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ПОСВЯЩЕНИЕ ЭДВИНУ А. ЛЕННЕТУ
Эдвин Леннет родился 11 сентября 1908 г. в Питтсбурге (шт. Пенсиль-
вания, США) и умер от дыхательной недостаточности после операции 
1 октября 2000 г. Эти сухие и холодные факты ничего не способны 
сказать об этом замечательном человеке и его непростой жизни.

Он получил степень бакалавра 
в университете Чикаго в 1931 г., 
а докторскую степень — в 1935 г. Его 
докторская диссертация была едва ли 
не первой среди защищенных по дис-
циплине «Вирусология». Впослед-
ствии Эдвин получил степень доктора 
медицины в Медицинском коллед-
же Раша (подразделение Чикагско-
го университета) в 1936 г. и после 
прохождения интернатуры некоторое 
время работал на кафедре патологии 
медицинского факультета Вашинг-
тонского университета в Сент-Луисе, 
а также в лабораториях Рокфеллеров-
ского университета в Нью-Йорке.

В это время в Фонде Рокфеллера 
работали над проблемами, связанны-
ми с желтой лихорадкой, и Между-
народный отдел здравоохранения 
Фонда отправил Эдвина в Бразилию, 
где он провел весь период Второй ми-
ровой войны, изучая вирусы—возбудители желтой лихорадки и эн-
цефалита.

В 1944 г. его перевели в лабораторию в Беркли (шт. Калифор-
ния, США) для работы по изучению возбудителей вирусного гепатита 
и энцефалита. В 1947 г. Эдвин стал ее директором, чему предшество-
вал год работы в качестве начальника медико-ветеринарного отдела 
на военной базе в Форте Детрик (г. Фредерик, шт. Мэриленд, США).

За 31 год, прошедший с этого момента, Эдвин превратил свою ла-
бораторию во всемирно известный центр подготовки и одну из веду-
щих лабораторий по диагностике вирусных и в риккетсиозных забо-
леваний. Эта лаборатория занималась исследованиями лихорадки Q 
и клещевого энцефалита, полиовирусов и прочих возбудителей ин-
фекций, а также роли вирусных инфекций в развитии онкологиче-
ских заболеваний человека. Многие вирусологи, прошедшие подго-
товку в этой лаборатории, стали впоследствии всемирно известными 
специалистами в диагностических лабораториях по всему миру. По-
мимо этой деятельности Эдвин также был консультантом множества 

Эдвин Леннет (1908–2000)
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правительственных агентств и принимал участие в работе целого ряда 
комиссий.

За время своей научной работы Эдвин опубликовал множество ста-
тей и был редактором нескольких книг, ставших классическими. Сре-
ди них «Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial, and Chlamydial 
Infections», над которой он работал совместно с докторами Натали 
Шмидт и Ричардом Эммонсом.

После ухода в отставку в 1978 г. Эдвин стал председателем Кали-
форнийского фонда здравоохранения, а в 1981–1982 гг. был директо-
ром Центра клеточной биологии им. Алтона Джонса в Лейк-Плэсиде 
(шт. Нью-Йорк, США).

Я, безусловно, много слышал о легендарном Эдвине Леннете и его 
многочисленных достижениях, однако лично мне удалось познако-
миться с ним только в конце 1980-х гг., хотя ранее доводилось при-
нимать участие в написании глав его книги по вирусологической 
диагностике. Несмотря на мой трепет перед встречей со столь уважа-
емым ученым и почтенным человеком, Эдвин смог быстро избавить 
меня от скованности. Я не перестаю им восхищаться и по сей день.

Его энциклопедические познания и необычайно остроумные прак-
тические находки были великолепны. До самого конца он отстаивал 
идею того, что из любого опыта следует извлекать знания, отвергая 
чисто технический подход, столь распространенный ныне в неко-
торых областях диагностики. Когда я, будучи редактором журнала 
«Virus Diseases», издаваемого ProMED-mail, советовал автору статьи 
пересмотреть его трактовку результатов и перепроверить их с ис-
пользованием более старого, но надежного метода, или просто когда 
я высказывался, как мне потом казалось, неверно, я всегда мог рас-
считывать на телефонный звонок или электронное письмо от Эдвина, 
в котором он говорил бы нечто вроде «так держать, молодой чело-
век!».

