий со 
стабильно высокими индикаторными показателями Координатор коревой лабораторной 
сети может отменить ежегодное проведение аккредитационного визита и определить ее 
аккредитационный статус на основании оценки остальных индикаторных показателей. Для 
таких лабораторий аккредитационные визиты могут проводиться один раз за 2 – 4 цикла 
аккредитации. 
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9.  Приложения 
  

9.1  Образец направления для лабораторного исследования на корь и краснуху 

Направление образцов для лабораторного исследования на корь и краснуху 

Страна: Дата2:  Идентификационный  № 1: 

ФИО: M    Ж Дата рождения: 

Возраст: ФИО родителей или опекунов: 

Адрес: 

Число вакцинаций против кори: Дата последней вакцинации:  

Число вакцинаций против краснухи: Дата последней вакцинации:  

Дата повышения температуры: Дата появления сыпи: 

Предварительный клинический диагноз: 

№ образца Тип образца3 Дата  сбора Дата отправки 

1)    

2)    

3)    

Дополнительные сведения о больном/образце4: 

ФИО сотрудника, которому должны быть отправлены результаты: 

Адрес: 

Номер телефона: Номер факса: 

Заполняется в лаборатории 

ФИО сотрудника, который получает образцы: 

№  образца  при получении5 Тип образца Дата получения Состояние при получении6 

1)    

2)    

3)    

Дополнительные сведения: 

№ образца Тип образца Действия при получении  в лаборатории7 

1)   

2)   

3)   

Примечания: 
1 Формат названия страны, идентификационных номеров случая  и образца должен быть предварительно 
согласован с Региональным бюро ВОЗ и использоваться постоянно. 
 
2 Необходимо постоянно использовать единый формат написания даты (например, д/м/г), желательно 
единый для всего региона. Предпочтительный формат следует согласовать с Региональным Бюро ВОЗ. 
 
3 Тип образца: сыворотка крови, цельная кровь (с добавлением ЭДТА или гепарина), сухая капля крови, 
мазок (из полости рта, из носа, из горла), смыв (носоглоточный,  дыхательных путей), моча (цельная, 
осадок) и другие. 
 
4 Любые дополнительные сведения о пациенте или собранных образцах могут быть полезными для 
эпидемиологического расследования или лабораторного исследования, как например:  смерть пациента; 
связь пациента с другими расследуемыми случаями; повторные образцы от одного и того же пациента; 
хранение образцов в субоптимальных условиях до отправки в лабораторию и т.д. 
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5 Важно, чтобы идентификационный номер образца  точно соответствовал номеру,  написанному на пробирке.  
Для подтверждения этого соответствия номер образца заверяется подписью лица, проводившего 
расследование.  
6Отмечается, в удовлетворительном или неудовлетворительном состоянии были получены образцы. Эту 
информацию следует сообщить лицу, проводившему расследование случая,  или ответственному за пересылку 
материалов. 
7 Эта информация особенно важна для образцов, предназначенных для выделения вируса, но применима ко 
всем полученным образцам. Примеры возможных действий: хранение в холодильнике для образцов; хранение 
в морозильной камере для образцов; обработка для получения фракций крови, осадка мочи и т.д.  
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9.2  Экстракция специфических IgM антител к вирусу кори из образцов 

сухой капли крови и их выявление с использованием тест-системы 

производства Dade Behring методом непрямого ИФА [39] 

9.2.1 Приготовление  реагентов 

Буферный раствор для экстракции, содержащий обезжиренное молоко, должен быть 
приготовлен заранее. Для приготовления 100 мл буфера необходимо: 

ФСБ 100 мл 

0,5% Твин-20 500 мкл 

Порошок сухого обезжиренного молока 

(рекомендуемого для блоттинга, не 

использовать жирное сухое молоко)  

5 г 

• Растворить молочный порошок на магнитной мешалке с подогревом 
(приблизительно при 50°С,  не доводя до кипения), в течение 15 - 30 мин. Перед 
использованием остудить до комнатной температуры. 

• Буфер для экстракции можно хранить в холодильнике при 4°С в течение максимум 
1 недели, или следует разлить его по 10 мл или 50 мл и заморозить при -20°С.  

(Размораживать аликвоты буфера надо при температуре 45-50°С,  для того чтобы молоко 
полностью растворилось и не осталось частиц осадка в растворителе). 

 

9.2.2 Элюция из сухой капли крови 

• Выбейте дыроколом три (3) диска из одной сухой капли крови (3 х 6 мм диска). 

• Поместите три полученных диска в одну лунку чистого плоскодонного планшета 
для микротитрования или в пробирку типа «эппендорф» с круглым дном (или в 
аналогичную). 

• Добавьте 330 мкл буфера для экстракции. 

• (Это эквивалентно разведению 1: 23, т.к. считается, что каждый диск диаметром 6 
мм содержит примерно 5 мкл сыворотки крови, т.о. 15 мкл сыворотки разводится в 
330 мкл буфера). 

• Закройте планшет крышкой и встяхивайте, используя шейкер для планшет или 
ротатор, в течение 15 мин при комнатной температуре. Если элюирование 
проводится в пробирках эппендорф,  пробирку встряхивают на вортексе в течение 
30 сек, затем инкубируют при комнатной температуре 15 мин и снова встряхивают 
на вортексе перед тем, как поместить в холодильник для инкубирования в течение 
ночи при 4 °С.  

• Герметично заклейте планшет, поместите его во влажную камеру с плотной 
крышкой и поставьте в холодильник  для инкубации при 4°С на ночь. 

 

9.2.3 Адсорбция элюата 

• Встряхивайте планшет в течение 15 мин при комнатной температуре (для пробирок 
используйте вортекс в течение 30 сек). 
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• Центрифугируйте планшет или пробирки при 3800 об/мин в течение 15 мин при 
комнатной температуре (при этом в лунках планшета осядут на дно любые частицы, 
в том числе и диски, что облегчит сбор элюата). 

• Отберите 170 мкл элюата и добавьте 170 мкл адсорбента ревматоидного фактора 
(RF), входящего в состав тест-системы производства Dade Behring и 
приготовленного в соответствии с инструкцией к набору. 

Окончательное разведение образца должно быть 1:46. 

9.2.4 Иммуноферментный анализ (только для образцов сухой капли крови) 

• Для каждого исследования приготовьте 1 пробирку с отрицательным контролем  
(P/N) и 2 пробирки с положительным контролем (P/P). 

• Внесите по 150 мкл  P/N и P/P  контролей из пробирок, в которых было сделано 
предварительное разведение (1:21),  в лунки с коревым антигеном и контрольным 
антигеном первого и второго рядов, соответственно. Внесите  положительный 
контроль в лунки последнего ряда только после того, как внесены все исследуемые 
образцы. 

• Перенесите по 150 мкл смеси элюата и RF в исследуемую и контрольную лунки. 

• Инкубируйте 1,5 часа при 37° (обратите внимание, это на 30 минут дольше, чем при 
стандартном исследовании сывороток крови в тест-системе Dade Behring). 

• Промойте лунки 5 раз (обратите внимание, это на один раз больше, чем  в 
стандартном исследовании) промывочным буферным раствором, который входит в 
набор вспомогательных реагентов, оставляя промывочный буфер в лунках каждый 
раз на 1-2 минуты. 

• Приготовьте анти-IgM конъюгат согласно инструкции к набору и внесите по 100 
мкл во все исследуемые и контрольные лунки. 

• Инкубируйте 1,5 часа при 37° (обратите внимание, это на 30 минут дольше, чем при 
стандартном исследовании сывороток крови в тест-системе Dade Behring). 

• Промойте лунки планшета 5 раз, как описано выше, и закончите анализ внесением 
раствора субстрата и раствора для остановки реакции, согласно инструкции к 
набору. 

• Измерьте оптическую плотность при длине волны 450 нм (с использованием 
отсекающей длины волны 650 нм). 

 

9.2.5 Вычисление результатов 

Ознакомьтесь с критериями правильности постановки теста, представленными в 
инструкции и вкладыше к набору. Сверьте полученные результаты с предложенными 
критериями. 

Для каждого исследуемого образца, а также для контрольных образцов высчитайте разницу 
(∆А) между значениями ОП в лунках с коревым и контрольным антигенами:  

∆А = А коревой антиген – А контрольный антиген  

Для того чтобы текущее исследование в тест-системе Dade Behring признать корректным, 
полученные результаты должны соответствовать следующим критериям: 
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• ∆А негативного контроля (P/N) должно быть < 0,10 

• ∆А каждого позитивного контроля (Р/Р1 и Р/Р2) должны быть > 0,20 

• ∆А каждого позитивного контроля (Р/Р1 и Р/Р2) должны находиться в интервале 
между верхним и нижним пограничными значениями, указанными во вкладыше к 
набору 

• ∆А каждого позитивного контроля (Р/Р1 и Р/Р2)  не должны отклоняться от среднего 
значения позитивного контроля более, чем на 20%  

• Если при исследовании образцов сухой капли крови значение ОП в лунке с 
контрольным антигеном превышает 0,15, то исследование этого образца 
необходимо повторить 

 

9.2.6 Интерпретация результатов 

Образцы оценивают как положительные, отрицательные или сомнительные на основании 
следующих критериев: 

Положительный результат выявления 
специфических IgM  антител  к вирусу кори ∆А > 0,2 

Отрицательный  результат выявления 
специфических IgM антител  к вирусу кори ∆А < 0,1 

Сомнительный результат выявления 
специфических IgM антител  к вирусу кори 0,1 ≤ ∆А ≤ 0,2 

 

•  Исследование образцов,  для которых 0,1 ≤ ∆А ≤ 0,2, необходимо повторить после 
повторной элюции из сухой капли крови. 

 

9.2.7 Комментарии к исследованию специфических IgM антител к вирусу 

краснухи в сухой капле крови 

• В настоящий момент накопилось достаточно сведений, позволяющих 
предположить, что вышеописанный протокол исследования образцов сухой капли 
крови на наличие IgM антител к вирусу кори может оказаться приемлемым и для 
изучения аналогичных образцов на наличие IgM антител к вирусу краснухи [41,42], 
однако точный протокол исследования пока не разработан. 

 

9.3  Контроль качества, выявление и устранение ошибок при 

серологических исследованиях на корь и краснуху 

 

9.3.1 Контроль качества 

Каждый метод имеет определенную совокупность критериев контроля качества, которые 
должны соблюдаться, чтобы результаты исследования были признаны действительными. 
Поэтому при каждой постановке опыта необходимо следовать инструкциям по контролю 
качества, которые производитель прилагает к диагностическому набору. Полезно также 
иметь заранее заготовленный набор позитивных и негативных образцов сывороток, 
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которые следует регулярно тестировать вместе с исследуемыми образцами. Такие 
«внутренние» контроли могут быть полезными для выявления различий между отдельными 
партиями диагностических наборов, а также могут помочь проследить и устранить 
проблемы и ошибки при исследовании образцов. Чтобы гарантированно сохранить 
стабильность контрольных сывороток, их надо разделить на порции в объеме, достаточном 
для одноразового использования, и хранить при температуре -20°С или ниже. В идеальном 
случае,  для «домашнего контроля» надо выбрать образец сыворотки, объем которого будет 
достаточным, чтобы заготовить такое количество разовых порций, которого хватит для 
использования каждые 2 - 4 недели в течение 12 месяцев. Представление полученных 
результатов ОП контрольных сывороток, входящих в тест-систему, и  «домашних 
контролей» в графической форме позволит легко следить за стабильностью выполнения 
ИФА в каждой лаборатории, быстро обнаруживать проблемы, а также оценивать 
деятельность каждого оператора.  

