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Лабораторные методы

КЛИНИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КРОВИ*

КЛИНИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ МОЧИ*

БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КРОВИ*

АНАЛИЗ ЖЕЛЧИ*

КЛИНИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КАЛА*

ИССЛЕДОВАНИЕ СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ*

СПЕЦИАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ 
ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ

Микроскопический метод
 Основной задачей микроскопического метода исследования явля-

ется индикация возбудителя в биологическом материале от больного 
и в ряде случаев — определение его видовой принадлежности.

В процессе микроскопического исследования выявляется морфо-
логия возбудителя и его отношение к окраске, которые характеризуют 
его родовую принадлежность. В связи с этим микроскопия не позво-
ляет в большинстве случаев определить вид возбудителя и поставить 
на этом основании диагноз заболевания.

Световая микроскопия позволяет исследовать как нативные пре-
параты из биологического материала, так окрашенные препараты.

* Материалы доступны в электронном виде по ссылке, указанной на 
последней странице книги.
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В нативных препаратах определяют не только морфологию возбу-
дителя, но и его подвижность (спирохеты, амебы, холерные вибрио-
ны и др.). В фиксированных и окрашенных красителями мазках 
выявляют тинкториальные свойства возбу дителя, то есть наличие у 
него определенных химических структур, приобретающих под воз-
действием специального красителя определенную окраску. Наиболее 
распространенный способ окраски бактерий — окраска по Граму, 
которая позволяет выявлять в составе их клеточной стенки высо-
кое содержание пептидогликана, усваивающего один из красите-
лей. В результате бактерии с высоким содержанием пептидогликана 
окрашиваются в фиолетовый цвет — грамположительные бактерии, 
а с низким — в красный цвет — грамотрицательные бактерии. Такое 
разделение бактерий имеет очень важное значение в их систематике, 
оценке патогенных свойств и чувствительности к химиотерапевтиче-
ским средствам. Например, патогенные грамположительные бактерии 
в большинстве случаев образуют экзотоксины, грамотрицательным 
бактериям присуще содержание липополисахарида (эндотоксина) в 
составе клеточной стенки. 

В оптической микроскопической технике нашло применение 
и явление люминесценции микроскопических объектов, как есте-
ственное, так и вызванное специальными красителями-флюорохрома-
ми (люминесцентная микроскопия).

Световая микроскопия до настоящего времени используется 
в диагностике гельминтозов, инфекций, вызванных простейшими и 
грибами. Этот метод сохраняет свое значение при обнаружении в био-
логическом материале бактерий и бактериеподобных микроорганиз-
мов — микобактерий, вибрионов, бактерий кокковой группы, спирохет, 
актиномицетов, т.е. таких микробов, размеры которых, уникальные 
тинкториальные свойства или характерная подвижность позволяют 
оптически зарегистрировать их присутствие в материале от больного.

Комбинация световой микроскопии с иммунологическим 
методом в виде обработки микроскопических препаратов антите-
лами, меченными флюорохромами к наиболее характерным видовым 
микробным антигенам, с последующей люминесцентной микроскопи-
ей значительно повышает ее диагностическую значимость. Эти мето-
ды еще будут охарактеризованы в последующем как разновидность 
иммуноанализа — иммунофлюоресцентный или иммуногистохи-
мический методы.

Значительно реже в инфекционной практике используется элек-
тронная или конфокальная микроскопия — микроскопический метод, 
в котором вместо светового потока для визуализации микроскопи-
ческих объектов используется поток электронов или лазерные лучи, 
позволяющие тысячекратно увеличить разрешающую способность 
метода и обнаруживать в биологическом материале не только клеточ-
ные микроорганизмы, но и вирусы.

Микроскопический метод может использоваться и в диагностике 
вирусных инфекций, но в этом случае обнаруживают не отдельного 
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возбудителя, имеющего чрезвычайно малые размеры, а внутриклеточ-
ные включения — скопления возбудителя в клетках макроорганизма 
или продуктов измененного метаболизма клетки. В табл. 2.1–2.3 пред-
ставлены возможности микроскопической диагностики при инфекци-
онных заболеваниях.