Так же как я наслаждался рассказами об опытах Эдвина и чте-
нием его ранних статей в соавторстве с Хилари Копровски, Биллом 
Хэммоном и другими основателями вирусологии, я наслаждался 
и его обществом. Эдвин был весьма суров и не терпел фамильярности 
ни от кого, а сам был очень дипломатичным и вежливым. Он отли-
чался прекрасным чувством юмора, вел насыщенную общественную 
жизнь, щедро распоряжался своим временем и был терпелив по отно-
шению к молодежи. Несмотря на все печали и разочарования в своей 
жизни, Эдвин сумел сохранить жизнелюбие. Он был одним из глав-
ных людей в моей жизни и в жизни многих других, а его дело про-
должает жить, о чем свидетельствует настоящая книга.

Чарльз Кэлишер



ВВЕДЕНИЕ
При редактировании последнего издания «Лабораторной диагностики 
вирусных инфекций» большим удовольствием было узнавать новое 
о предыдущем редакторе этой книги — Эдвине Леннете. Несмотря 
на то что я никогда не был знаком с ним лично, истории и анекдо-
ты о нем, рассказанные теми людьми, которые его знали, дали мне 
ощущение почти личного знакомства. В то же время я должен был 
справиться с задачей практически недостижимой — удержать неверо-
ятно высокую планку, заданную Эдвином, великолепным диагностом 
и ученым. Заменить собой Эдвина в этом качестве я не надеялся, 
но сделал все возможное для того, чтобы текст этой книги содержал 
как можно более полную и подробную информацию о столь любимой 
им дисциплине. Для того чтобы почтить заслуги Эдвина, название на-
стоящего издания было изменено на «Лабораторную диагностику ви-
русных инфекций по Леннету».

Одной из самых сложных задач при подборе материала книги 
было найти нишу, не занятую ни одним из уже изданных руководств 
по вирусологии. Для этого текст пришлось подвергнуть значительной 
переработке. Первая часть книги практически не отличается от пре-
дыдущих изданий, в ней детально описаны различные технологии, 
лежащие в основе современной диагностической вирусологии. Пре-
поднести материал второй части было гораздо труднее. Наиболее про-
стым решением для ее построения было бы перечисление семейств 
вирусов и их клинических проявлений, однако такой подход уже 
устарел. Мы решили использовать синдромный подход, как предло-
жил мой коллега, доктор Йи-Вей Тан. К примеру, если у пациента 
симптомы вирусного энцефалита, читатель может найти полезные 
для диагностики сведения в главе, посвященной инфекциям ЦНС, где 
в дифференциальной форме изложены диагнозы для всех возможных 
возбудителей, а также оптимальные методики лабораторной диагно-
стики. Хотя такая реорганизация материала возлагала на нас задачу 
не допустить избыточности или пропусков, я считаю, что этот подход 
сделает книгу особенно ценной для студентов, изучающих диагности-
ку различных заболеваний, а также для лаборантов.

Клиническая вирусология сильно изменилась за прошедшие с мо-
мента последней публикации этой книги 10 лет, поэтому настоящее 
издание было практически полностью переписано. Важность молеку-
лярных подходов в диагностике продолжает возрастать, и подобным 
методикам посвящено несколько глав, касающихся различных тем, 
среди которых — разработка молекулярных тестов, генотипирование 
и секвенирование вирусных геномов, а также использование микро-
чипов в диагностике. Еще одна актуальная тема — появление гло-
бальных проблем, связанных с вирусологией, что отражено в новой 
главе о диагностике вирусных инфекций в условиях ограниченной 
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доступности оборудования и расходных материалов. Продолжается 
также выявление взаимосвязей между вирусами и клинической сим-
птоматикой, что обсуждается в главах, посвященных респираторным 
инфекциям, полиомавирусным инфекциям, геморрагическим лихо-
радкам, а также во многих других разделах книги.

При подготовке настоящего издания неоценимой оказалась по-
мощь сотрудниц издательства «Informa» Марии Лоруссо, которая 
первой привлекла мое внимание к проекту, и Эйми Лассен, взявшей 
на себя многочисленные организационные вопросы во время работы 
над книгой. Я также хотел бы поблагодарить моего коллегу, доктора 
Роду Морроу, за советы и поддержку в ходе работы над проектом.

В предисловии к предыдущему изданию Эдвин говорил о том, что 
данная книга предназначена для лаборанта в качестве справочной 
информации при диагностике вирусной инфекции. Это же осталось 
целью и нового издания, достичь которой было нелегко из-за быстро 
меняющихся методик, непрерывного обнаружения новых вирусов 
и появления доказательств вирусной природы клинических синдро-
мов. Я надеюсь, что читатели этого нового издания найдут книгу по-
лезной и хотя бы немного разделят энтузиазм Эдвина по отношению 
к непрерывно развивающейся и неизменно восхитительной науке ви-
русологии.