Для иллюстрации ниже приведены требования контроля качества диагностических наборов 
производства Dade Behring для выявления IgM антител к кори и краснухе. 

Для каждого исследуемого и контрольного образца вычислите разницу между значениями 
ОП в лунке с коревым антигеном и в лунке с контрольным антигеном (∆А):  

∆А = А коревой антиген – А контрольный антиген  

Для того чтобы проводимое исследование признать действительным, при использовании 
тест-системы Dade Behring должны быть соблюдены следующие условия: 

• Тест-система не должна быть с истекшим сроком годности;   

• ∆А негативного контроля (P/N) должно быть < 0,10; 

• ∆А каждого позитивного контроля (P/P1 и  P/P2) должны быть > 0,20; 

• ∆А каждого позитивного контроля (P/P1 и  P/P2) должна находиться в интервале 
между верхним и нижним  пограничными значениями, указанными в специальном 
вкладыше к набору; 

• ∆А каждого позитивного контроля (P/P1 и  P/P2)   не должно отклоняться от среднего 
значения  ∆А  положительных контролей более чем на 20% . Например: 

o Если ∆А P/P1= 0,488 и ∆А P/P2 = 0,452; 

o Среднее значение ∆А P/P1+2 = (∆А P/P1 + ∆А P/P2)/2 = 0,470;   

o 20% от среднего значения = среднее значение ∆А P/P1+2 х 0,2 = 0,470 х 0,2 = 
0,094;  

o ∆А каждого позитивного контроля должно быть в пределах + 20% от 
среднего значения ∆А P/P 1+2;  

o Для приведенного примера – в пределах между 0,376 и 0,564. 

Если проведенное исследование не удовлетворяет критериям качества, необходимо 
проверить все реагенты и этапы постановки, для того чтобы выявить и устранить 
проблемы. Если не удается определить очевидную проблему, надо проверить весь процесс, 
шаг за шагом, и каждую переменную исследовать по отдельности. Для этих целей очень 
полезным может оказаться использование «внутренних» контрольных образцов. Ниже 
приведены некоторые общие правила, которые помогают избегать и устранять проблемы 
ИФА. 

9.3.2 Выявление и устранение ошибок при проведении ИФА 
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Проблемы с реагентами 

• Убедитесь, что все реагенты хранились в требуемых условиях, что они не 
контаминированы и не истек срок их годности. 

• Всегда подписывайте все реагенты, отмечая срок приготовления/ разведения. 

• В процессе проведения исследования соблюдайте постоянное время добавления 
реагентов и сохраняйте один и тот же порядок работы с планшетами на всех этапах 
тестирования. 

• Регулярно используйте образцы с известной ОП для внутреннего контроля качества. 

• Избегайте повторных циклов замораживания – оттаивания сывороток, особенно тех 
образцов, которые применяют для внутреннего контроля качества. Если 
контрольные образцы хранятся в замороженном состоянии, то их необходимо 
разделить на одноразовые порции. 

 

Ошибки оператора, методические и механические ошибки 

• Строго следуйте инструкции по постановке реакции, особенно в отношении 
температуры и времени проведения инкубации. Помните, что в инструкциях могут 
появиться изменения.  При получении каждой новой серии тест-системы следует 
изучить инструкцию производителя  и привести СОП в соответствие с этой 
инструкцией. 

• Ежедневно проверяйте и записывайте температуру холодильников, морозильных 
камер, инкубаторов. 

• Тщательно соблюдайте режимы промывания планшетов. Недостаточная отмывка 
может стать причиной повышения ОП, а слишком жесткая  отмывка – снижения 
уровня поглощения. Строго соблюдайте рекомендации по количеству циклов 
промывания планшетов и времени, в течение которого буфер выдерживается в 
лунке при каждом цикле промывки. 

• Проверяйте каналы прибора для автоматического промывания планшетов, чтобы 
убедиться, что они не засорены и буфер поступает свободно. После каждого 
использования прибор необходимо промывать дистиллированной водой во 
избежание кристаллизации солей из буфера и засорения каналов подачи раствора. 
Высокий базовый уровень ОП во всех лунках  ряда или  столбца может быть вызван 
засорением канала подачи буфера. 

• Следите за правильным использованием светофильтров прибора для измерения 
оптической плотности растворов в зависимости от используемого в ИФА субстрата 
(например, фильтр с длиной волны 405 нм для субстрата АБТС, 450 нм – ТМБ и 492 
нм – ОФД). Если показания прибора для измерения оптической плотности раствора 
не соответствуют визуальному впечатлению, проверьте соответствие фильтра или 
проведите измерения на другом приборе. Использование двух длин волн для 
измерения ОП снижает вероятность влияния посторонних (несубстратных) 
компонентов на  результаты измерения. Для субстрата ТМБ оптимальной длиной 
волны для измерения является 450 нм, при этом отсекающая длина волны должна 
быть 630 нм.     

• Если в лунках планшетов не развивается окрашивание, то проблемы могут 
заключаться или в конъюгате, или в субстрате, или в том и другом реагенте 
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одновременно. Существует быстрый способ выявления этой проблемы. Надо 
смешать 10 мкл рабочего разведения конъюгата и 100 мкл рабочего разведения 
субстрата и посмотреть, разовьется ли окрашивание. Для приготовления рабочих 
растворов конъюгата и субстрата рекомендуется использовать пластиковые 
флаконы, изготовленные из материала с низкой сорбционной емкостью по 
отношению к белкам, поскольку в стеклянной посуде в некоторых случаях 
возможно ингибирование ферментативной реакции остаточными количествами 
химических веществ, которые использовались для мытья посуды. 

• Убедитесь, что рН буфера для разведения и промывочного буфера являются 
оптимальными. Для приготовления реагентов и промывочного буфера используйте 
только свежую дистиллированную воду и проверьте, чтобы рН соответствовала 
протоколу. 

• Избегайте пересушивания планшет в процессе отмывки, так как это может 
привести к неспецифическому связыванию и, как следствие, к появлению 
проблемы высокого фонового уровня ОП. 

• Несколько раз убедитесь, что все расчеты для разведения реагентов были сделаны 
правильно, и попросите кого-нибудь их проверить. 

• В лабораторный журнал внесите следующие данные проводимого исследования: 

o номер серии наборов и срок годности; 

o дату постановки анализа; 

o фамилию и имя сотрудника, проводившего исследование; 

o фамилию и имя сотрудника, проверившего полученные результаты (обычно 
руководитель лаборатории); 

o расчеты данных исследования, разведения, время начала и окончания 
каждой инкубации; 

o любые другие наблюдения, ошибки, случайные изменения; 

o ОП позитивного и негативного контролей, результаты контроля качества; 

o данные измерения ОП.  

 

Неточности при применении микропипеток 

• Регулярно, минимум один раз в три месяца, чистите микропипетки, которые 
используются для постановки теста, и проверяйте их точность. Большинство 
неточностей, связанных с применением микропипеток, могут быть сведены к 
минимуму за счет их использования в строгом соответствии с инструкцией по 
применению. Следите за тем, чтобы канал пипетки всегда оставался чистым, 
особенно на конце, куда надевают наконечник, и чтобы содержимое образца не 
попадало в канал пипетки. После каждого применения наружную поверхность 
пипетки надо очищать мягкой тканью, смоченной 70% этанолом. Один раз в месяц 
пипетку должен разобрать опытный лаборант и обработать аналогичным способом 
внутренний канал и поршень. 

• Точность заданного объема микропипетки проверяют путем взвешивания  на 
аналитических весах серии проб дистиллированной воды. 
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• Дистиллированная вода имеет плотность 1 мкл/1 мг при 4°С и атмосферном 
давлении 1 атмосфера (1013,25 гектопаскалей (гПа). Плотность воды при различных 
значениях температуры и давления представлена в Таблице 8. 

• Точность каждого набираемого пипеткой объема жидкости должна быть >98%, она 
указана во вкладыше производителя. Перед проведением исследования надо 
убедиться, что весы откалиброваны, работают точно и способны измерять значения 
до 3 или 4 знака после запятой, т.е. 0,001 г или 0,0001 г. 

• Для всех измерений используйте пипетки соответствующего объема: 

o для 1 – 10 мкл  используйте Gilson P10 или аналогичную; 

o для 5 – 20 мкл используйте Gilson P20 или аналогичную; 

o для 20 – 200 мкл используйте Gilson P200 или аналогичную; 

o для 200 - 1000 мкл используйте Gilson P1000 или аналогичную. 
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Таблица 8. Плотность воды при различной температуре и атмосферном давлении 

 
Атмосферное давление Температура 

°C  гПа 

  800 853 907 960 1013 1067 

15 1.0018 1.0018 1.0019 1.0019 1.002 1.002 

15.5 1.0018 1.0019 1.0019 1.002 1.002 1.0021 

16 1.0019 1.002 1.002 1.0021 1.0021 1.0022 

16.5 1.002 1.002 1.0021 1.0022 1.0022 1.0023 

17 1.0021 1.0021 1.0022 1.0022 1.0023 1.0023 

17.5 1.0022 1.0022 1.0023 1.0023 1.0024 1.0024 

18 1.0022 1.0023 1.0024 1.0024 1.0025 1.0025 

18.5 1.0023 1.0024 1.0025 1.0025 1.0026 1.0026 

19 1.0024 1.0025 1.0025 1.0026 1.0027 1.0027 

19.5 1.0025 1.0026 1.0026 1.0027 1.0028 1.0028 

20 1.0026 1.0027 1.0027 1.0028 1.0029 1.0029 

20.5 1.0027 1.0028 1.0028 1.0029 1.003 1.003 

21 1.0028 1.0029 1.003 1.003 1.0031 1.0031 

21.5 1.003 1.003 1.0031 1.0031 1.0032 1.0032 

22 1.0031 1.0031 1.0032 1.0032 1.0033 1.0033 

22.5 1.0032 1.0032 1.0033 1.0033 1.0034 1.0035 

23 1.0033 1.0033 1.0034 1.0035 1.0035 1.0036 

23.5 1.0034 1.0035 1.0035 1.0036 1.0036 1.0037 

24 1.0035 1.0036 1.0036 1.0037 1.0038 1.0038 

24.5 1.0037 1.0037 1.0038 1.0038 1.0039 1.0039 

25 1.0038 1.0038 1.0039 1.0039 1.004 1.0041 

25.5 1.0039 1.004 1.004 1.0041 1.0041 1.0042 

26 1.004 1.0041 1.0042 1.0042 1.0043 1.0043 

26.5 1.0042 1.0042 1.0043 1.0043 1.0044 1.0045 

27 1.0043 1.0044 1.0044 1.0045 1.0045 1.0046 

27.5 1.0044 1.0045 1.0046 1.0046 1.0047 1.0047 

28 1.0046 1.0046 1.0047 1.0048 1.0048 1.0049 

28.5 1.0047 1.0048 1.0048 1.0049 1.005 1.005 

29 1.0049 1.0049 1.005 1.005 1.0051 1.0052 

29.5 1.005 1.0051 1.0051 1.0052 1.0052 1.0053 

30 1.0052 1.0052 1.0053 1.0053 1.0054 1.0055 
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9.4     Выделение и идентификация вирусов кори и краснухи в 

культуре клеток 

9.4.1 Сбор и транспортировка клинических образцов 

Типы образцов, которые собирают для выделения вирусов, зависят от конкретной 
ситуации. Обычно наиболее доступными для сбора образцами являются мазки из горла или 
носа (для кори и краснухи) и/или образцы мочи (только для кори),  при этом желательно 
собирать и те, и другие образцы. Носоглоточные смывы и гепаринизированная кровь также 
являются хорошим материалом для выделения вирусов, но для их сбора требуется больше 
специального оборудования, квалифицированный персонал и специальные лабораторные 
условия. Клинические образцы, предназначенные для выделения вирусов, должны 

быть получены как можно раньше от момента появления сыпи. Образцы для 
выделения вируса необходимо собирать в дополнение к образцам сыворотки крови, но ни 
носоглоточные образцы, ни моча не могут служить заменой  сыворотке крови. Протоколы 
сбора образцов представлены ниже. 