Таблица 2.1. Микроскопический метод в диагностике заболеваний, вызывае-

мых гельминтами

Гельмин тоз Возбуди тель Исследуемый 
материал

Препараты 
для 

микроскопии

Объекты микро-
скопического 
обнаружения

Нематодозы

Аскаридоз Ascaris lumbri-

coides

Кал Нативный 

препарат

Оплодотворен ные 

и неоплодо тво-

ренные яйца

Трихоцефа-

лез

Trichocephalus 

trichiurus

Кал Нативный 

препарат

Яйца

Энтеробиоз Enterobius 

vermicularis

Соскоб с пери -

анальной 

складки

Нативный 

препарат

Яйца, возбудитель

Стронгилои-

доз

Strongyloides 

stercoralis

Кал, дуоде наль-

ное содержимое

Нативный 

препарат

Личинки

Трихинеллез Trichinella 

spiralis

Мясные про-

дукты, биоптаты 

мышечной 

ткани, 

секционный 

материал

Нативный 

препарат

Личинки

Токсокароз Toxocara canis Биопсийный 

и секционный 

материал

Нативный 

препарат

Личинки

Цестодозы

Дифилло бот-

риоз

Diphyllobo-

thrium latum

Кал Нативный 

препарат

Яйца, членики

Тениаринхоз Taeniarhyn-

chus saginatus

Кал, соскоб 

с периа наль ной 

складки

Нативный 

препарат

Яйца, членики

Тениоз Taenia solium Кал Нативный 

препарат

Яйца, членики

Цистицеркоз Cysticersus 

cellulosae

Биопсийный 

материал

Нативный 

препарат

Личинки 

(цистицерки)
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Гельмин тоз Возбуди тель Исследуемый 
материал

Препараты 
для 

микроскопии

Объекты микро-
скопического 
обнаружения

Эхинококкоз Echinococcus 

granulosus

Содержимое 

пара зи тарной 

кисты, мок-

рота, лаважная 

жидкость, 

желчь, био-

псийный 

материал

Нативный 

препарат

Протоско лексы,  

ацефало кисты

Трематодозы

Описторхоз Opisthorchis 

felineus

Кал, желчь Нативный 

препарат

Яйца

Фасциолез Fasciola hepa-

tica, Fasciola 

gigantica

Кал, желчь Нативный 

препарат

Яйца

Шистосомоз 

мочеполовой 

и кишечный

Schistosoma 

haematobium, 

Schistosoma 

mansoni

Моча, кал Нативный 

препарат

Яйца

Таблица 2.2. Микроскопический метод в диагностике заболеваний, вызывае-

мых простейшими

Протозооз Возбудитель Исследуемый 
материал

Способ 
микроско-
пического 

обнаружения

Объекты 
микроскопи-

ческого 
обнаружения

Амебиаз Entamoeba 

histolytica

Свежий кал Нативные 

пре  параты 

(с добавле нием 

раст вора Люголя 

и ме тиле нового 

си него) и ок-

рашенные мазки

Трофозоиты, 

у реконвалес-

центов и 

носителей — 

просветная 

форма, цисты

Лямблиоз Giardia intes-

tinalis

Желчь, кал Нативный 

препарат

Трофозоиты, 

цисты

Малярия Plasmodium 

vivax, Plasmo -

 dium malariae, 

Plasmodium 

falciparum, 

Plas modium 

ovale

Кровь Мазок «толстая 

капля» без 

фиксации, 

окраска по 

Романов скому–

Гимзе

Трофозоиты, 

шизонты, 

эритроцитар-

ные меро зоиты, 

микрога ме-

то циты, мак-

рогаме то циты

Окончание табл. 2.1
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Протозооз Возбудитель Исследуемый 
материал

Способ 
микро-

скопического 
обнаружения

Объекты 
микроскопиче-

ского 
обнаружения

Токсо плаз-

моз

Toxoplasma 

gondii

Спинномозго-

вая, плеваль-

ная, около -

плодная 

жид кость, 

кровь, биоптаты 

лимфати ческих 

узлов 

Фиксирован-

ные мазки 

с окраской 

по Романов-

скому–Гимзе

Трофозоиты, 

псевдоцисты, 

в тканях — 

цисты

Лейшма ниоз Leishmania 

tropica, Leish-

mania donovani 

и др. (около 

20 видов)

Отделяемое 

с кра ев язвы, 

кровь, пунктаты 

внутренних 

орга нов, 

лимфати ческих 

узлов

Фиксирован-

ные мазки, 

окрашенные 

по Романов-

скому–Гимзе

Безжгутико-

вые формы 

возбудителя

Трихомо-

ниаз 

мочеполо-

вой, 

кишечный

Trichomonas 

vaginalis, 

Trichomonas 

hominis

Свежее 

отделяемое 

влагалища 

и уретры, кал

Нативный 

препарат

Возбудитель

Бабезиоз Babesia diver-

gens, Babesia 

rodhaini, Babe-

sia micron

Кровь Мазок «тол-

стая капля» 

без фиксации, 

ок раска по 

Романов скому–

Гимзе

Возбудитель

Трипано со-

моз

Trypanosoma 

brucei, 

Trypanosoma 

cruzi

Пунктат 

первичных 

аффектов, 

кровь

Фиксирован ный 

мазок-отпечаток 

и мазок 

«толстая 

капля» крови 

без фиксации 

с окраской по 

Романовскому–

Гимзе

Возбудитель

Баланти диаз Balantidium coli Кал Нативный 

препарат

Трофозоиты, 

цисты

Окончание табл. 2.2
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Таблица 2.3. Микроскопический метод в диагностике заболеваний, вызывае-