Кит Р. Джером
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ВВЕДЕНИЕ
Наиболее распространенные методы диагностики вирусов включают 
в себя как прямые, так и непрямые способы их обнаружения. Не-
прямое обнаружение вирусов осуществляется главным образом в ре-
зультате серологических исследований. Методы прямого выявления 
вирусов включают в себя определение вирусных антигенов, вирусных 
частиц или их компонентов при помощи выделения вирусов в культу-
рах клеток (либо в лабораторных животных), а также анализ нукле-
иновых кислот вирусов. Морфологию вирусов можно также изучать 
при помощи трансмиссионной электронной микроскопии.

На сегодняшний день выявление нуклеиновых кислот играет реша-
ющую роль в диагностике вирусов. Молекулярные методики исполь-
зуются во многих, если не в подавляющем большинстве вирусологи-
ческих лабораторий. Технологические усовершенствования, начиная 
от автоматизации подготовки образцов и заканчивая технологией 
автоматической амплификации, дают возможность разработки и вне-
дрения в клиническую практику методик выявления большинства 
вирусов. Риск загрязнения образца в последнее время существенно 
снизился, а время, необходимое для получения результата, заметно 
сократилось. Однако стандартизация и методики контроля качества 
и проверки результатов в последние годы оставались без должного 
внимания и сейчас требуют усовершенствования.

Следует помнить, что качественная диагностика в вирусологии 
требует дополнительных подготовительных мероприятий, таких как 
выбор правильного материала для проб, оптимального времени отбора 
образцов для анализа в соответствии со стадией течения заболевания, 
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а также сокращения времени транспортировки образцов в диагности-
ческую лабораторию.

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА И ПРОВЕРКА РЕЗУЛЬТАТОВ
Действующие на сегодняшний день требования к медицинским лабо-
раториям регламентированы международным стандартом ISO 15189. 
Вот уже несколько редакций подряд этот стандарт включает в себя 
методики проверки результатов и контроля их качества. Для диагно-
стических лабораторий в США FDA (Федеральное управление по кон-
тролю качества продуктов и лекарственных средств) разработало пра-
вила, основанные на существующих стандартах ISO [1].

Директива Европейского союза относительно медицинских прибо-
ров для диагностики in vitro (In vitro diagnostics, IVD) требует от про-
изводителя предоставления данных о том, что прибор соответствует 
заявленным показателям и не утратит этого соответствия после хра-
нения, транспортировки и установки на месте эксплуатации [2].

Системы контроля качества внедрены в большинстве диагностиче-
ских лабораторий. В отличие от сертификации, которая в первую оче-
редь основана на надзоре, описании и проверке различных процессов, 
при аккредитации обращают дополнительное внимание на способ-
ность лаборатории получать верные результаты и возможность пра-
вильно их интерпретировать.

Контроль качества требует ведения в лаборатории строгой отчет-
ности. Для каждого теста или тест-системы должна существовать 
стандартная методика работы (SOP, standard operation procedure) 
и должны быть представлены способы проверки получаемых резуль-
татов (рис. 1.1).

Рис. 1.1. Первичная проверка и подтверждение достоверности данных вирусо-
логических тестов и тест-систем

Проверка точности и достоверности тестов или тест-
систем, применяемых в диагностической лаборатории

Использование подходящего метода не всегда гарантирует правиль-
ность его исполнения и достоверность результатов. Стандарт ISO 
15189, директива IVD 98 / 79 / EC и правила FDA требуют проверки 
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точности и достоверности каждой процедуры исследования для обе-
спечения использования той или иной методики по назначению и для 
правильности ее проведения. Сложность и объем применяемых для 
проверки подходов различаются в зависимости от того, проверяется ли 
с их помощью тест, соответствующий требованиям IVD / CE и / или 
FDA, либо тест, разработанный в конкретной диагностической лабо-
ратории и проверки на соответствие указанным требованиям не про-
ходивший. Для проведения диагностики с использованием подобных 
тестов или тест-систем следует отдавать предпочтение приборам и реа-
гентам, рекомендованным FDA. Использование в диагностических це-
лях любых реагентов, маркированных «только для исследовательских 
целей» («Research use only», RUO), в США запрещено для любого те-
ста или тест-системы, применяемых в клинической диагностической 
лаборатории. В Европе один или более реагентов с такой маркировкой 
может быть использован в диагностических тест-системах после про-
верки достоверности получаемых результатов. Как термин «медицин-
ское устройство для диагностики in vitro», используемый в директиве 
IVD 98 / 79 / EC, так и термин «прибор», используемый в нормативных 
актах FDA, может означать не только тест, но также и тест-систему 
в том случае, если для получения результата необходимо более одного 
компонента. Так, диагностические системы, базирующиеся на методе 
ПЦР, требуют для проведения анализа множества реактивов и при-
боров для выделения ДНК, амплификации и анализа ПЦР-продуктов.