 

9.4.2 Образцы из дыхательных путей 

Необходимые материалы: 

• стерильные тампоны (или патентованные наборы с тампоном для сбора материала, 
содержащие вирусную транспортную среду); 

• стерильный физиологический раствор; 

• вирусная транспортная среда (ВТС: стерильный ФСБ или другой подходящий 
изотонический раствор,  например раствор Хэнкса, содержащий антибиотики (100 
ед/мл пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина) и 2% ЭТС), расфасованная по 3 мл в 
центрифужные пробирки; 

• пластиковые шприцы объемом 5 мл; 

• пластиковые аспираторы или шприцы объемом 30 мл; 

• флаконы для замораживания; 

• термоконтейнеры для транспортировки. 

 

Сбор образцов: 

• Следует стремиться собрать образцы как можно раньше после появления сыпи. 
Большинство образцов, собранных в течение 5 дней от момента высыпания,  
являются  позитивными. 

• Мазки из носа и глотки: для взятия мазка из носоглотки и ротоглотки используются 
стерильные тампоны. При необходимости можно прижать язык деревянным 
шпателем. Поместите оба тампона (носовой и глоточный) в пробирки с 2 – 3 мл 
вирусной транспортной среды. Вирус кори прочно связан с клетками, поэтому надо 
стараться брать мазок так, чтобы захватить эпителиальные клетки. Поместите 
тампоны  в пробирку с транспортной средой, отломайте палочку-держатель и 
герметично закупорьте пробирку. 

• Назальные смывы (назофарингеальные аспираты) – респираторные образцы, 
которые несколько труднее собрать. Это можно сделать при помощи шприца, 
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снабженного наконечником из кусочка пластиковой трубочки. Шприцем вводят в 
нос 3-5 мл физиологического раствора и отсасывают обратно как можно больше 
материала, который выливают в центрифужную пробирку, содержащую вирусную 
транспортную среду. В условиях медицинских стационаров использование 
вакуумных отсосов может повысить эффективность сбора материала. Промойте 
шприц с наконечником в ВТС. 

• Храните образцы на льду или при температуре 4°С  и транспортируйте в 
лабораторию на льду, как можно быстрее, желательно в течение 24 – 48 часов. 

 

9.4.3 Образцы мочи 

Необходимые материалы: 

• флаконы для сбора мочи, желательно с крышками, предотвращающими проливание; 

• центрифужные пробирки объемом 50 мл из полистирена; 

• ФСБ или DMEM; 

• флаконы для замораживания; 

• транспортные контейнеры. 

Сбор образцов: 

Образцы мочи следует собирать в течение 5 дней от момента высыпания (лучше в первые 
три дня!). Оптимальной является первая утренняя порция мочи, но любая другая порция 
также считается пригодной. Соберите до 50 мл мочи во флакон для сбора мочи. Для 
транспортировки мочу следует перенести в 15 мл или 50 мл центрифужные пробирки. 

Центрифугировать образцы мочи желательно как можно быстрее после их сбора. После 
сбора образцы следует хранить на холоду (в холодильнике  или на льду). Для обработки  
мочу переносят в  пластиковые центрифужные пробирки объемом 15 мл или 50 мл  и 
центрифугируют при 4°С в течение 10 – 15 мин при 1500 об/мин для формирования осадка. 
Надосадочную жидкость удаляют, а осадок ресуспендируют в 1–2 мл ВТС (см.выше) или 
другой среды для клеточных культур (DMEM, EMEM, RPMI с антибиотиком) и 
отправляют в лабораторию. Ресуспензированный осадок желательно замораживать при 
-70°С и транспортировать на сухом льду. При отсутствии сухого льда образцы можно 
хранить при температуре 4°С и транспортировать на обычном льду. 

Если невозможно  провести центрифугирование, не замораживайте цельный образец 

мочи. Цельный образец следует хранить при температуре  4°С и отправлять в лабораторию 
на льду. Желательно доставить образец в лабораторию в течение 24 часов, что позволит 
провести обработку и заморозить его при -70°С  для оптимального сохранения вируса и 
снижения риска контаминации. Плотно укупоривайте контейнеры с образцами, чтобы 
предотвратить вытекание жидкости. 

 

9.4.4 Образцы крови 

Вирус можно также выделить из лимфоцитов. Этот метод не получил широкого 
распространения, поскольку требует дополнительного образца крови, обработанного 
антикоагулянтами, и, кроме того, выделение лимфоцитов является технически достаточно 
сложным. Однако если есть возможность собрать несколько миллилитров 
гепаринизированной крови, лимфоциты могут служить хорошим источником получения 
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вируса. Образцы цельной крови следует хранить при температуре 4°С и доставить в 
лабораторию в течение 24– 48 часов после сбора. Выделение лимфоцитов из цельной крови 
проводится с помощью раствора фиколл-гипака или среды для фракционирования 
лимфоцитов. Протоколы представлены в следующем разделе. 

 

9.4.5 Транспортировка клинических образцов и вирусных изолятов 

Для транспортировки вирусных изолятов в культуре клеток предпочтительно  использовать 
пластиковые флаконы для клеточных культур («матрасы») площадью 25 см2. Клетки 
должны быть инфицированы непосредственно перед отправкой. Когда проведено 
заражение  (включая инкубацию в течение 1 часа),  заполните флакон почти под крышку 
средой DMEM (содержащей антибиотики и 2% ЭТС). Оставьте небольшое воздушное 
пространство (около 0,5 мл) на расширение жидкости во время транспортировки. Плотно 
завинтите крышку флакона и заклейте ее клейкой лентой. Заверните флакон в достаточное 
количество абсорбирующего материала, чтобы в случае вытекания жидкости впиталось все 
содержимое флакона. Поместите флакон и сорбент во влагонепроницаемый контейнер, 
например в пластиковый пакет с «замком», а затем во второй внешний 
влагонепроницаемый контейнер (согласно требованиям  PI 620 по упаковке и 
документированию образцов) и транспортируйте при комнатной температуре.  

Кроме того, инфицированные клетки (>50% синцития) можно осадить, затем 
ресуспензировать в небольшом  (1–2 мл) объеме DMEM и заморозить при -70°С до 
транспортировки в сухом льду (см. ниже, раздел 9.3.11 инструкции по приготовлению 
вирусных стоков). 

Помните о необходимости использования соответствующих транспортных контейнеров, 
получения необходимых разрешений  и уведомлении получателя об отправке груза. См. 
приложение 9.4. 

9.4.6 Обработка образцов 

 При поступлении каждого образца в лабораторию, в лабораторный журнал или 
специальную таблицу вносятся идентификационный номер и информация о больном  и 
образце. Эти сведения могут оказаться полезными для выявления проблем, которые могли 
привести к потере вируса и невозможности его выделения. 

Важные для регистрации данные:   

Сведения о больном Сведения об образце 

Возраст Тип (мазок из носоглотки/назальный 
смыв/моча/кровь) 

Дата рождения Дата сбора образца 

Дата появления сыпи Объем (мочи) 

Дата забора крови Состояние (температура при 
поступлении) 

IgM результат Проведенные манипуляции 
(центрифугирование, место хранения) 

Даты вакцинации против 
кори/краснухи 

 

 

Мазки или аспираты из носа и глотки: Если эти образцы поступают в замороженном 
состоянии в 2-3 мл питательной среды или ФСБ, то их можно хранить при температуре 
-70°С или ниже. Если образцы поступили в пробирках с необработанными тампонами, то в 
пробирку надо добавить 2 мл среды DMEM, встряхнуть на вортексе, чтобы извлечь 
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материал из тампона, дать отстояться  в течение часа для более полного смывания  вируса, а 
затем хорошо отжать тампон о стенки пробирки. Хранить при - 70° С. 

Моча: Если получен образец цельной мочи, перенесите его в центрифужные пробирки и 
отцентрифугируйте (1500 об/мин, 10 мин при 4° С). Ресуспендируйте весь осадок в 1-2 мл 
DMEM и храните при - 70° С. 

Гепаринизированная кровь: используйте коммерческую среду для выделения лимфоцитов 
из периферической крови с помощью центрифугирования.    

Пример протокола для выделения лимфоцитов (Organon Teknika LSM): Разведите кровь 1:1 
раствором ФСБ. Внесите двойной объем среды для фракционирования лимфоцитов  в 
пластиковую центрифужную пробирку. Осторожно наслоите разведенную кровь поверх 
буфера. Центрифугируйте при 2000 об/мин в течение 30 мин при 20° С (используйте 
подвесные стаканы, без принудительного торможения). Лимфоциты должны сформировать 
белое/серое кольцо над осадком красных клеток крови. При помощи пипетки осторожно 
перенесите поясок лимфоцитов в другую центрифужную пробирку и промойте лимфоциты 
10-15 мл ФСБ. Лимфоциты следует осадить из ФСБ и ресуспендировать в небольшом 
объеме (1-2 мл) DMEM. Хранить при - 70° С.  

Все образцы необходимо хранить при - 70° С и транспортировать в сухом льду. 
Рекомендуется  делить каждый образец минимум на 2 порции.   

Обычно перед заражением клеточной культуры образцы не надо фильтровать. Однако если 
при первой попытке выделения вируса культура клеток оказалась контаминированной, то 
оставшийся образец необходимо профильтровать. Для этого внесите в образец 1-2 мл 
DMEM  и профильтруйте его через нитроцеллюлозный фильтр (0,45 мкм), надетый на 5 мл 
шприц. 

 

9.4.7 Использование  культур клеток  

В настоящее время в лабораторной сети ВОЗ рекомендуется применять клеточную линию 
Vero/SLAM для выделения вирусов кори и краснухи.  Vero/SLAM – клетки линии Vero, 
модифицированные путем трансфекции плазмидой, кодирующей ген человеческого белка 
SLAM (сигнальной лимфоцит-активирующей молекулы) (Ono и др., 2001).  Показано, что 
молекула SLAM является рецептором как для диких, так и для лабораторно-
адаптированных штаммов вируса кори. Клеточная линия Vero/SLAM была разработана д-
ром Юсуки Янаги из Университета Куиши, Кукуйока, Япония. Д-р Янаги любезно 
согласился передать эту клеточную линию для использования в лабораторной сети ВОЗ на 
следующих условиях: 

- Клеточная линия Vero/SLAM может использоваться только для лабораторной 
диагностики кори и краснухи путем выделения вируса и/или для изучения штаммов 
вирусов кори или краснухи для целей молекулярной эпидемиологии. 