мых грибами

Микоз Возбуди тель Исследуемый 
материал

Способ микро-
скопического 
обнаружения

Объекты 
микроскопи-

ческого 
обнаружения

Кератомикозы

Отрубевид-

ный лишай

Pityrosporum 

obiculare

Чешуйки кожи Обработанный 

щелочью натив-

ный препарат

Мицелий и 

характерное 

скопление 

гифов гриба

Дерматофитии

Трихофи тия, 

фавус

Trichophyton Чешуйки кожи, 

волосы, соскобы 

с ногтей

Обработанный 

щелочью натив-

ный препарат

Характерные 

споры грибов 

(в волосах), 

мицелий и 

споры гриба

Микроспо рия Microsporum Чешуйки кожи, 

волосы, соскобы 

с ногтей

Обработанный 

щелочью 

нативный 

препарат

Характерные 

споры грибов 

(в волосах), 

мицелий и 

споры гриба

Эпидермо-

фития

Epidermo phy-

ton floccosum

Чешуйки кожи, 

соскобы с 

ногтей

Обработанный 

щелочью 

нативный 

препарат

Характерные 

мицелий и 

споры гриба

Кандидозы

Кандидоз 

кожи, 

сли зистых 

оболочек, 

инвазив ный 

кандидоз

Candida albi-

 cans, Сandi da 

tropicalis, 

Сandida 

cate-nulara, 

Сandida cij-

ferrii, Сandida 

guilliermondii 

и др.

Соскобы кожи, 

налет слизистых 

оболочек, моча, 

мокрота, кал, 

кровь, пунктаты 

внутренних 

органов

Нативные 

препараты, 

фиксирован-

ные препараты 

с окраской по 

Граму и др. 

окраски

Дрожжевые 

почкующиеся 

клетки, псев-

домице лий

Оппортунистические микозы

Криптокок коз Cryptococcus 

neoformans

Мокрота, гной, 

соскобы язв, 

СМЖ, моча, 

биоптаты тканей

Нативные 

препараты, 

фиксирован ные 

мазки, окрашен-

ные тушью

Округлые или 

яйцевидные 

клетки, окру -

женные слизис -

той желтоватой 

капсулой
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Микоз Возбуди тель Исследуемый 
материал

Способ микро-
скопического 
обнаружения

Объекты 
микроскопи-

ческого 
обнаружения

Плесниев ые 

микозы

Asper-

gillu spp., 

Mucor spp., 

Penicilli-

um spp., 

Fusarium spp.

Соскобы с 

кожи, ногтей, 

отделяемое 

пазух носа, 

наружного 

слухового 

прохода, 

мокрота, гной, 

кал, биоптаты 

тканей

Фиксирован-

ные препараты 

с окраской по 

Граму

Характерное 

расположе ние 

мицеллия и 

конидио спор

Пневмоцис-

тоз

Pneumocystis 

jiroveci

Мокрота, 

лаважная 

жидкость, 

биоптаты 

легочной ткани

Фиксирован-

ные мазки 

с окраской по 

Романов скому–

Гимзе

Возбудитель

Глубокие микозы

Кокцидио-

идоз
Coccidioides 

immitis

Гной, мокрота, 

кровь, ликвор, 

биопсийный 

материал

Нативные пре-

параты, фикси-

рован ные пре -

параты с 

окраской по 

Граму

Сферула как 

тканевая форма

Гистоплаз моз Histoplasma 

capsulatum, 

Histoplasma 

duboisii

Гной, мокрота, 

кровь, моча, 

ликвор, 

пунктаты 

внутренних 

органов

Фиксирован-

ные мазки с 

окраской по 

Романов скому–

Гимзе

Овальные 

дрожжепо-

доб ные клетки 

внеклеточно или 

внутри 

моноцитов/

макрофагов

Бластоми коз Blastomyces 

dermatitidis

Гной из свищей 

и абсцессов, 

ликвор, 

мокрота, 

моча, пунктат 

лимфатичес ких 

узлов

Обработанный 

щелочью 

нативный 

препарат

Круглые или 

овальные 

крупные 

дрожжевые 

клетки с 

двухконтур-

ной клеточной 

стенкой

Окончание табл. 2.3
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Микробиологический метод
 Микробиологический метод заключается в выделении чистой куль-

туры возбудителя из материала от больного с его последующей иден-
тификацией.

Наиболее часто микробиологический метод используется в диагно-
стике бактериальных инфекций (бактериологический метод), мико-
зов (микологический метод), в этом случае чистую культуру получают 
путем посева на искусственные питательные среды.

Выделить чистую культуру вирусов путем посева на искусственные 
питательные среды не удается, так как вирусы размножаются только в 
живых клетках. Для выделения культуры вируса используют культуры 
тканей, куриные эмбрионы, что входит в понятие вирусологического 
метода диагностики.