Проверка точности и достоверности результатов необходима при 
внедрении теста или тест-системы в повседневную клиническую прак-
тику диагностической лаборатории (см. рис. 1.1). Проведение одной 
или обеих указанных процедур требуется и при внесении изменений 
в существующие диагностические методики [3].

Производитель коммерческих тестов или тест-систем, регламен-
тированных FDA и / или IVD / CE, должен гарантировать достиже-
ние заявленных параметров системы после ее доставки и установки 
на месте использования. Тем не менее это не освобождает конечного 
пользователя от необходимости проверки характеристик результатов 
такого теста или тест-системы, в особенности таких, как правиль-
ность и точность (табл. 1.1). Правильность (по старой номенклату-
ре — правдивость) может быть выражена как отношение измеренно-
го или вычисленного значения параметра к его истинному значению 
и вычисляется с использованием литературных данных или эталонно-
го метода (рис. 1.2). Только эти два подхода допустимы при анализе 
правильности. При невозможности использования ни одного из них 
следует выбрать другой способ для установления степени правиль-
ности методики. Неточность определяется как разброс отдельных 
результатов теста как внутри одной выборки, так и в разных. Не-
точность чаще всего характеризуется с помощью стандартного откло-
нения и коэффициента вариации. В случае если тест или тест-система 
предоставляет количественные результаты, необходима также провер-
ка на линейность (см. табл. 1.1).
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Рис. 1.2. Точность и правильность результатов

 Таблица 1.1
Минимальные требования при первичной проверке и подтверждении 

достоверности тестов и тест-систем в клинической вирусологии

Проверка точности 
и достоверности (верификация) 

Подтверждение точности 
и достоверности (валидация) 

Точность Точность

Стандартное отклонение (внутри 
выборки и между выборками) 

Воспроизводимость

Линейность (для количественных 
методов) 

Селективность

Стандартное отклонение (внутри выборки 
и между выборками) 

Линейность (для количественных методов) 

Линейность подразумевает определение диапазона, в котором полу-
чаемые данные имеют линейную зависимость от истинного значения 
определяемого параметра. Данные тестов на линейность должны под-
вергаться анализу линейной регрессии с идеальным коэффициентом 
регрессии в 1. В случае нелинейности кривой следует пользоваться 
любым достоверным статистическим методом [4].

Если диагностическая лаборатория использует тесты или тест-
системы, не регламентированные IVD / CE и / или FDA, или использу-
ет не предполагавшуюся производителем комбинацию таких тестов, 
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то она сама выступает в качестве производителя, а следовательно, 
несет ответственность за качество получаемых результатов и их при-
годность для диагностических целей. Тесты и тест-системы, исполь-
зуемые такой лабораторией, должны пройти проверку достоверности 
результатов, включающую в себя проверки точности, правильности, 
воспроизводимости, селективности и — для количественных мето-
дов — линейности (см. табл. 1.1). Проверка воспроизводимости (ана-
литической чувствительности) подразумевает анализ биологических 
образцов с заранее известным количеством аналита. Cелективность 
(аналитическая специфичность) отражает способность метода опре-
делять присутствие (и количество в случае систем количественного 
анализа) аналита в сложных смесях биологического материала, на-
зываемых фоном. Для селективного теста должна быть исключена 
любая возможность перекрестной реакции с любым аналитом, поми-
мо того, для определения которого он предназначен. Исследования 
по взаимодействию аналитов позволяют оценить влияние на резуль-
таты тестирования различных веществ, таких как гемоглобин, рев-
матоидный фактор, аутоантитела, частички материала инструментов 
для сбора и хранения проб и наиболее часто применяемые при дан-
ном заболевании лекарственные препараты. Важно упомянуть, что 
использование внутреннего контроля (см. ниже) позволяет произво-
дить дополнительную проверку для каждого анализа по отдельности 
на возможное влияние компонентов пробы и таким образом увели-
чить достоверность теста или тест-системы, основанных на анализе 
нуклеиновых кислот.