- Клеточная линия не может использоваться в коммерческих целях. 

- Клеточная линия Vero/SLAM  не может быть передана в лаборатории, не входящие 
в лабораторную сеть ВОЗ, без специального разрешения д-ра Янаги и ВОЗ. 

- Любые публикации работ, выполненных с использованием клеточной линии 
Vero/SLAM, должны иметь ссылки на оригинальную публикацию (Ono et al. J.Virol. 
2001, 75:4399-4401). 
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Чувствительность клеток Vero/SLAM к вирусу кори эквивалентна таковой клеточной линии 
В95, и инфицирование клеток Vero/SLAM вирусом кори приводит к развитию характерного 
ЦПЭ и формированию синцития (Рисунок 17). Главное преимущество клеток Vero/SLAM 
по сравнению с клетками В95а заключается в том, что они не инфицированы вирусом 
Эпштейн-Барра и поэтому не считаются биологически опасным материалом. Это 
значительно повышает уровень безопасности работы лабораторных сотрудников и 
облегчает международную транспортировку образцов. Недостатком этой клеточной линии 
является то, что для сохранения экспрессии молекулы SLAM клетки необходимо 
культивировать в присутствии генецитина, что повышает стоимость питательной среды. На 
рисунке 17 показан ЦПЭ дикого штамма вируса кори на клетках Vero/SLAM и результаты 
иммунофлуоресцентного теста, подтверждающие наличие вируса кори. 

Клеточная линия Vero/SLAM также может быть использована для выделения вируса 
краснухи из клинических образцов, ее чувствительность близка к чувствительности 
стандартной линии Vero. В отличие от вируса кори, вирус краснухи из клинических 
образцов  в подавляющем большинстве случаев не оказывает цитопатического эффекта, 
даже после нескольких пассажей. Однако присутствие вируса в культуре клеток можно 
выявить другими методами. Наиболее распространенными являются 
иммунофлуоресцентный и иммуноколориметрический методы (Рисунок 18). Протоколы 
проведения этих исследований включены в данное руководство (см.  разделы 9.4.15 и 
9.4.16). 

Рисунок 17.  Панель А демонстрирует цитопатический эффект (ЦПЭ), который вызывает 

вирус кори в культуре клеток Vero/SLAM. Верхняя левая панель – неинфицированные 

клетки, остальные панели демонстрируют развитие ЦПЭ (формирование синцития от 1+ до 

4+) после заражения диким штаммом вируса кори. 
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Рисунок 18. Типичные результаты выявления вируса краснухи в культуре клеток с 

применением двух иммунологических методов: иммунофлуоресцентный метод (верхний ряд, 

инфицированные и контрольные клетки) и иммуноколориметрический метод (нижний ряд, 

инфицированные и контрольные клетки) 

 

 

9.4.8 Необходимость генетицина  для культивирования клеток Vero/SLAM 

Поскольку генетицин является дорогостоящим препаратом, несколько лабораторий 
провели исследования, насколько он необходим для поддержания экспрессии молекулы 
SLAM на поверхности клеток Vero/SLAM. Эти исследования показали, что экспрессия 
SLAM остается стабильной на протяжении минимум 15 пассажей при использовании среды 
без генетицина. При этом клетки, прошедшие 15 пассажей в среде без генетицина, 
продолжают оставаться полностью чувствительными к дикому типу вируса кори. Для 
любых клеточных культур, предназначенных для выделения вируса, рекомендуется 
проводить не более 15 пассажей. На основании результатов этих исследований ВОЗ 
рекомендует следующуий принцип использования клеток Vero/SLAM в лабораторной сети:  

Подготовка запаса клеток для хранения в жидком азоте: Лаборатории, входящие  в сеть 
ВОЗ, должны получать клетки Vero/SLAM только из одобренных ВОЗ источников (РРЛ 
или ГСЛ). После получения  необходимо пассировать клетки в среде, содержащей 400 
мг/мл генетицина, как описано ниже. Лаборатории должны провести 2- 4 пассажа клеток в 
присутствии генетицина, чтобы накопить достаточный запас флаконов с культурой клеток, 
которого хватило бы на приготовление 20-50 пробирок для хранения в жидком азоте. 
Процедура криоконсервации описана ниже. 

Пассирование клеток Vero/SLAM для рутинного выделения вируса: Для приготовления 
культуры клеток для выделения вируса, надо восстановить клетки Vero/SLAM из жидкого 
азота и пересевать их до 15 раз в среде без генетицина. Эти клетки должны использоваться 
только для выделения вируса и уничтожаться после 15 пассажей. Клетки, которые 
пассировались в среде без генетицина, не должны использоваться  для создания клеточного 
запаса и хранения в жидком азоте, а также не должны передаваться в другие лаборатории 
сети с целью использования для выделения вируса. 

 

 

Инфицированные 

вирусом краснухи

 

Неинфицированные- 

Иммунофлюоресцентный 

метод 

- 

Иммуноколориметрический

метод 
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9.4.9 Материалы, необходимые для поддержания клеточной линии 

Vero/SLAM 

1. Среда Игла  в модификации Дульбекко (DMEM): 

с добавлением 4500 мг/л D-глюкозы (с высоким содержанием глюкозы); 

с добавлением L- глютамина;  

без пирувата натрия; 

Заменитель: EMEM. 

2. Антибиотики (100х): 

10 000 ед/мл пенициллина G и 10 000 мкг/мл стрептомицина сульфата в 0,85% 
физиологическом растворе.   

3. Трипсин – ЭДТА: 

0,05% трипсин (из поджелудочной железы свиньи) в 0,53 мМ ЭДТА в 
сбалансированном солевом растворе Хэнкса без Ca++ и Mg+. 

      4. Сыворотка эмбрионов коров (проверенная). 

       5. Генетицин (G418), 50 мг/мл, возможно использование уже готового раствора или 
альтернативного варианта. 

 

9.4.10 Культивирование клеток Vero/SLAM 

Все манипуляции с клетками (и подготовку клеток к замораживанию, и пересев во флаконы 
для последующего выделения вируса) необходимо проводить в «чистом» ламинарном 
укрытии, полностью изолированном от помещений, где осуществляют манипуляции с 
инфекционными агентами, в идеале в специально выделенной лаборатории для ведения 
культур клеток.  

1. Приготовьте среду DМЕМ, добавив 5 мл раствора пенициллина/стрептомицина 
к 500 мл среды DMEM (DMEM-PS). Если среду готовят для замораживания 
клеток в жидком азоте, то надо также добавить генетицин до конечной 
концентрации 400 мкг/мл (4 мл раствора с концентрацией 50 мг/мл на 500 мл 
DMEM) (DMEM-PSG).  

2. После формирования монослоя  клетки Vero/SLAM можно пересевать, 
используя трипсинизацию, как любые другие адгезивные линии клеток. Обычно 
клетки культивируют во флаконах площадью 25 см2 или 75 см2, однако объемы 
растворов, которые приведены ниже, могут быть перерасчитаны на сосуды 
большей или меньшей емкости. 

3. Для культуральных флаконов площадью 25 см2 или 75 см2: промойте 
однократно монослой клеток 5 мл подогретого раствора трипсина (или теплым 
ФСБ) в течение 30 сек –1 мин. Удалите промывочный раствор, вылив его в 
раствор гипохлорита. Добавьте 5 мл подогретого раствора трипсина и 
инкубируйте флакон в течение 4-5 мин на рабочем столе. Удалить большую 
часть трипсина, оставив во флаконе немного жидкости (приблизительно 1 мл), 
чтобы поддерживать монослой клеток влажным. Поместите флакон в термостат 
при 37°С приблизительно на 3-4 мин. Просматривайте флакон каждые несколько 
минут,  чтобы проверить, происходит ли отделение клеток. Когда клетки 
отделились, постучите флаконом о ладонь, чтобы стряхнуть оставшиеся клетки. 
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Пропипетируйте суспензию несколько раз с помощью пипетки объемом 1-2 мл, 
чтобы разбить возможные скопления клеток. 

4. Ресуспендируйте клетки в 5 мл DMEM-PS или DMEM-PSG с добавлением 10% 
ЭТС и пропипетируйте, чтобы разбить скопления клеток. Посейте клетки во 
флаконы, содержащие DMEM-PS или DMEM-PSG с добавлением 10% ЭТС. 
Допустимым считается разделение полученной суспензии клеток в соотношении 
до 1:5  . Разделение 1:2 или 1:3 обычно обеспечивает формирование монослоя, 
достаточного для проведения выделения вируса уже через 24 часа инкубации. 
(Необходимый общий объем среды: для флаконов 25 см2 – 10 мл/флакон; 75 см2 
– 30 мл/флакон; 150 см2 – 50 мл/флакон). 

5. Клетки необходимо пересевать не реже одного раза в неделю. Чтобы 
предотвратить слишком активный рост клеток, можно поменять среду роста на 
среду, содержащую 2% ЭТС,  и поддерживать клетки в течение нескольких 
дней. 

6. Клеточные линии могут быть пересеяны не более 15 раз после их 
восстановления из жидкого азота.   

 

9.4.11 Заражение клеток Vero/SLAM для выделения вируса кори 

Подготовка образцов для выделения вируса, процесс инокуляции вируса в культуру клеток 
и последующие пассажи инфицированных клеток Vero/SLAM должны осуществляться 
только в ламинарном укрытии, предназначенном для работы с инфекционным материалом. 
Потенциально инфекционный материал необходимо хранить в местах, полностью 
изолированных от тех помещений, где работают с «чистыми» культурами клеток.  

 

Для проведения инокуляции клетки должны быть посеяны в 25 см2 флаконы для культур 
клеток. К моменту заражения клетки должны сформировать 85-90%  монослоя и 
культивироваться не менее суток после рассева. Если клетки «переросли», выделить вирус 
не удастся. Заражение и последующую инкубацию надо проводить в среде DMEM-PS с 2% 
ЭТС.   

1. Для проведения заражения во флаконе площадью 25 см2 (считают первым пассажем 
вируса) удалите из флакона ростовую среду, внесите 5 мл DMEM-PS с 2% ЭТС и 
0,5–1 мл образца. Инкубируйте при 37°С в течении часа, затем просмотрите клетки 
под микроскопом, чтобы убедиться, не оказался ли образец токсичным для клеток 
(округление клеток или  появление плавающих в среде клеток). 

2. Зараженные клетки надо ежедневно просматривать под световым микроскопом для 
выявления ЦПЭ.  Через 4-5 дней пересейте инфицированные клетки Vero/SLAM с 
помощью трипсинизации  (в ламинарном укрытии, предназначенном только для 
работы с потенциально инфекционным материалом)  в соотношении 1:3  (второй 
пассаж).  

3. Ежедневно просматривайте флаконы. Если через 4-5 дней инкубации  второго 
пассажа ЦПЭ не наблюдается, то флаконы следует уничтожить. Результат 
выделения считается отрицательным. 
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4. Если наблюдается ЦПЭ, продолжайте поддерживать клетки (если необходимо, 
замените питательную среду на свежую среду  DMEM-PS с 2% ЭТС) до тех пор, 
пока ЦПЭ не станет выраженным. Возможно, потребуется сделать еще один пассаж, 
чтобы дать инфекции распространиться до того, как клетки «перерастут». Когда 
ЦПЭ наблюдается на 50-75% клеточного монослоя,  клетки следует собрать для 
приготовления запаса вируса (см. п.5). 