Бактериологический метод
 Бактериологический метод служит одним из самых широко исполь-

зуемых методов в диагностике бактериальных инфекций.
Эффективность бактериологического метода диагностики зависит 

от ряда обстоятельств.
Во-первых, необходимо учитывать сроки отдельных стадий пато-

генеза инфекционного процесса, которые влияют на присутствие 
возбудителя в исследуемом биологическом материале. Например, 
при брюшном тифе чаще всего удается выделить гемокультуру воз-
будителя в первые дни лихорадки, поскольку в последующие дни 
интенсивность бактериемии значительно снижается, в то же время 
на 2–3-й неделе болезни резко повышается возможность получения 
копрокультуры возбудителя. При менингококковой инфекции бак-
териемия наиболее интенсивна в первые часы болезни, а в течение 
вторых и третьих суток падает даже в отсутствие антибактериальной 
терапии.

Во-вторых, существенное значение для эффективности бактери-
ологической диагностики имеет соблюдение правил забора мате-
риала для исследования. Забор крови, мочи, слизи, кала должен 
осуществляться в посуду, стерилизованную путем термической обра-
ботки. При этом очень важно производить забор биологического 
материала из места наиболее вероятного нахождения возбудителя — 
краев налетов на миндалинах, кожных поражений, язв кишечника, 
спинномозговой жидкости, пунктата гнойных очагов. Наружные 
покровы в месте забора материала (из вены, артерии, местного 
очага) должны быть тщательно обработаны (настойкой йода, 96% 
этиловым спиртом) во избежание попадания в просвет иглы аутоф-
лоры.

Очень важное значение имеет отсутствие в исследуемом материале 
ингибиторов роста бактерий, прежде всего антибиотиков, которые 
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резко снижают (не менее чем в 2–3 раза) вероятность высева воз-
будителя. По этой причине бактериологическое исследование нужно 
стремиться производить до назначения антибиотиков.

Наилучшими способами предупредить гибель предполагаемого 
возбудителя является посев на основную или транспортную среду у 
постели больного. В остальных случаях следует максимально сокра-
тить сроки доставки материала в лабораторию, предохранить его от 
загрязнения, охлаждения и высыхания. Для этого взятый для исследо-
вания материал хранится в стерильной посуде с герметичной крышкой 
в термостате при 37 °С, перевозится при той же температуре в термосе 
или другом транспортном обогревателе.

Очень важной составляющей частью бактериологической диагно-
стики является определение чувствительности возбудителя к 
антибиотикам, способы которого довольно разнообразны.

Особый интерес вызывают автоматизированные способы опреде-
ления чувствительности возбудителя к антибиотикам, которые позво-
ляют работать не только с чистой культурой, но и с исходным био-
логическим материалом. В этом случае определение лекарственной 
устойчивости возбудителя происходит автоматически без выяснения 
видовой принадлежности возбудителя и исследование занимает от 2 
до 6 ч.

Микологический метод
 Микологический метод, применяемый в диагностике грибковых 

инфекций и также основанный на использовании искусственных пита-
тельных сред (Сабуро, Чапека и др.).

Вирусологический метод
 Вирусологический метод отличается тем, что биологический мате-

риал, предположительно содержащий вирусы, используется для зара-
жения куриного эмбриона, культуры клеток или культуры органов 
лабораторных животных.

Если исследуемый материал содержит постороннюю микрофлору, 
его предварительно обрабатывают антибиотиками. Культивирование 
куриных эмбрионов после их заражения осуществляется в течение 
5–8 дней, культур тканей — в течение 5–6 дней, а общая продолжи-
тельность вирусологического исследования составляет до 3 нед, что 
в большинстве случаев позволяет поставить лишь ретроспективный 
диагноз. В связи с этим вирусологический метод чаще используют для 
мониторинга циркулирующих штаммов различных вирусов, в частно-
сти вирусов гриппа, гепатитов.

Завершается вирусологический метод идентификацией вируса с 
помощью таких серологических реакций, как реакция нейтрали-
зации (РН) действия вируса на живую ткань, реакция торможения 
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гемагглютинации (РТГА) куриных эритроцитов, реакция связыва-
ния комплемента (РСК), реакция иммунофлюоресценции (РИФ), 
ИФА.

Биологический метод
 Биологический метод (биопроба) заключается в выделении возбу-

дителя из биологического материала или идентификации его токсинов 
путем заражения лабораторных животных, высоковосприимчивых к 
данному возбудителю или чувствительных к действию его токсинов. 
В современных условиях метод биопроб применяется преимуществен-
но как первый этап обнаружения и идентификации возбудителей 
особо опасных инфекций.

Биологический метод имеет ведущее значение при идентифика-
ции бактериальных экзотоксинов (ботулинического, столбняч-
ного).