Минимальные требования для процедур контроля точности и до-
стоверности результатов вирусологических тестов описаны в последу-
ющих разделах. В том случае, если материал для калибровки труд-
нодоступен или если метод основывается на научной публикации, 
можно применять упрощенную процедуру проверки. Обычно для 
калибровки служат референтные образцы, собираемый у пациентов 
биоматериал или пулы сывороток. При использовании для калибров-
ки образцов от пациентов или пулов сывороток пробы должны быть 
заранее исследованы с применением наиболее точного и достоверного 
метода из уже применяемых («золотого стандарта»). Калибровочные 
образцы могут быть положительными, слабоположительными и отри-
цательными. Для тестов и тест-систем на вирусные антигены и ви-
русспецифичные антитела положительные образцы определяются как 
образцы с концентрацией аналита, в три и более раз превышающей 
нижний порог чувствительности метода или порог количественного 
анализа (см. ниже), и находящиеся ниже верхней границы линейно-
сти; слабоположительными называют образцы с содержанием анали-
та, не превышающим более чем в три раза порога чувствительности 
или порога количественного анализа. Для тестов на нуклеиновые кис-
лоты положительными пробами считаются те, в которых концентра-
ция аналита превышает величину, равную 10 в степени значения по-
рога чувствительности метода или порога количественного анализа, 
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и лежит в пределах участка линейности, тогда как слабоположитель-
ными называют пробы с концентрацией аналита, не превышающей 
этого значения на порядок. Если для проведения проверки требуется 
более одного положительного контроля, в таких контролях должны 
быть использованы разные концентрации аналитов.

Минимальные требования, кратко освещенные в этой главе, при-
менимы для всех процедур проверки точности и достоверности в кли-
нической вирусологии. Тем не менее тесты и тест-системы, предназна-
ченные для выявления патогенов списка А приложения II Директивы 
98 / 79 / EC (вирус иммунодефицита человека 1 и 2, Т-лимфотропный 
вирус человека типов I и II, вирусы гепатита B, С и D), здесь не рас-
сматриваются в силу действующих для них специальных нормативов 
(статья 9 Директивы 98 / 79 / EC). Технические параметры, принятые 
для таких тестов и тест-систем, изложены в решениях Еврокомиссии 
от 7 мая 2002 г. [5]

Минимальные требования к проверке достоверности результатов 
регламентированных FDA и / или IVD / CE тестов и тест-систем, 
предназначенных для определения вирусспецифичных 
антител, вирусных антигенов и нуклеиновых кислот вирусов

При внедрении регламентированного IVD / CE теста или тест-системы 
для обнаружения вирусспецифичных антител или вирусных антиге-
нов либо теста на нуклеиновые кислоты в диагностическую лабора-
торную практику производят эксперименты по проверке правиль-
ности, точности и (для количественных тест-систем) линейности 
(табл. 1.2). Для определения точности используют три положитель-
ных, три слабоположительных и три отрицательных контроля. Для 
качественной системы для оценки отклонений отдельного экспери-
мента (теста) используют одну положительную и одну слабоположи-
тельную пробу. Каждый образец исследуют трижды. Для определе-
ния отклонений между повторами эксперимента (теста) используют 
один положительный и один слабоположительный образец. Каж-
дый образец исследуют по одному разу в течение трех разных дней. 
Для оценки разброса результатов отдельного эксперимента при ис-
пользовании количественного теста или тест-системы, определяю-
щих вирусспецифичные антитела или вирусные антигены, исполь-
зуют четыре положительных и три слабоположительных образца; 
для оценки разброса между повторами эксперимента используют 
два положительных и один слабоположительный образец. Для те-
стов на нуклеиновые кислоты рекомендуется использовать три по-
ложительных и три слабоположительных образца для оценки раз-
броса внутри отдельного эксперимента и по одному положительному 
и слабоположительному образцу для оценки разброса между повто-
рами эксперимента.

В целях оптимизации процесса проверки допустимо принять пер-
вый результат теста разброса внутри эксперимента и в качестве пер-
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вого результата теста разброса между повторами эксперимента, что 
позволит для завершения оценки разброса между повторами экспе-
римента провести тест только два раза. Для количественных тестов 
и тест-систем требуется проверка линейности — определение количе-
ства аналита в серии кратных (как правило, десятикратных) разведе-
ний положительной пробы (не менее трех последовательных разведе-
ний), выполняемое для двух повторов каждой точки.

Рекомендуется также следить за результатами, получаемыми с ис-
пользованием регламентированных IVD / CE и / или FDA тестов и тест-
систем, и после их внедрения в диагностическую практику. Для это-
го используют дополнительный контрольный образец, независимый 
от положительных контрольных образцов, предоставляемых постав-
щиком теста или тест-системы, и применяемый либо при каждом ис-
пользовании теста, либо через определенные временные интервалы. 
При внедрении новой тест-системы различие результатов, получае-
мых для дополнительного контрольного образца и для положитель-
ных проб, предоставляемых производителем, позволяет на ранней 
стадии выявить критические ошибки (рис. 1.3). Полезно также про-

 Таблица 1.2
Проверка точности регламентированных IVD / CE и / или FDA 

тестов и тест-систем, определяющих вирусспецифичные антитела, 
вируные антигены, а также тестов на нуклеиновые кислоты