5. Для приготовления запаса вируса соскоблите слой клеток при помощи специального 
скребка или 1 мл пипетки. Перенести среду вместе с клетками в стерильную 
центрифужную пластиковую пробирку и центрифугируйте 10 мин при 1000g. 
Слейте надосадочную жидкость в раствор гипохлорита, а осадок клеток 
ресуспендируйте в 1,0 мл DMEM-PS. Перенесите по 0,5 мл ресуспедированного 
осадка в 2 пробирки для замораживания и храните при температуре –70°С. 
Альтернативный метод: удалите среду из культурального флакона с ЦПЭ в раствор 
гипохлорита, оставив во флаконе около 1 мл среды. Соскоблите клетки в 
оставшуюся среду, перенесите по 0,5 мл в две пробирки для замораживания и 
храните при -70°С. 

6. Если удалось выделить вирус, то с помощью иммунологических методов, например 
метода иммунофлуоресценции, можно подтвердить наличие вируса кори. 
Подробнее см. в разделе 9.3.14. Всегда готовьте запас вируса для длительного 
хранения при -70°С. 

7. Не пытайтесь пассировать вирус в каких-либо других линиях клеток, кроме 
Vero/SLAM. Многие клинические изоляты вируса с трудом адаптируются к 
размножению на стандартных клетках Vero. При пассировании в 
несоответствующих культурах клеток вирус может быть потерян. Для молекулярно–
эпидемиологических исследований вирусная РНК должна быть выделена из 
инфицированных клеток Vero/SLAM. 

8. После восстановления клеточных линий из жидкого азота  следует проводить не 
более 15 пассажей. 

9. При проведении выделения вируса всегда включайте в опыт отрицательный 
контроль – неинфицированные клетки Vero/SLAM.  Можно также включать 
положительный контроль, но в этом случае оператор должен знать о возможности 
перекрестной контаминации. По мере приобретения оператором опыта выявления 
ЦПЭ на клетках Vero/SLAM необходимость использования позитивного контроля 
отпадает. В качестве позитивного контроля, если это необходимо,  должен 
использоваться генетически охарактеризованный дикий штамм вируса. 

Примечание: В настоящее время ВОЗ не рекомендует проводить тест на 
чувствительность клеток Vero/SLAM. Если же такое исследование проводится, то для 
него используется дикий штамм вируса, прошедший небольшое количество пассажей. 
Этот вирус должен оказывать ЦПЭ на клетках Vero/SLAM, но не на клетках Vero. 
Такой результат будет свидетельствовать о появлении ЦПЭ, связанного с экспрессией 
молекулы SLAM. 
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9.4.12 Заражение клеток Vero/SLAM для выделения вируса краснухи 

Вирус краснухи предпочтительнее культивировать при температуре 35°С, потому что 
некоторые штаммы лучше всего размножаются именно при этой температуре. Если нет 
термостата, в котором можно поддерживать температуру 35°С, то, как альтернативный 
вариант, можно использовать термостат с температурой 37°С.  

Если предполагается, что образец содержит небольшое количество вируса, последующие 
пассажи проводят с использованием лизата, полученного путем замораживания-оттаивания  
инфицированных клеток (т.е. ассоциированных с клетками вирусных частиц и  
содержащегося в среде вируса), вместо использования среды из флакона с 
инфицированными клетками, как это описано ниже. 

1. Для инокуляции необходимо подготовить 25 см2 флакон(ы) для культур клеток с 85-
90% клеточным монослоем. При заражении культуры во флаконе площадью 25 см2 
(= 1-й пассаж вируса), удалите ростовую среду, внесите 2 мл ФСБ с 1% ЭТС и 0,5–1 
мл образца. Инкубируйте 1 час при 35°С. По истечении часа удалите  содержимое 
флакона и  добавьте 5 мл среды DMEM-PS с 5%  ЭТС. 

Примечание: Если возникла проблема контаминации, клинические образцы можно 
профильтровать, используя фильтр с низкой задерживающей способностью и 
диаметром пор 0,2 мкм, чтобы удалить грибы и бактерии. Альтернативный способ: 
добавьте 0,1 мл раствора гентамицина в концентрации 1000 мкг/мл,  0,1 мл раствора 
фунгизона в концентрации 100 мкг/мл и 5 мкл 1000х раствора 
пенициллина/стрептомицина к 1 мл образца и инкубируйте при 4°С в течение 30 мин 
перед инокуляцией. 

2. Инкубируйте клетки в течение 7 дней при 35°С.  Ежедневно просматривайте клетки 
и уничтожайте все флаконы, где обнаружены признаки контаминации (помутнение, 
желтый цвет среды, большое количество плавающих клеток, плесень). ЦПЭ вируса 
краснухи (округление и отделение некоторых клеток) в большинстве случаев НЕ 
видим.  

3. На 7-ой день после заражения отберите 0,5 мл среды. (Примечание: в отличие от 
вируса кори, вирионы вируса краснухи высвобождаются в среду, поэтому и среда и 
клетки инфицированной культуры могут использоваться для переноса вируса при 
пассировании). Перенесите 0,5 мл среды в свежий 25 см2 флакон с клетками 
Vero/SLAM также, как это делалось на этапе заражения. (Это будет второй пассаж 
вируса краснухи). Кроме этого, отберите 1 мл среды из флакона первого пассажа и 
храните в пробирке для замораживания при -70°С.     

4. После 7 дней инкубации второго пассажа вируса отберите из флакона 100 мкл среды 
и используйте ее для инфицирования камеры предметного стекла, содержащих 
клетки Vero/SLAM, с целью проведения ИФ или иммуноколориметрического 
исследования, или для инфицирования лунки 48-луночного планшета для 
иммуноколориметрического теста. Отберите 1 мл среды из флакона с пассажем №2 
в пробирку для замораживания и храните при –70°С . 

5. Если иммунофлуоресцентное/иммуноколориметрическое исследование показало 
позитивный результат, приготовьте запас вируса из замороженной среды пассажа 
№2. Всегда готовьте запас вируса в случае успешного выделения вируса из образца. 
Для этого: разморозьте порцию хранящейся среды и используйте 0,5 мл для  
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инфицирования  клеток в культуральном флаконе 75 см2, как описано выше 
(оставшиеся  0,5 мл среды снова заморозьте как резервную порцию. Замороженная 
культуральная жидкость первого пассажа также является резервным материалом). 
Инкубируйте флаконы 75 см2 в течение недели при 35 °С. Через неделю отберите 5-
10 мл культуральной жидкости, разделите на порции и храните при -70°С. Для 
молекулярно-эпидемиологических исследований РНК вируса краснухи должна быть 
выделена из  инфицированных клеток Vero/SLAM, культивированных во флаконах 
75см2. Если в иммунофлуоресцентном или иммуноколориметрическом тесте 
получен отрицательный результат, образец считается негативным. 

 

9.4.13 Приготовление замороженного запаса клеток Vero/SLAM  

Очень важно создать существенный запас замороженных клеток линии Vero/SLAM, как 
только клетки поступили в лабораторию. Рекомендуется проводить не более 15 пассажей 
культуры клеток Vero/SLAM. Клетки могут быть заморожены в соответствии с любым 
общепринятым методом криоконсервации. Существует коммерческая среда для 
замораживания клеток, а также можно использовать реагенты и протокол, описанные ниже. 

1. Для приготовления запаса клеток необходимо пассировать клетки Vero/SLAM в 
среде DMEM-PSG (с генетицином). Предпочтительнее использовать монослой 
клеток, сформированный во флаконе 150 см2, однако можно использовать флаконы 
75 см2, с соответствущей корректировкой объема реагентов. 

2. До начала работы с клетками подпишите необходимое количество криопробирок с 
завинчивающимися крышками, отметив название клеточной линии, номер пассажа 
и дату. 

3. Клетки снимают с поверхности флакона используя трипсинизацию, как описано 
выше (будьте осторожны, чтобы не передозировать трипсинизацию). Все клетки из 
флакона 150 см2 следует снять в 10 мл DMEM с антибиотиками и 10% ЭТС и 
осадить центрифугированием при 1500 об/мин в течение 10 минут при  4°С. 
Удалите надосадочную жидкость. К клеточному осадку добавьте 5 мл DMEM с 
антибиотиками, содержащую 30% ЭТС, и ресуспендируйте на вортексе. Добавьте 
равный объем (5 мл) DMEM с антибиотиками и 15% ДМСО (для культур клеток). 
Несколько раз осторожно перемешайте пипетированием и разлейте в 10 
криопробирок по 1 мл в каждый. На этой стадии важно работать очень быстро, 
потому что длительное воздействие ДМСО при комнатной температуре является 
токсичным для клеток. Криопробирки с необходимо охлаждать постепенно, 
используя запрограммированную морозильную камеру для клеток или 
коммерческую установку, обеспечивющую постепенное понижение температуры 
(оптимально –1°С в минуту от 20°С до –70°С). Храните пробирки в жидком азоте.   

4. Проведите контрольное восстановление клеток из замороженного запаса, прежде 
чем начнете проводить непрерывное рутинное культивирование клеток Vero/SLAM 
(в среде с генетицином). Восстановите клетки из одного криофлакона, как описано 
ниже в пункте 5. Понаблюдайте за этими клетками; прикрепившиеся клетки должны  
быть видны на следующий день после восстановления. Образование непрерывного 
монослоя может занять несколько дней. Это является нормальным течением 
процесса. Если клетки не восстанавливаются должным образом (т.е. 
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прикрепившиеся клетки отсутствуют или их очень мало и/или есть признаки 
контаминации), то надо приготовить другой запас замороженных клеток. 

5. Для восстановления клеток, хранящихся в жидком азоте: достаньте пробирку из 
хранилища и перенесите ее в лабораторию в сухом льду. Быстро разморозьте клетки 
на водяной бане при 37°С и немедленно перенесите во флакон 25 см2, содержащий 
10 мл DMEM-PS с 10% ЭТС. Дайте клеткам прикрепиться к поверхности флакона 
приблизительно в течение 4 часов. Когда клетки прикрепятся, удалите старую среду 
и внесите 10 мл DMEM-PS с 10% ЭТС. Продолжайте наблюдать за клетками и 
проведите пассаж, с использованием трипсинизации, после образования сливного 
монослоя. Примечание: если восстановленные клетки будут использованы для 
приготовления нового запаса, то в среду надо добавить генетицин. 

 

9.4.14 Метод иммунофлуоресценции для подтверждения выделения вируса 

кори 

В данном  иммунофлуоресцентном  (ИФ) анализе используются моноклональные антитела 
для выявления нуклеопротеина вируса кори в инфицированных клетках. Инфицированные 
клетки фиксируют на предметном стекле для микроскопии. Связывание специфических 
антикоревых антител выявляют с помощью козьих антимышиных антител, 
конъюгированных с флуоресцеина изотиоционатом (ФИТЦ). Связывание  вторичных 
антител визуально наблюдают под флуоресцентным микроскопом. 

Существуют коммерческие диагностические наборы различных производителей для 
проведения как прямого, так и непрямого иммунофлюоресцентного анализа. В данном 
разделе описан непрямой иммунофлюоресцентный анализ для выявлиня вируса кори с 
применением тест-системы производства Chemicon, Inc (Light Diagnostics Measles Indirect 
Immunofluorescence Assay, каталожный номер 3187).  