На основе биопробы можно воспроизводить такие серологические 
реакции, как РН токсина или РН вируса, которые позволяют не толь-
ко идентифицировать возбудителя, но и способствуют обнаружению 
антител к экзотоксинам или вирусам.

Иммунологические методы

Методы иммунодиагностики
Сероиндикация — обнаружение возбудителя в биологическом 

материале от больного на основе применения специфических антител 
к его видовым антигенам. Как диагностическое направление сероин-
дикация широко используется при экспресс-диагностике различных 
инфекционных заболеваний, а ее значение в верификации диагноза 
определяется качеством препарата из специфических антител и спосо-
бом регистрации результата исследования.

Сероидентификация не является самостоятельным методом диа-
гностики инфекционных заболеваний, а этапом бактериологического 
или вирусологического методов, связанным с определением вида 
организма по его видовым антигенам. Этому исследованию пред-
шествует выделение чистой культуры возбудителя, а сам процесс 
идентификации включает использование препаратов специфических 
видов антител.

Серодиагностика — постановка диагноза путем обнаружения 
антител к возбудителю в сыворотке крови и других биологических 
жидкостях как специфических биомаркеров инфекционного про-
цесса. Методическая основа такого диагностического исследования 
не очень однозначна в интерпретации. Она требует учета возмож-
ности попадания возбудителя и, соответственно, выработки антител 
к нему в анамнезе, а также факта высокой вероятности присутствия 
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в организме больного «нормальных» антител, способных давать 
перекрестные реакции с антигенами искомого патогенного микро-
организма. Несмотря на это, современная серодиагностика составляет 
значительную часть исследований по верификации диагноза в клини-
ке инфекционных болезней.

Среди серологических методов наиболее доступны методы, осно-
ванные на феномене агглютинации.

Сущность реакции агглютинации заключается в том, что в присут-
ствии электролита иммунные комплексы, содержащие корпускуляр-
ные частицы антигена и антитела, сшиваются между собой и выпадают 
в виде зернистого или хлопьевидного осадка, что регистрируется 
визуально.

Наиболее часто РА используется в диагностике бактериальных 
инфекций. Если в состав иммунных комплексов при данной реакции 
входят бактериальные клетки, то это собственно агглютинация. В РА 
могут участвовать различные поверхностные антигены бактерий: 
компоненты их клеточной стенки (О-антигены), жгутики бактерий 
(Н-антигены), элементы капсулы (К-антигены).

Если микробные антигены искусственно адсорбированы на поверх-
ности эритроцитов, то такая реакция носит название пассивной (или 
непрямой) гемагглютинации (РПГА или РНГА). Если микробные 
антигены адсорбированы на поверхности латекса — это латекс-
агглютинация.

РА широко используется не только для сероидентификации бакте-
рий, но и для серодиагностики бактериальных инфекций. При этом 
РПГА и латекс-агглютинации применяются исключительно для серо-
диагностики. Для предотвращения ложноположительных результатов 
реакции из-за наличия в сыворотке больного «нормальных» антител 
введено понятие диагностического титра.

Величина диагностического титра зависит от возбудителя, а также 
вида серологической реакции. Так, например, для брюшного тифа диа-
гностический титр РА составляет 1:200, для сыпного тифа 1:100, а для 
РПГА при брюшном тифе 1:40 и т.д. (табл. 2.4). Основанием для того, 
чтобы считать ту или иную реакцию положительной, является превы-
шение диагностического титра при постановке реакции не менее чем 
в 2–4 раза.

В то же время, если человек уже болел тем инфекционным забо-
леванием, диаг ностика которого проводится в настоящий момент, 
для исключения ложноположительного результата исследование 
проводят с парными сыворотками, полученными с интервалом 
от 7 до 14 дней. Диагностически значимым считается нарастание 
титра антител при исследовании парных сывороток не менее чем в 
4 раза или снижение титра при постановке реакции в поздние сроки 
болезни.
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В некоторых случаях, например при бруцеллезе, антитела сыво-
ротки больного не дают феномена агглютинации — так называемые 
неполные антитела. Для их выявления реакцию ставят в два этапа. 
На первом этапе к сыворотке больного добавляют, как обычно, 
бактериальный диагностикум (взвесь бруцелл), а на втором этапе в 
тест-систему вносят сыворотку, полученную иммунизацией живот-
ных иммуноглобулинами человека. После соответствующей очистки 
эта сыворотка содержит в своем составе антитела к иммуноглобули-
нам человека, способные давать в случае формирования иммунного 
комплекса феномен агглютинации. В результате, если в сыворотке 
больного содержатся неполные антитела, то они присоединяются к 
бруцеллам в составе диагностикума, а к ним, в свою очередь, анти-
тела к иммуноглобулинам человека. В конечном итоге эти «тройные» 
комплексы в физрастворе объединяются между собой и выпадают 
в осадок. Такая реакция по выявлению неполных антител получила 
название реакции Кумбса.