Необходимое количество образцов

Определение вирус-
специфичных анти-
тел или антигенов

Тесты на нуклеи-
новые кислоты

Параметр Тип образца Каче-
ствен-

ный тест

Количе-
ствен-

ный тест

Каче-
ствен-

ный тест

Количе-
ствен-

ный тест

Точность Положительныйа 3 3 3 3

Слабоположи-
тельныйб

3 3 3 3

Отрицательный 3 3 3 3

Разброс вну-
три отдель-
ного экспе-
римента

Положительныйа 1 4 1 3

Слабоположи-
тельныйб

1 3 1 3

Разброс 
между по-
вторами экс-
перимента

Положительныйа 1 2 1 1

Слабоположи-
тельныйб

1 1 1 1

Линейность Положительныйа 0 1 0 1
а Более чем на порядок выше нижнего предела чувствительности метода или пре-

дела количественного анализа и в пределах участка линейности результатов.
б Не более чем на порядок выше нижнего предела чувствительности или предела 

количественного анализа теста или тест-системы
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вести статистический анализ результатов, получаемых для дополни-
тельного контрольного образца и для положительных контролей.

Рис. 1.3. Использование дополнительного контрольного образца в тесте для вы-
явления нуклеиновых кислот (стрелки обозначают введение нового образца)

Минимальные требования к проверке точности результатов 
разработанных в лаборатории тестов и тест-систем, 
предназначенных для определения вирусспецифичных 
антител, вирусных антигенов и нуклеиновых кислот

Для разработанного в лаборатории теста или тест-системы, предна-
значенных для определения вирусспецифических антител, вирусных 
антигенов и нуклеиновых кислот в диагностической практике, экс-
перименты по проверке точности результатов включают проверку 
правильности, воспроизводимости, селективности, разброса и (для 
количественных систем) линейности (табл. 1.3). Для определения 
правильности используют три положительных, три слабоположи-
тельных и три отрицательных образца. Для установления воспроиз-
водимости используют 10 положительных и 10 слабоположительных 
проб. Селективность теста на вирусспецифичные антитела определя-
ют анализом 10 отрицательных проб, включающих антитела, способ-
ные давать перекрестные реакции. Для тестов на вирусные антигены 
и нуклеиновые кислоты используют 10 отрицательных проб, содер-
жащих материал вирусов того же семейства и материал, способный 
приводить к перекрестным реакциям. Каждый аналит, потенциально 
ведущий к перекрестным реакциям, должен присутствовать в боль-
ших концентрациях (не менее 105 ЦПЕ50 / мл (50% цитопатогенных 
единиц, TCID50, от англ. tissue culture infective dose) или 105 геном-
ных эквивалентов в 1 мл). Помимо этого, для проверки селективности 
требуется 10 слабоположительных образцов, в том числе, например, 
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образцы с повышенным содержанием гемоглобина, положительные 
на ревматоидный фактор и / или содержащие аутоантитела. Определе-
ние разброса внутри выборки и между выборками сходно с таковым 
для процедур проверки достоверности результатов, за исключением 
большего числа положительных проб при проверке количественных 
тестов (шесть положительных проб вместо трех для определения раз-
броса внутри отдельного эксперимента и две вместо одной для опре-
деления разброса между повторами эксперимента). Для количествен-

 Таблица 1.3
Проверка точности результатов разработанного в лаборатории 

теста или тест-системы, определяющих вирусспецифичные 
антитела, вирусные антигены и нуклеиновые кислоты

Необходимое количество образцов

Определение анти-
тел или антигенов

Тесты для вы-
явления нуклеи-

новых кислот

Параметр Тип образца Каче-
ствен-

ный тест

Количе-
ствен-

ный тест

Каче-
ствен-

ный тест

Количе-
ствен-

ный тест

Точность Положительныйа 3 3 3 3

Слабоположи-
тельныйб

3 3 3 3

Отрицательный 3 3 3 3

Степень вы-
деления

Положительныйа 10 10 10 10

Слабоположи-
тельныйб

10 10 10 10

Селектив-
ность

Отрицательныйв 10 10 10 10

Слабоположи-
тельныйб,г

10 10 10 10

Разброс вну-
три выборки

Положительныйа 1 6 1 6

Слабоположи-
тельныйб

1 3 1 3

Разброс 
между вы-
борками

Положительныйа 1 2 1 2

Слабоположи-
тельныйб

1 1 1 1

Линейность Положитель-
ныйа,д

0 2 0 2

а Более чем на порядок выше нижнего предела чувствительности метода или пре-
дела количественного анализа и в пределах участка линейности результатов.