Возможно также осуществить постановку непрямого ИФ теста без применения 
коммерческих тест-систем. Большинство моноклональных антител к нуклеопротеину 
(например, 80-2 КК2, производства Chemicon) будут хорошо работать при проведении 
описанных ниже процедур постановки ИФ анализа. Моноклональные антитела к другим 
вирусным белкам, например к гемагглютинину или белку слияния, могут распознавать 
конформационные эпитопы, которые утрачивают стабильность при фиксации ацетоном. 
При разработке  лабораторной модификации ИФ анализа, необходимо путем 
экспериментального титрования определить соответствующие рабочие разведения 
моноклональных антител и меченного флюоресцеином конъюгата. 

Проведение ИФ анализа с применением реагентов Chemicon (с модификациями): 
1. Соскоблите клетки с поверхности флакона специальным скребком. Поместите 1 мл 
соскобленных клеток (приблизительно 1/5 часть всех клеток, полученных с флакона  25 
см2) в маленькую центрифужную пробирку и осадите клетки центрифугированием при 
1500 об/мин 10 мин при 4°С. Удалите надосадочную жидкость и ресуспендируйте 
клеточный осадок в 0,25 мл ледяного 50%  раствора этанола в ФСБ, встряхните на 
вортексе. Используя микропипетку или пастеровскую пипетку, поместите около 15 мкл 
клеточной суспензии в одну камеру многокамерного предметного стекла и дайте 
высохнуть на воздухе. Всегда помните о необходимости включать в исследование 
неинфицированные клетки в качестве отрицательного контроля. 
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Примечание: в качестве альтернативного способа фиксации клеток можно 
ресуспендировать клеточный осадок (см. выше) в 0,1 мл ФСБ и нанести на стекло по 
10-20 мкл на одну камеру (пятно). Дать полностью высохнуть на воздухе. Затем стекло 
погрузить в ледяной 80% ацетон на 1 мин, осторожно удалить излишек жидкости 
фильтровальной бумагой и оставить высохнуть на воздухе. 

2. Приготовьте буферный раствор ФСБ – Твин из реагентов, которые входят в состав 
набора (ФСБ, 0,1%  Твин-20).  

3. Нанесите на пятно клеток на стекле одну каплю (или 0,25 мкл) коревых 
моноклональных антител. 

4. Инкубируйте стекло во влажной камере при 37°С в течение 30 мин - 1 часа. В 
качестве влажной камеры хорошо подходят чашки Петри с влажной  бумажной 
салфеткой. 

5. Промойте стекла в буфере ФСБ-Твин в течение 15-20 сек, стряхните избыток 
буфера. Осторожно подсушивайте бумажным полотенцем, стараясь не касаться 
клеток. 

6. Нанесите одну каплю (или 0,25 мкл) антимышиных IgG, конъюгированных с 
ФИТЦ. 

7. Инкубируйте стекла во влажной камере при 37°С  в течение 30 мин. 

8. Промойте стекла в буфере ФСБ-Твин в течение 15-20 сек, удалите избыток буфера. 
Промокните капельки и подготовьте препарат для просмотра под микроскопом: 
нанесите иммерсионную жидкость и накройте покровным стеклом. 

9. Исследуйте препарат под флуоресцентным микроскопом. Поглощение ФИТЦ 
происходит при 495 нм, с пиком эмиссии при 525 нм. В этих условиях  в 
цитоплазме позитивно окрашенных клеток будет наблюдаться зарнистое зеленое 
флюоресцентное свечение. Индикаторный краситель  Эванса голубой будет давать 
красное окрашивание. 

 

9.4.15 Метод непрямой иммунофлуоресценции для выявления вируса краснухи в 

культуре клеток 

Этот непрямой ИФ метод был разработан в лаборатории краснухи СиДиСи (Атланта, 
США) и основан на использовании разработанных в СиДиСи моноклональных антител к 
Е1 гликопротеину вируса краснухи. В данном случае очень важно, какие реагенты были 
использованы, потому что вирус краснухи не продуцирует большое количество антигена. 
Методика фиксации клеток ацетоном, которую применяют для кори, не подходит для 
вируса краснухи, потому что фоновый сигнал зафиксированных ацетоном клеток 
превышает сигнал протеинов вируса краснухи. Представленная здесь методика, 
использующая фиксацию параформальдегидом и обработку перекрестно-
абсорбированными флюоресцентными антителами, показала высокую эффективность. 

Оборудование и реагенты: 
 
СО2 инкубатор; 
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8-камерные предметные стекла; 
стерильные пипетки; 
Vero или Vero/SLAM клетки; 
флуоресцентный микроскоп с соответствующим набором фильтров; 
2% параформальдегид*; 
сыворотка эмбрионов коров; 
метанол; 
DMEM, ФСБ; 
антибиотики; 
пропидиума иодид** (хранить при 4°С); 
бычий сывороточный альбумин (БСА); 
Твин-20; 
флуоресцентная иммерсионная среда*** (хранить при 4°С); 
покровные стекла. 

* Параформальдегид  может закупаться как 16% базовый раствор (например, Electron Microscopy Science, 
№15710). Разводить 1:8 холодным ФСБ непосредственно перед использованием. 

** например, Molecular Probes, № P-3566. Разводить 1:2000 в блокирующем буфере.  

*** например, Dako Fluorescent Mounting Medium, № S3023.  

Антитела: Козий антимышиный IgG конъюгат (Alexa Fluor® 488 from Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA, интернет-сайт: http://www.probes.com) (хранить при 4oC) 
Моноклональные антитела к  Е1 гликопротеину вируса краснухи из лаборатории 
краснухи СиДиСи (хранить при -20 oC). 
 
Выращивание Vero или Vero/SLAM клеток и инфицирование вирусом: 

В соответствии с данным протоколом культивирование вируса краснухи проводится 
при температуре 35°С, потому что некоторые штаммы вируса краснухи лучше всего 
растут при этой температуре. Если нет термостата, в котором можно поддерживать 
температуру 35°С, то, как альтернативный вариант, можно использовать термостат с 
температурой 37°С.  
 

1.   Выращивайте клетки Vero или Vero/SLAM на 8-камерном стекле (например, 
Lab-Tek Chamber Slide, каталожный № 177445) до формирования 
приблизительно 50% монослоя. Не допускайте перерастания клеток. Обычно 
для этого используют среду DMEM с добавлением 5% ЭТС и 
пенициллина/стрептомицина при 35˚C, CO2-инкубатор.  

Примечание: Если СО2-инкубатора нет, то надо плотно заклеить камеры предметного 
стекла, чтобы дать возможность расти клеткам и размножаться вирусу после 
инфицирования (см. пункт 2 ниже). Изоляция должна быть непроницаема для газов. 
Для этого можно, например, смазать край крышки камеры техническим вазелином. 

2. Удалите среду и добавьте 100 мкл образца (культуральная среда второго 
пассажа клинического образца на клетках Vero или Vero/SLAM) в одну камеру. 

3. В одну из угловых камер внесите известный положительный образец (например 
вакцинный или лабораторный штамм).  Три камеры отрицательного контроля 
(внесите только среду для культур клеток) должны располагаться вокруг 
положительного контроля, чтобы снизить риск контаминации положительным 
контролем камер с образцами. Если в качестве положительного образца 
используется высокотитражный вирус, то перед внесением в камеру его следует 
развести. Инкубируйте  1 час при 35˚C, в CO2-инкубаторе, чтобы вирус 
прикрепился к клеткам. 
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4. Добавьте 200 мкл DMEM с 5% ЭТС. Инкубируйте в течение 3 дней при 35˚C 
(или при 37˚C) в CO2 инкубаторе. К концу трехдневной инкубации ИФ покажет 
оптимальные результаты, если монослой сформировался на 80%, однако 
полностью сформированный монослой также пригоден для исследования. 

5. Если культуральная среда в камерах, инфицированных вирусом, становится 
кислой (желтой), это может служить показателем присутствия вируса.  

 
Фиксация клеток: 

Клетки фиксируют 2% раствором параформальдегида в ФСБ, охлажденным до 4°С. 
Затем клетки обрабатывают метанолом, охлажденным до -20°С, для повышения 
проницаемости. 
 

1. Достаньте стекло с клетками из термостата и поместите на лед на 10 мин; 
удерживайте стекло на поверхности льда, поместив его на металлическую 
пластинку или кусок фольги, лежащие на льду. 

2. В ламинарном укрытии удалите культуральную среду из камер и промойте 
клетки 1х охлажденным ФСБ. Для удаления среды опускайте пипетку в один 
угол камеры и используйте этот угол на протяжении всего исследования, чтобы 
свести до минимума потерю клеток. По тем же соображениям добавляйте 
реагенты аккуратно по стенкам камер.  

3. Добавьте 200 мкл 2% параформальдегида, инкубируйте 30 мин на льду. 
4. Удалите параформальдегид и промойте клетки 1х охлажденным ФСБ. 

Остальные этапы можно выполнять на лабораторном столе, поскольку вирус 
уже инактивирован параформальдегидом. 

5. Добавьте 200 мкл метанола, охлажденного до -20°С, инкубируйте 10 мин при 
-20°С.  Проще всего поместить для этого стекло в морозильную камеру при 
-20°С. Вместо морозильной камеры стекло можно положить на лабораторном 
столе на хладагент, замороженный до -20°С (Frigit Brick производства Touchpad 
Solutions).  

6. Удалите метанол и промойте клетки 1х ФСБ комнатной температуры. 
7. Зафиксированные клетки на этой стадии можно хранить, предварительно 

покрыв их блокирующим буфером (1% БСА, 0,5% ЭТС, 0,1% Твин-20 в ФСБ). 
Заполните камеры стекла или лунки планшета блокирующим буфером; 
зафиксированные клетки, покрытые блокирующим раствором, могут храниться 
во влажной камере при 4°С в течение по крайней мере одного месяца. Для 
долгосрочного хранения добавьте в блокирующий буфер 1х раствор 
пенициллина/стрептомицина.  

Примечание: Влажная камера может быть очень простой, например, положите 
стекло на влажную бумажную салфетку и поместите в пластиковую коробку или 
заверните в полиэтилен.  
 
Иммунофлуоресцентное (ИФ) исследование: 

Блокирование, разведение антител и пропидиума иодида, промывание проводятся с 
использованием блокирующего буфера при комнатной температуре. Последнюю 
промывку после добавления пропидиума иодида  проводят только ФСБ. 
 
1. Блокируйте неспецифические реакции антител путем добавления 200 мкл 

блокирующего буфера на камеру, инкубируйте 1 час при комнатной 
температуре (если стекло хранилось в блокирующем буфере, этот этап 
пропускают). 
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2. Удалите блокирующий буфер и добавьте разведенные в блокирующем буфере 
моноклональные антитела (100 мкл на камеру). Инкубируйте 1 час при 
комнатной температуре. Разведите моноклональные антитела для этого 
исследования 1:1000 (для серий 03-031). Обратите внимание, что разведение 
моноклональных антител может меняться в зависимости от используемой серии. 

3. Промойте 2 раза блокирующим буфером и добавьте вторичные 
флуоресцирующие антитела в блокирующем буфере (100 мкл на камеру). 
Обычно используют козьи антимышиные IgG (H+L) (производства Alexa Fluor 
488) «в высокой степени перекрестно адсорбированные», в разведении 1:500. 
Инкубируйте  30 мин при комнатной температуре в темноте (прикройте стекла 
фольгой).  