РА в различных вариантах ее постановки может использоваться не 
только при бактериальных инфекциях, но также при некоторых мико-
зах и заболеваниях, вызванных простейшими (табл. 2.4–2.6).

При заболеваниях вирусной природы постановка РА невозможна 
из-за мелких размеров вируса. В то же время при вирусных инфек-
циях используют один из вариантов реакции, связанных с явле-
нием гемагглютинации куриных эритроцитов вирусами. В основе 
такой серологической реакции лежит способность противовирус-
ных антител блокировать у вируса гемагглютинирующие свойства, 
а сам диагностический прием носит название РТГА. Эту реакцию 
вос производят как для идентификации вируса, полученного при 
вирусологическом исследовании, так и для серодиагностики вирус-
ных инфекций путем обнаружения антител в сыворотке больного 
(табл. 2.6).

В число методов с использованием феномена перекрестного взаи-
модействия иммунных комплексов входит и реакция преципитации 
с тем отличием от описанных выше методов, что антиген в ней имеет 
молекулярную форму и образует прозрачный раствор. В присутствии 
антител и электролита иммунные комплексы сшиваются в конгло-
мераты и вызывают помутнение среды. Чтобы зарегистрировать 
это помутнение, существует несколько способов — реакция кольце-
преципитации, реакция преципитации в геле, с помощью прибора 
нефелометра, позволяющего зарегистрировать даже слабую степень 
помутнения среды.

Среди методов с использованием феномена комплементар-
ного лизиса наибольшей известностью пользуется РСК, учет которой 
производится по феномену гемолиза и которая широко используется 
для диагностики инфекций как бактериальной, так и небактериальной 
этиологии.
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Реакция основана на том, что антитела в составе иммунных ком-
плексов приобретают новое свойство — активировать систему компле-
мента, которая в процессе активации формирует мембрано-атакую-
щий комплекс и вызывает лизис антигена, находящегося в комплексе 
с антителами.

Система комплемента используется при диагностике лептоспироза 
на основе РА и лизиса лептоспир. При постановке этой реакции учет 
результатов проводят под микроскопом, наблюдая при положитель-
ном тесте не только процесс агглютинации живой культуры лепто-
спир, но и их комплементарный лизис.

В арсенале иммунодиагностики есть также методы, основан-
ные на нейтрализующем действии антител, например, реакция 
нейтрализации (РН) воспроизводится на живых объектах, восприим-
чивых к действию бактериальных экзотоксинов или вирусов. В соот-
ветствии с этим различают РН токсина и РН вирусов. Суть реакции 
заключается в том, что антитела, взаимодействуя с токсином или 
вирусом, препятствуют проявлению их патогенного воздействия на 
живой объект. РН можно использовать для индикации бактериальных 
токсинов в биологическом материале, идентификации вирусов, для 
серодиагностики вирусных инфекций.

Очень близкими к реакциям нейтрализации по механизму воспро-
изведения служат реакции иммобилизации, которые используют 
для идентификации возбудителей, обладающих подвижностью. Этот 
лабораторный прием применяют в диагностике сифилиса (реакция 
иммобилизации трепонем), а также холеры (иммобилизация холер-
ного вибриона).

Еще один вариант — нейтрализация антителами сыворотки крови 
больного гемолитической активности стрептококкового стрепто-
лизина-О (АСЛО). Этот тест используется для диагностики инфекций, 
ассоциированных с гемолитическим стрептококком группы А.

Аллергодиагностика основана на ориентировочном диагностиро-
вании инфекционного процесса путем регистрации местной аллерги-
ческой реакции, развивающейся на коже в месте введения микробного 
аллергена. Тем не менее при некоторых видах инфекционной патоло-
гии этот метод до настоящего времени не потерял своего диагностиче-
ского значения как скринингового теста.

Аллергическая проба. Для ее постановки человеку чаще всего 
внутрикожно вводится раствор микробных антигенов. Антигены взаи-
модействуют с эпителиальными клетками в месте введения, что способ-
ствует выделению хемокинов и привлечению к месту введения аллерге-
на различных клеток иммунного ответа и прежде всего Т-лимфоцитов, 
которые под воздействием микробных антигенов выделяют провос-
палительные цитокины. Все это в совокупности в течение 48 ч дает 
основные проявления положительной аллергической реакции — лим-
фоидно-макрофагального инфильтрата в месте введения аллергена.

Аллергические пробы, хотя и носят лишь ориентировочный харак-
тер, очень удобны при массовых обследованиях на наличие таких 



66 Глава 2    Лабораторные методы

инфекционных заболеваний, как туберкулез, бруцеллез, токсопламоз. 
В этих случаях положительная аллергическая проба указывает на 
инфицированность организма и необходимость более точной диагно-
стики инфекционного процесса.