б Не более чем на порядок выше нижнего предела чувствительности или предела 
количественного анализа теста или тест-системы.

в Образцы, способные давать перекрестные реакции.
г Образцы, содержащие вещества, способные исказить результат.
д Последовательные разведения (не менее четырех) двух образцов, исследованные 

в двух повторах на каждую точку и дважды в разные рабочие дни
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ного теста или тест-системы, разработанных в лаборатории, требуется 
также проверка линейности, включающая анализ серии последова-
тельных разведений (не менее четырех) двух положительных образ-
цов с двумя повторами каждой точки, воспроизведенных в два раз-
ных рабочих дня.

Процедуры, необходимые для внедрения разработанного 
в лаборатории теста для выявления нуклеиновых 
кислот в диагностическую практику

При разработке теста для выявления нуклеиновых кислот последо-
вательности используемых в нем праймеров и зондов должны про-
ходить тщательную проверку по базе данных геномов. В качестве 
дополнительных мер проверки следует секвенировать продукт ам-
плификации, получаемый в тесте. Также рекомендуется использо-
вать пару праймеров, публиковавшуюся в авторитетном журнале, 
чтобы уменьшить объем необходимых исследований для подтвержде-
ния специфичности. Тем не менее такие праймеры следует сравни-
вать с выровненными известными геномными последовательностями 
патогена для подтверждения правильности опубликованной последо-
вательности.

Кроме того, необходимо подвергать проверке такие составляю-
щие теста, как использованный молекулярно-биологический метод, 
способ определения результата, наличие внутреннего контроля и ме-
тод количественного определения. Автоматизация позволяет свести 
к минимуму ошибки молекулярно-биологического метода, вызванные 
человеческим фактором. Для обеспечения специфичных по отноше-
нию к аналиту результатов требуется внедрение распознавания зон-
да, поскольку анализ кривой плавления без зондов не обеспечивает 
нужной специфичности. Поскольку амплификация может оказать-
ся неудачной из-за наличия ингибиторов в пробе, каждый тест дол-
жен включать в себя внутренний контроль, позволяющий исключить 
ложноотрицательные результаты. Для обеспечения контроля теста 
на нуклеиновые кислоты вируса на всех его этапах внутренний кон-
троль следует вносить в образцы до выделения нуклеиновой кисло-
ты. Для этих целей допускается применение как гомологичного, так 
и гетерологичного внутреннего контроля. Гомологичным внутрен-
ним контролем может служить ДНК (для тестов, задействующих ам-
плификацию ДНК) или РНК-транскрипт, полученный in vitro (для 
РНК-тестов), который содержит сайты отжига праймеров, идентич-
ные таковым в целевой последовательности. Эти сайты фланкируют 
случайную последовательность, по нуклеотидному составу близкую 
к последовательности выявляемого вируса, а также сайт связывания 
зонда, позволяющий отличить продукты амплификации внутреннего 
контроля от продуктов амплификации целевой последовательности. 
Таким образом можно изготовить как единичный внутренний кон-
троль, так и серию контролей для набора тестов [6, 7]. В отличие 
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от гомологичного контроля, гетерологичный контроль представляет 
другую амплификационную систему в том же реакционном объеме. 
Контроль должен иметь такие же, как у целевой последовательности, 
или близкие эффективности выделения нуклеиновой кислоты и ам-
плификации. В качестве гетерологичного контроля удобно использо-
вать стандартные референсные гены эукариот (гены «домашнего хо-
зяйства», housekeeping genes) или плазмиды [8]. Как гомологичный, 
так и гетерологичный контроль вносят в пробу в небольшой концен-
трации во избежание конкуренции с целевой последовательностью 
за компоненты реакционной смеси. При разработке тестов, основан-
ных на ПЦР, следует избегать количественного анализа по конечной 
точке; вместо этого можно использовать одну из точек логарифмиче-
ской фазы амплификации.

Дополнительные этапы проверки точности результатов 
разработанных в лаборатории тестов или тест-систем

При проверке разработанного в лаборатории теста или тест-системы 
следует установить предел чувствительности или предел количествен-
ного анализа. Пределом чувствительности называют минимальную 
концентрацию аналита, которую при помощи метода можно досто-
верно определить как присутствующую в образце, а пределом ко-
личественного анализа — минимальную концентрацию, для кото-
рой возможно достоверное определение количества аналита в пробе. 
Определение этих пределов должно быть четко прописано в прото-
коле проверки точности системы. Ранее был опубликован частично 
непараметрический подход к определению таких пределов [9]. Если 
контрольного (референсного) материала не существует, определение 
этих пределов невозможно. Для таких случаев при внедрении теста 
в диагностическую практику предпочтительно применять его в фор-
мате ПЦР в реальном времени, позволяющем получить по крайней 
мере полуколичественные результаты [10, 11].