4. Промойте 2 раза блокирующим буфером и добавьте пропидиума иодид в 
концентрации 0,5 мкг/мл в блокирующем буфере. Инкубируйте 5-15 мин при 
комнатной температуре, прикрыв фольгой. 

5. Промойте 2 раза ФСБ. Удалите с предметного стекла камеры и прокладки. 
Удалите остатки ФСБ адсорбирующей тканью или фильтровальной бумагой. 
Дайте стеклу полностью высохнуть, а затем добавьте 2-3 капли иммерсионной 
среды (например,  Dako). Осторожно накройте покровным стеклом и слегка 
прижмите, чтобы убрать пузырьки воздуха. Удалите избыток среды по краям 
фильтровальной бумагой. 

6. Проведите учет результатов с помощью флуоресцентного микроскопа, 
используя синий свет (фильтр Zeiss Axiovert BlueH 485) 

 
Примечание: клетки, инфицированные вирусом краснухи, имеют зеленое окрашивание; 
ядра, прокрашенные пропидиума иодидом – красное. В неинфицированных клетках 
(камеры отрицательного контроля) не должно быть зеленого прокрашивания антител, 
хотя иногда наблюдается незначительное окрашивание по краям камер, видимо, из-за 
прокладок. Если присутствует фоновое окрашивание антител, то это может быть 
связано с переизбытком вторичных флуоресцирующих антител. Информативность ИФ 
теста зависит от низкой фоновой окраски антител в неинфицированных клетках. В 
зависимости от содержания вируса в образце, использованном для заражения культуры, 
зеленая флуоресценция может наблюдаться не во всех клетках (фактически, при 
заражении клиническими образцами только небольшое количество клеток может 
давать флюоресценцию, например, 2 очага из 10 клеток каждый на полностью 
заполненную клетками камеру).   
 

9.4.16 Иммуноколориметрический метод для выявления вируса краснухи в 

культуре клеток 

Этот непрямой иммуноколориметрический (ИК) метод основан на использовании 
моноклональных антител к гликопротеину Е1 вируса краснухи, разработанных в 
лаборатории краснухи СиДиСи (Атланта, США). Методика исследования практически 
совпадает с ИФ анализом  до этапа, когда добавляются вторичные антитела: в этом случае 
они конъюгированы с пероксидазой хрена, а не флуоресцеином.  В 
иммуноколориметрическом тесте используется двойное количество моноклональных 
антител. Проведение иммуноколориметрического исследования описано как с 
использованием стекол с камерами, так и  48-луночных планшетов. При использовании 
планшетов или камер применяют разные способы приготовления положительного 
контроля. 
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Оборудование и реагенты: 
СО2 инкубатор; 
8-камерные предметные стекла или 48-луночные планшеты; 
стерильные пипетки; 
Vero или Vero/SLAM клетки; 
2% параформальдегид*; 
сыворотка эмбрионов коров; 
метанол; 
DMEM, ФСБ; 
антибиотики; 
бычий сывороточный альбумин (БСА); 
Твин-20; 
BM Blue POD субстрат, преципитирующий (производства Roche, каталожный номер 11442 
066 001, стоимость 100 мл 112$) 

* Параформальдегид закупается как 16% раствор, (например, Electron Microscopy Science, № 15710). 
Разводится 1:8 холодным ФСБ непосредственно перед использованием. 

Антитела: козьи антимышиные, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(производства Molecular Probes, каталожный № G 21040, стоимость 122.00$). 
 
Моноклональные антитела (к гликопротеину Е1 вируса краснухи), полученные 
лабораторией краснухи, СиДиСи, Атланта, США (хранить при -20°С). 
 
Выращивание клеток Vero или Vero/SLAM и инфицирование вирусом: 

В соответствие с данным протоколом культивирование вируса краснухи проводится 
при температуре 35°С, потому что некоторые штаммы вируса краснухи лучше всего 
размножаются при этой температуре. Если нет термостата, в котором можно 
поддерживать температуру 35°С, то, как альтернативный вариант, можно использовать 
термостат с температурой 37°С.  
 

1.   Вырастите 75% монослой клеток Vero или Vero/SLAM на 8-камерном стекле 
(Lab-Tek Chamber Slide, каталожный № 177445) или лунках 48-луночного 
культурального планшета. Клетки не должны быть переросшими. Обычно для 
этого используется среда DMEM с добавлением 5% ЭТС и 
пенициллина/стрептомицина с инкубацией при 35˚C в CO2-термостате.  

Примечание: Если СО2-инкубатора нет, то надо плотно заклеить камеры предметного 
стекла, чтобы дать возможность расти клеткам и размножаться вирусу после 
инфицирования (см. пункт 2 ниже). Изоляция должна быть непроницаема для газов. 
Для этого можно, например, смазать край крышки камер техническим вазелином. 

2. Удалите среду и добавьте 100 мкл образца (культуральная среда второго 
пассажа клинического образца на клетках Vero или Vero/SLAM) в одну 
камеру/лунку. 

3. В одну из угловых камер внесите известный положительный образец (например 
вакцинный или лабораторный штамм). Три камеры отрицательного контроля 
(внесите только среду для культур клеток) должны располагаться вокруг 
положительного контроля, чтобы снизить риск контаминации положительным 
контролем камер с образцами. Если в качестве положительного образца 
используется высокотитражный вирус, то перед внесением в камеру его следует 
развести. Инкубировать 1 час при 35˚C, в CO2-инкубаторе, чтобы вирус 
прикрепился к клеткам. 
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4. Добавьте 200 мкл DMEM с 5% ЭТС. Инкубируйте в течение 5 дней при 35˚C 
(или при 37˚C) в CO2 инкубаторе. К концу пятидневной инкубации 
иммуноколориметрический тест покажет оптимальные результаты, если 
монослой сформировался на 80%, однако полностью сформированный монослой 
также пригоден для исследования. 

5. Если культуральная среда в камерах, инфицированных вирусом, становится 
кислой (желтой), это может служить показателем присутствия вируса. 

Примечание: Позитивные контрольные образцы для 48-луночного планшета надо 
приготовить заранее и хранить  для  проведения  исследования образца, как описано 
ниже. Раздельное (от образцов) приготовление позитивных контролей значительно 
снижает риск контаминации образца положительным контролем. Известный 
положительный образец (вакцинный или лабораторный штамм) должен быть 
приготовлен в отдельном 48-луночном планшете. Если используют лабораторный 
штамм вируса с высоким титром, то перед внесением  на клетки его надо развести от 
1:10 до 1:1000 ФСБ с 1% ЭТС. Несколько лунок планшета надо инфицировать 
контрольным вирусом. После фиксации клеток (см. раздел ниже), планшет можно 
хранить по крайней мере в течение месяца при 4°С, предварительно заполнив лунки 
блокирующим раствором. Для использования в качестве положительного контроля 
удалите блокирующий буфер из одной лунки и проведите колориметрическое 
исследование, начиная со стадии добавления моноклональных антител. Затем храните 
планшет в холодильнике до следующего исследования. 
 
Фиксация клеток: 

 Клетки фиксируют 2% раствором параформальдегида в ФСБ, охлажденным до 4°С. 
Затем клетки обрабатывают метанолом, охлажденным до -20°С, для повышения 
проницаемости. 
 

1. Достаньте предметное стекло с камерами или культуральный планшет из 
термостата и поместите на лед на 10 мин; удерживайте стекло на льду, поместив 
его на металлическую пластинку или кусок фольги, лежащие на льду. 

2. В ламинарном укрытии удалите культуральную среду из камер и промойте 
клетки 1х охлажденным ФСБ. Для удаления среды опускайте пипетку в один 
угол камеры и используйте этот угол на протяжении всего исследования, чтобы 
свести до минимума потерю клеток. По тем же соображениям добавляйте 
реагенты аккуратно по стенкам камер.  

3. Добавьте 200 мкл 2% параформальдегида на 30 мин на льду. 
4. Удалите параформальдегид и промойте клетки 1х охлажденным ФСБ. 

Остальные этапы можно выполнять на лабораторном столе, поскольку вирус 
уже инактивирован параформальдегидом. 

5. Добавьте охлажденный до -20°С метанол, инкубируйте 10 мин при -20°С Проще 
всего поместить для этого стекло или планшет в морозильную камеру при -20°С. 
Вместо морозильной камеры стекло/планшет можно положить на лабораторном 
столе на хладагент, замороженный до -20°С (Frigit Brick производства Touchpad 
Solutions).  

6. Удалите метанол и промойте клетки 1х ФСБ комнатной температуры. 
7. Зафиксированные клетки на этой стадии можно хранить, предварительно 

покрыв их блокирующим буфером (1% БСА, 0,5% ЭТС, 0,1% Твин-20 в ФСБ). 
Заполните камеры стекла или лунки планшета блокирующим буфером; 
зафиксированные клетки, покрытые блокирующим раствором, могут храниться 
во влажной камере при 4°С по крайней мере в течение месяца. Для 
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долгосрочного хранения добавьте в блокирующий буфер 1х раствор 
пенициллина/стрептомицина.  

Примечание: Влажная камера может быть очень простой, например, положите 
стекло/планшет на влажную бумажную салфетку и поместите в пластиковую 
коробку или заверните в полиэтилен.  

 
Проведение колориметрии: Блокирование и разведение антител проводится с 
использованием блокирующего буфера (1% БСА, 0,5% ЭТС, 0,1% Твин-20 в ФСБ) при 
комнатной температуре.  

 
1. Блокируйте неспецифические реакции антител путем добавления 200 мкл 

блокирующего буфера на камеру/лунку, инкубируйте 1 час при комнатной 
температуре (если стекло или планшет хранились в блокирующем буфере, этот 
этап пропускают). 

2. Разведите моноклональные антитела к вирусу краснухи 1:500 (для серий 03-031) 
в блокирующем буфере (концентрация антител в два раза выше, чем для ИФ 
анализа). Удалите блокирующий буфер из камер/лунок и внесите по 100 мкл 
разведенных моноклональных антител на камеру/лунку. Инкубируйте 30 мин 
при комнатной температуре.  

3. Промойте камеры/лунки 2 раза блокирующим буфером (приблизительно по 0,5 
мл кажый раз) 

4. Разведите козьи антимышиные антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена, 1:1000 в блокирующем буфере. Внесите по100 мкл на камеру/лунку на 30 
мин при комнатной температуре. 

5. Промойте 2 раза ФСБ (по 0,5 мл каждый раз). 
6. В каждую камеру добавьте по 50 мкл, а в каждую лунку планшета по 100 мкл 

BM Blue POD субстрата. Окрашивание должно появиться через 2 минуты. Цвет 
будет темнее, если инкубировать дольше, а окрашивание в негативных 
(неинфицированных) камерах/лунках должно быть значительно меньше, чем у 
позитивного контроля. Если инфицированных клеток много, то результат будет 
виден невооруженным глазом. Если вирусом инфицированы только несколько 
клеток, то результат можно не увидеть, поэтому камеры, которые кажутся 
негативными, надо исследовать под обычным световым микроскопом. 
Окрашивание проявляется в виде пятен. Примечание: при использовании в 
опыте стекла с камерами, камеры не надо удалять со стекла. Покровные стекла 
не нужны. Чтобы сохранить клетки, удалите субстрат и внесите в камеры по 200 
мкл буфера для стабилизации цвета (50мМ Трис, рН=6,8, 100мМ NaCl, 1мМ 
ЭДТА) при комнатной температуре на 5 мин. Удалить стабилизирующий буфер. 
После этого окрашенные клетки могут храниться в темноте без потери цвета. В 
зависимости от того, сколько вируса содержалось в исследуемом образце, не все 
клетки могут оказаться окрашенными. В действительности, при  заражении 
непосредственно клиническим образцом окрашивается очень малое количество 
клеток. 