К числу современных методов диагностики инфекционных заболе-
ваний относятся методы иммуноанализа. Это особая группа мето-
дов, основанная на использовании меченых моноклональных антител. 
Моноклональные антитела получают с использованием так назы-
ваемых гибридомных технологий, они высокоспецифичны, поскольку 
способны к взаимодействию только с одной наиболее характерной 
антигенной детерминантой среди всего набора видовых микробных 
антигенов. Моноклональные антитела обычно метятся с помощью 
красителей-флюорохромов. Такие антитела, присоединяясь к специ-
фичному для них объекту — искомому микроорганизму в составе 
биологического материала, вызывают его свечение в ультрафиолето-
вом свете, что может быть зарегистрировано, например, с помощью 
люминесцентного микроскопа. Этот способ обнаружения микробных 
возбудителей получил названия прямого иммунофлюоресцентного 
анализа (РИФ).

Этот способ используется не только для обнаружения возбуди-
телей в составе материала от больного, но и для выявления антител 
к возбудителю в сыворотке крови (серодиагностика). В последнем 
случае убитую культуру возбудителя обрабатывают сывороткой боль-
ного с последующим добавлением в систему меченных флюорохро-
мом антител к IgG человека. Наблюдаемое в последующем свечение 
микроорганизма говорит о возникновении сложного иммунного ком-
плекса — микроб + антитела из сыворотки больного класса IgG + 
люминесцирующие анти-IgG МКАТ. Такую реакцию называют реак-
цией непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ).

Другой способ иммуноанализа — радиоиммунный анализ. Он 
основан на использовании моноклональных антител, меченных 
радио изотопом. Присоединение таких антител к специфичному им 
объекту придает последнему радиоактивность, что может быть опре-
делено с помощью специальных приборов.

Высокоперспективный способ мечения моноклональных антител — 
с помощью фермента. В качестве последнего чаще всего используют 
растительный фермент — пероксидазу хрена. Обработка изучаемого 
объекта такими антителами требует последующего нанесения «хро-
могена» — субстрата для фермента, меняющего цвет при образовании 
перекиси. В результате объект для специфического присоединения 
меченых антител приобретает окрашивание, которое может быть заре-
гистрировано спектрофотометром, а метод получил название ИФА.

ИФА, как и описанный выше иммунофлюоресцентный анализ, 
можно воспроизводить в виде прямого (выявление антигенов возбу-
дителя в биологическом материале) и непрямого (выявление антител 
в сыворотке больного) методов. В конечном итоге с помощью ИФА 
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можно обнаруживать микроорганизмы в материале от больного, 
противомикробные антитела и антитела к другим веществам анти-
генной природы.

С введением в клиническую практику аппаратного ИФА диагно-
стические возможности врача-инфекциониста значительно возросли. 
Особенно это касается серодиагностики, поскольку появилась воз-
можность устанавливать не только наличие антител к тому или иному 
возбудителю в сыворотке крови больного, но и определять принад-
лежность антител к тому или иному классу иммуноглобулинов, что 
повышает качество диагностики инфекционного заболевания. Дело в 
том, что антитела, принадлежащие разным классам иммуноглобули-
нов, выполняют различные функции (рис. 2.1).

Определение уровня IgA-антител имеет значение при исследова-
нии секретов слизистых оболочек в тех случаях, когда последние слу-
жат входными воротами инфекции. IgA-антитела начинают вырабаты-
ваться одновременно с IgG, и около 80% из них поступают в секреты 
слизистых оболочек. После исчезновения инфекционного агента из 
организма IgA-антитела еще в течение 2–4 мес продолжают секретиро-
ваться, а затем исчезают. Если же микроб продолжает персистировать 
в организме, IgA-антитела продолжают регистрироваться в секретах. 
В связи с этой особенностью обнаружение IgA-антител в отсутствие 
клинических проявлений заболевания или через полгода после их 
исчезновения считают признаком хронического инфицирования.

Рост в сыворотке крови IgE-антител к тому или иному антигену, 
как правило, является свидетельством развития IgЕ-опосредованной 
аллергии к нему. В инфекционной практике подобное состояние осо-
бенно часто сопутствует инфекционно-аллергическим осложнениям 
(кардит, полиартрит), а также грибковым инфекциям и гельминтозам 
и сопровождается развитием клинических признаков аллергического 
процесса.

Сыворотка крови,
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жидкость
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Рис. 2.1. Диагностически значимые классы антител и их функции
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Молекулярно-биологические методы
 К молекулярно-биологическим методам диагностики инфекцион-

ных заболеваний относятся генетический анализ, протеомный анализ, 
липидный анализ, комбинированные методы.

К методам генетического анализа относятся полимеразно-цепная 
ПЦР, которая наиболее широко применяется в инфекционной практике.