Помимо этого, следует проводить тесты на диагностическую пра-
вильность, особенно в случае если исходный тест был модифициро-
ван или заменен. Тест на диагностическую правильность включает 
сравнение результатов, полученных с использованием проверяемого 
теста или тест-системы, с результатами эталонного метода. Для про-
верки диагностической правильности тоже должен быть исследован 
ряд параметров [12]. Диагностическая правильность подразумевает 
диагностическую чувствительность (способность выявлять пациентов 
с интересующим состоянием) и диагностическую специфичность (спо-
собность метода давать разные результаты при обследовании больных 
с интересующим состоянием и без него). В клинической вирусологии 
минимальное требование при проверке диагностической правильно-
сти — сравнение результатов проверяемого и эталонного методов. Та-
кое сравнение должно быть проведено для 20 образцов (семь положи-
тельных, шесть слабоположительных и семь отрицательных).
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Проверка достоверности выделения 
вирусов на клеточных культурах

Выделение вирусов с использованием клеточных культур представ-
ляет собой трудностандартизуемый метод, что делает его проверку 
особенно актуальной. Прежде всего нужно проверить, подходит ли 
культура клеток для выделения данного вируса. При внедрении 
клеточной культуры в качестве индикаторной системы ее необхо-
димо протестировать на чувствительность как к эталонному вирусу 
из коллекции микроорганизмов, так и к штаммам дикого типа, взя-
тым в двух концентрациях. После раститровки стока вируса ино-
куляты для проверки восприимчивости культуры должны содер-
жать 0,1 (положительный контроль) и 0,01 (слабоположительный 
контроль) инфекционной дозы на клетку. Исследования должны 
быть проведены в трех повторах на каждую точку и воспроизве-
дены в три разных рабочих дня. Определение разброса произво-
дят с использованием 20 штаммов дикого типа, тестируемых па-
раллельно на классически используемой и внедряемой клеточных 
линиях (табл. 1.4). Жизнеспособность клеток и влияние материала 
пробы на развитие цитопатогенного действия тщательно отслежи-
вают и фиксируют.

 Таблица 1.4
Проверка методов выделения вирусов на клеточных культурах

Параметр Тип образца Необходимое количество образцов

Чувствительность Положительныйа 1

Слабоположительныйб 1

Разброс Дикий тип 20

а 0,1 инфекционной дозы на клетку.
б 0,01 инфекционной дозы на клетку

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Внедрение нового теста или тест-системы в лабораторную практику 
требует тщательной проверки точности и достоверности получаемых 
с их помощью результатов на соответствие стандартам, заложен-
ным в системе управления качеством, и соответствие требованиям 
ISO 15189 и / или FDA. Тест или тест-система, регламентированные 
IVD / CE и / или FDA, требуют только проверки точности результатов, 
тогда как для системы, разработанной в диагностической лаборато-
рии, важна проверка и диагностической пригодности, и точности 
результатов. Тем не менее ни одна из этих процедур не дает полной 
гарантии постоянной корректности результатов, что обусловливает 
необходимость регулярного контроля качества непосредственно в диа-
гностической лаборатории.
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Рис. 4.3. Пиросеквенирование, в ходе которого высвобождается один остаток 

пирофосфата (PPi) на каждый включившийся нуклеотид. Это приводит к синтезу 

ATP, используемого люциферазой для генерации светового сигнала

Рис. 4.4. Основные мутации полимеразы HBV (домены с A по G), ассоцииро-

ванные с устойчивостью к противовирусным препаратам при хронической ин-

фекции HBV. LMV — ламивудин, ADV — адефовир, ETV — энтекавир, L-dT — 

телбивудин, TDF — тенофовир. Мотив YMDD, ассоциированный с устойчивостью 

к ламувидину и телбивудину, включает остатки с 203 по 206



Рис. 8.6. Использование системы QuickVue для выявления присутствия анти-

генов вирусов гриппа А и В в мазках или смывах из носоглотки

Рис. 17.2. Диагностика герпеса зостер. 

На панели А показан положительный 

мазок Цанка ( 400). Окрашивание по 

Райту позволяет выявить гигантские 

многоядерные клетки. На панели Б по-

казана положительная проба прямой 

иммунофлуоресценции ( 400). Клетки 

окрашены моноклональными антитела-

ми к вирусу варицелла зостер, конъюги-

рованными с флуоресцеином; зеленая 

флуоресценция указывает на наличие 

антигенов вируса варицелла зостер. 

Источник: [27]

А

Б
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