 
Примечание: Моноклональные антитела хранят при -20°С. 
Пероксидазный конъюгат, разведенный согласно инструкции производителя, следует 
хранить при -20°С. Субстрат BM Blue POD  хранится при 4°С.  
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9.5  Упаковка образцов и изолятов 
 
Составлено на основании: “Transport of Infectious Substances. Background to the 
amendments adopted in the 13th revision of the United Nations Model Regulations guiding 
the transport of infectious substances”  WHO/CDS/CSR/LYO/2004.9  
 

9.5.1 Инструкция по упаковке Р650: применяется для диагностических 

образцов (UN 3373) 

 
Упаковка должна быть хорошего качества и достаточно прочной, чтобы выдерживать 
неблагоприятные воздействия, возникающие при транспортировке, включая 
перемещения между разными транспортными средствами и перевозку со склада, 
перемещение с платформы или из контейнера для последующей ручной или 
механической сортировки. Упаковка должна быть сделана и запечатана таким образом, 
чтобы предотвратить любые потери содержимого, которые могут быть вызваны 
обычными условиями транспортировки, такими как вибрация, перепады температуры, 
влажности или давления. 
 
Упаковка должна состоять из трех компонентов: 

• первичная емкость; 
• вторичная упаковка;  
• внешний контейнер. 

Первичные емкости должны быть помещены во вторичную упаковку таким образом, 
чтобы в обычных условиях транспортировки они не могли сломаться или треснуть, и 
содержимое не могло вытечь во вторичную упаковку. Второй контейнер должен быть 
закреплен во внешнем контейнере упругим прокладочным материалом. Никакое 
вытекание содержимого не должно нарушать целостность прокладочного материала и 
внешнего контейнера. 
 
Для транспортировки на наружной поверхности внешнего контейнера следует 
поместить  маркировку, показанную ниже на рисунке. Маркировка должна быть 
контрастного по отношению к упаковке цвета, четкой и хорошо заметной. Толщина 
линий должна быть не менее 2 мм, буквы и цифры должны быть не менее 6 мм 
высотой. 
 

 
 

UN 3373 
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Полная упаковка должна выдерживать проверку на устойчивость к падению согласно 
пунктам 6.3.2.5, 6.3.2.3 и 6.3.2.4 Правил (Model Regulations), с тем исключением, что 
высота падения при проверке должна быть не менее 1,2 м. 
 
Для жидкостей: 

• Первичная емкость должна быть водонепроницаемой. 

• Вторичная упаковка должна быть водонепроницаемой. 

• Если во вторичный контейнер помещают несколько первичных хрупких 
контейнеров, то их надо изолировать друг от друга, либо завернуть по 
отдельности, чтобы предотвратить контактирование. 

• Между первичным(и) и вторичным контейнером(ами) надо проложить 
абсорбирующий материал.  Количество материала должно быть достаточным, 
чтобы впитать содержимое первичного(ых) контейнера(ов) и, таким образом, 
никакое вытекание жидкостей не будет нарушать целостность прокладочного 
материала или внешнего контейнера. 

• Первичная емкость или вторичная упаковка должны выдерживать внутреннее 
давление 95 кПа (0,95 бар) без утечки жидкости. 

 
 
Охлажденные или замороженные образцы: лед, сухой лед, жидкий азот 
 

• В случае применения сухого льда или жидкого азота для сохранения образцов в 
охлажденном состоянии руководствуются всеми применимыми требованиями 
данных Правил. Лед или сухой лед надо поместить снаружи вторичного 
контейнера или внутри дополнительной упаковки. Необходимо обеспечить 
устойчивость вторичного контейнера, чтобы он сохранял безопасное положение, 
когда лед растает или испарится. В том случае, когда используют лед, внешняя 
упаковка должна быть водонепроницаемой. Если применяют твердый диоксид 
углерода (сухой лед), то упаковка должна быть сделана таким образом, чтобы 
позволять просачиваться углекислому газу, иначе давление газа внутри 
упаковки может привести к разрыву упаковки. Упаковку надо пометить 
«Диоксид углерода, твердый» или «Сухой лед».  

• Первичные и вторичный контейнеры должны сохранять свою целостность в 
условиях применяемого охлаждения, а  также при  температуре и давлении, 
которые могут наблюдаться в случае утраты охлаждения. 

 
К инфекционным материалам, помеченным UN 3373 и упакованным и подписанным в 
соответствии с данной инструкцией по упаковке, не предъявляются никакие другие 
специальные требования. 
 
Производители и продавцы упаковочной тары должны предоставлять четкие 
инструкции по заполнению и запечатыванию посылок лицам, которые отправляют 
грузы или упаковывают материалы, чтобы они могли правильно подготовить посылку 
для транспортировки.  

 

9.5.2 Инструкция по упаковке Р620: применяется при упаковке культур и 

вирусных изолятов (UN Nos. 2814 и 2900) 

 
Пункт 4.1.8 специальных рекомендаций по упаковке диктует следующее: 
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согласно требованиям к упаковке, приведенным в разделе 6.3, внутренняя упаковка 
материала должна состоять из: 

• Водонепроницаемой первичной емкости(ей); 

• Водонепроницаемой вторичной упаковки; 

• Для всех материалов, кроме твердых инфекционных субстанций, между 
первичной(ми) емкостью и вторичным контейнером(ами) надо проложить 
абсорбирующий материал в таком количестве, чтобы он мог впитать полный 
объем содержимого первичной(ых) емкости(ей); если несколько хрупких 
первичных емкостей помещаются в одну вторичную упаковку, их надо 
изолировать друг от друга, либо завернуть по отдельности, чтобы предотвратить 
их возможное контактирование. 

   
Прочность внешнего контейнера должна соответствовать его вместимости (по объему и 
массе) и предполагаемому способу транспортировки. Минимальный внешний размер 
контейнера должен быть не менее 100 мм. 
 
Дополнительные требования:  
Внутренняя упаковка, содержащая инфекционные материалы, не должна  объединяться 
с другими внутренними упаковками, содержащими какие-либо иные, не относящиеся к 
данному грузу, предметы. Полностью упакованный контейнер может иметь 
дополнительную внешнюю упаковку в соответствии с инструкциями 1.2.1 и 5.1.2, 
например дополнительную упаковку, заполненную сухим льдом. 
 
Дополнительные требования по специальной упаковке других грузов, например, целых 
органов: 
 

• Вещества, которые пересылают при температуре окружающей среды или 
повышенной температуре. Первичная емкость должна быть стеклянной, 
пластиковой или металлической. Должны быть предоставлены технические 
средства для герметичной упаковки (например, запечатывание нагреванием, 
специальный фиксатор крышки или металлический обжимающий колпачок). 
Завинчивающиеся крышки также надо обезопасить заклеиванием клейкой 
лентой, лабораторной парафиновой пленкой или замыкающими устройствами, 
которые предлагают производители. 

• Вещества, которые пересылают охлажденными или замороженными. Лед, 
сухой лед или другие хладагенты должны быть помещены вокруг 
вторичной(ых) емкости(ей) или, альтернативно, внутрь дополнительной 
упаковки, которая должна быть помечена в соответствии с пунктом 6.3.1.1. 
Необходимо обеспечить безопасное положение вторичного контейнера на 
случай, когда лед растает или испарится. В том случае, когда используют лед, 
внешняя упаковка должна быть водонепроницаемой. Если применяют сухой 
лед, то упаковка должна позволять просачиваться углекислому газу. 
Первичные и вторичный контейнеры должны сохранять свою целостность в 
условиях применяемого метода охлаждения.  

• Транспортировка веществ в жидком азоте. Первичные емкости должны быть 
изготовлены из специального пластика, который выдерживает очень низкие 
температуры. Вторичный контейнер также должен выдерживать низкие 
температуры, в большинстве случаев каждый вторичный контейнер должен 
быть индивидуально подобран для одного первичного. Кроме того, должны 
соблюдаться меры предосторожности, необходимые при пересылке жидкого 
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азота. Первичные и вторичные контейнеры должны сохранять свою 
целостность при температуре жидкого азота. 

• Лиофильно высушенные препараты можно пересылать в первичной упаковке, 
например, в запаянных ампулах или во флаконах, закрытых резиновой пробкой 
и металлическим колпачком. 

Всегда, независимо от планируемой температуры транспортировки материалов, 
первичная емкость и вторичная упаковки должны выдерживать без протекания 
перепады внутреннего давления не менее 95кПА и температуру от -40°С до +55°С. 
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9.6  Состав реагентов и сред 
 
Фосфатно-солевой буфер (ФСБ) pH 7.2  
 

NaCl 8.00 г 

KCl  0.20 г 

NaHPO4 1.15 г 

KHPO4 0.20 г 

 

Растворите реагенты в дистиллированной воде, доведите объем до 800мл. 

Доведите pH до 7.2 с помощью HCl. 

Автоклавируйте при 10 PSI 15 мин. В результате получите рабочий раствор ФСБ 
без ионов кальция и магния. 

Выпускаются коммерческие препараты ФСБ в форме порошка, таблеток и в 
жидком виде. 

 

ФСБ –Твин  промывочный раствор                        

ФСБ   

Твин 20 (коммерческий реагент)  

 

Добавить 0,05 мл Твин 20 на 100 мл ФСБ. Готовьте объем, достаточный для 
проведения одного исследования. 

 

 ФСБ-желатин-Твин                             

ФСБ   1 литр   

Твин 20 1,5 мл   

Желатин 5,0 г   

 

Размешайте 5,0 г желатина в 1 литре ФСБ. 

Подогрейте, чтобы желатин растворился, и добавьте 1,5 мл Твин-20. 

Храните при 4oC. 

Вирусная транспортная среда 

Основной солевой раствор Хенкса х10 (Gibco/Invitron)  100 мл 

Стерильная деионизованная вода 900 мл 

Стерильный 20% бычий альбумин 10 мл 

Стерильный раствор пенициллина/стрептомицина 10 мл 

Стерильный 4,4% раствор бикарбоната натрия для доведения рН до 6,7  

 

• В стерильных условиях добавьте основной солевой раствор Хенкса х10, 20% 
бычий альбумин и раствор пенициллина/стрептомицина в деионизованную 
воду и тщательно перемешаете.  

• В стерильных условиях доведите рН точно до 6,7 раствором бикарбоната 
натрия, тщательно перемешивая после каждого добавления. 
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• В стерильных условиях разлейте по 2 мл раствора в стерильные пробирки или 
флаконы объемом 25 мл с завинчивающимися крышками. Убедитесь, что 
крышки плотно завинчены. 

• Храните при 4oC.  Срок хранения при  4oC  достигает 6 месяцев. 
 

Раствор пенициллина/стрептомицина   

• Растворите 1 x 106 единиц пенициллина и 1 г стрептомицина сульфата в 100 мл 
стерильного ФСБ. Разделите на порции по 5 мл и храните при –20oC. 

Один мл этого раствора, добавленный к 100 мл среды,  дает конечную концентрацию 100 
ед пенициллина и 100 мг стрептомицина в 1 мл. 
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