Суть ПЦР заключается в обнаружении в биологическом материале 
участков дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), специфичных для 
представителей того или иного вида микроорганизмов. ПЦР облада-
ет очень высокой специфичностью и чувствительностью и позволяет 
обнаружить даже минимальные количества генетического материала, 
поскольку в содержание метода входит его селективная репликация 
до такого объема, когда он может быть зарегистрирован специальны-
ми приемами. Первоначально использовался качественный вариант. 
В последующем был разработан количественный метод ПЦР (ПЦР в 
режиме реального времени), который позволяет в условных единицах 
(число копий искомого гена в 1 мл исследуемого материала или МЕ) 
определять количество микроорганизма (микробную нагрузку). Этот 
количественный тест оказался очень полезным во врачебной практике 
при мониторинге больных хроническими вирусными инфекциями — 
хроническими вирусными гепатитами, ВИЧ-инфекцией и др. ПЦР в 
настоящее время является основным методом индикации возбудителей 
в организме инфекционного больного независимо от природы этих воз-
будителей — простейших, грибов, бактерий и бактериеподобных микро-
организмов, вирусов. Для исследования используются в зависимости от 
преимущественной локализации возбудителя кровь, СМЖ, моча, кал, 
экссудаты и т.д.

Как правило, используются наборы праймеров, соответствующие 
характеру инфекционного процесса. Например, для диагностики бак-
терий используют праймеры грамм+кокков и грамм-палочек.

Определять наличие какого-либо микроорганизма в биологическом 
материале можно методами рестрикционного анализа,  молекуляр-
ной гибридизации, риботипирования, опосредованной транскрипцией 
амплификации рРНК, секвенированием ампликонов, рестрикционно-
го анализа, молекулярной гибридизации, опосредованной транскрип-
цией амплификации рРНК, высокопроизводительного секвенирова-
ния ампликонов.

Все описанные способы генетического анализа обладают очень важ-
ным преимуществом перед остальными методами — они позволяют выяв-
лять даже те виды микроорганизмов, которые невозможно культивиро-
вать ни одним из описанных выше способов. Разработка этих методов 
находится на этапе изучения и внедрения в практику. Перспективными 
методами диагностики являются протеомный и липидный анализ.

Комбинированные методы
К комбинированным методам молекулярной диагностики относит-

ся, в частности,  иммуноблоттинг. Этот метод сочетает в себе прин-
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ципы молекулярной биологии и способа иммунодиагностики, как это 
показано на рис. 2.2.

Метод иммуноблоттинга востребован в тех случаях, когда врачу 
требуется информация не просто о наличии того или иного микро-
организма в материале от больного, а о наличии и количестве каждого 
антигена организма или антител к нему в биологическом материале. 
Такие сведения бывают необходимы при мониторинге больных неко-
торыми хроническими инфекционными заболеваниями, например 
ВИЧ-инфекцией. В этом случае врач, получая информацию о динами-
ке того или иного антигена ВИЧ, может прогнозировать наступление 
следующей стадии инфекционного процесса.

Что касается самой методики осуществления иммуноблоттинга, 
то она основана на том принципе, что каждый белковый субстрат 
обладает уникальной для него электрофоретической подвижностью. 
В связи с этим на первом этапе исследования биологический материал 
от больного подвергают электрофорезу в геле, в результате каждый 
вирусный белок «продвигается» в геле на разное расстояние. Затем с 
геля делается «нитроцеллюлозный слепок», который обрабатывается 
иммуноферметным методом с помощью меченных ферментом моно-
клональных антител к каждому вирусному белку. В результате получа-
ют нитроцеллюлозную полоску, на которой, как показано на рисунке, 
образуются цветовые фрагменты, при этом каждому вирусному белку 
соответствует свое расстояние от начала полоски.

Ориентируясь на наличие и ширину каждого цветного фрагмента, 
получают представление не только о наличии в организме, например, 
ВИЧ, но и том, сколько каждого вирусного белка или антител к нему 
циркулирует в организме. Так, например, высокое содержание белка 
каписида ВИЧ (р24) свидетельствует об активном прогрессировании 
вирусного процесса в стадию первичных проявлений, а динамика 
антител к р24 и другому поверхностному белку ВИЧ gp120 позволяет 
прогнозировать развитие СПИДа или переход в терминальную стадию 
инфекционного процесса.

10 11 12 13 14 15 16 17 18

gp160
gp120

gp41

p31

p24

p17

p66
p55
p51

III этап

Перенос белков
с полиакриламидного геля

на нитроцеллюлозные
полоски и обработка

их меченными ферментом
антителами,

специфичными к искомому
антигену,  или меченными

антителами
к иммуноглобулинам

человека с последующей
обработкой

хромогеном (ИФА)

II этапI этап

Электрофорез
биологического

материала,
способствующий
распределению

белков
в полиакриламидном
геле в соответствии

с их электро-
форетической
подвижностью

Рис. 2.2. Этапы выполнения и результат иммуноблоттинга




