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О PATH 
PATH - международная, неприбыльная организация, которая оказывает помощь 
разным странам в преодолении многолетних проблем в системе здравоохранения при 
помощи решений, которые приемлемы на месте и ориентированы на стабильность. 
Сотрудничая с государственным и частным сектором, организация способствует 
внедрению новаторских технологий и стратегий в здравоохранении.  

PATH работает над глобальными проблемами здравоохранения в более 70-ти странах 
в таких сферах, как: здоровье матери и ребенка, репродуктивное здоровье, вакцины и 
иммунизация, вновь возникающие и эпидемические заболевания. Организация 
укомплектована экспертами разных отраслей: общественное здравоохранение, 
эпидемиология, развитие и внедрение технологий, биотехнология и 
выработка/распределение вакцин, развитие бизнеса, образование и обучение, 
коммуникации, адвокатирование и закупки. 
Организация была основана в 1977г. Штаб-квартира PATH находиться в Сиэтле, а 34 
офиса функционирует в 19 странах мира. В 2008г. бюджет PATH составлял 218 млн 
долларов, которого составляют контрибуции правительства США и других стран, 
мультилатеральных агентств, корпораций  и физических лиц. В составе совета 
директората входят представители США и тех стран, где PATH осуществляет свою 
деятельность. 

Для дополнительной информации посетите вэб-страницу организации www.path.org.  

О международном фонде «Курацио» 
Международный фонд «Курацио» - неправительственная организация, 
зарегистрированная в Грузии. Она основана в 1994 году. Мандат организации - 
содействие процессов реформы здравоохранения и социальной защиты в странах с 
переходящей экономикой. Организация со дня основания осуществляет 
беспристрастный анализ систем и политики здравоохранения и представляет 
рекомендации, целью которых является создание адекватной политики и усиление 
функционирования системы.    

Международный фонд «Курацио» обеспечивает высококачественное 
консультационное обслуживание, которое основывается на доказательствах и 
лучшем международном опыте. Основные сферы экспертизы: политика 
здравоохранения; системы здравоохранения; финансирование здравоохранения; 
общественное здравоохранение; здоровье матери и ребёнка; системы управления 
здравоохранения и информационные системы; мониторинг и оценка.   

Географический ареал международного фонда «Курацио» охватывает Южный 
Кавказ, регион Центральной Азии, Восточную Европу, Северную Африку и Средний 
Восток.   

Для дополнительной информации посетите вэб-страницу организации 
www.curatiofoundation.org.

http://www.path.org/
http://www.curatiofoundation.org/


О настоящем документе 
Разработка руководства осуществлена в рамках программы PATH по Ротавирусной 
Вакцине профинансированного Альянсом  ГАВИ. 
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Сокращения 
A–G A9 and 20 echoviruses  

A9 и 20 ECHO-вирусы 
НЦОЗКЗ Национальный Центр Общественного Здравоохранения и Контроля 

за Заболеваниями 
API  Analytical profile index 

Индекс аналитического профиля 
ATCC American Type Culture Collection 

коллекция культур американских типов 
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

Институт клинических лабораторных стандартов 
APW Alkaline peptone water 

Щелочная пептонная вода 
DCA Desoxycholate citrate agar 

дезоксихолатный цитратный агар 
CVA Campylobacter selective medium containing cefoperazone 

среда Campy 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

Энзим связанный иммуносорбентный тест 
HE Hektoen enteric 

Гекто-агар 
HEPA High-Efficiency Power Amplifier 
HUS Hemolytic Uremic Syndrome 

Гемолитический уремический синдром 
ICD International Classification of Diseases 

Интернациональная классификация заболеваний  
IgM Иммуноглобулин M 
ISO International Organization for Standardization 

Организация международной стандартизации 
KIA Kligler iron agar 

Железосульфитный агар Клиглера 
LIMS 
ИСУЛ 

Laboratory Information Management System  
Информационная система управления лабораторией 

MAC MacConckey agar 
Агар Макконки 

ПЦР Polymerase Chain Reaction 
Полимеразная цепная реакция 

RD Rhabdomyosarcoma 
Рабдомиосаркома 

SMAC Sorbitol MacConkey 
Сорбитоловый агар Макконки 

SOP Standard Operating Procedures  
Стандартная операционная процедура 

SS Salmonella-Shigella agar 
TCBS Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar 

Агар с тиосулфат-цитрат-желчной солью и сахарозой 
XLD Xylose lysine desoxycholate 

Ксилоза-лизиновый дезоксихолатный агар 
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Рабочая группа 
Настоящее руководство подготовлено специальной рабочей группой под 
руководством директора Национального центра общественного здравоохранения и 
контроля за заболеваниями доктора Пааты Имнадзе при содействии международного 
консультанта доктора Антуана Пирсона1. 

Состав рабочей группы: 

Паата Имнадзе НЦОЗКЗ, директор 

Антуан Пирсон Международный консультант 

Шота Цанава НЦОЗКЗ, заместитель директора; 

Гурам Кацитадзе НЦОЗКЗ, начальник службы научного и информационного 
обеспечения;  

Нино Мачарашвили Научно-практический центр инфекционной патологии, СПИД-а 
и клинической иммунологии, заведующая бактериологической 
лабораторией;  

Тамара Ганиашвили НЦОЗКЗ, старший специалист лаборатории холеры и других 
кишечных инфекций;   

Лела Урушадзе НЦОЗКЗ, старший специалист лаборатории полио и 
энтеровирусов;  

Марика Карчава Научно-практический центр инфекционной патологии, СПИД-а 
и клинической иммунологии, старший специалист 
лаборатории клинической вирусологии. 

Благодарность 
Министерство труда, здравоохранения и социальной зашиты и Национальный центр 
общественного здравоохранения и контроля за заболеваниями выражают 
благодарность организации PATH за содействие в разработке руководства по 
контролю качества лабораторных исследований кишечных инфекционных 
заболеваний. Надо отметить особенную заслугу доктора Антуана Пирсона. 
Выражаем благодарность также  другим членам рабочей группы и Международному 
Фонду «Курацио» за  поддержку и оказание технической помощи.    

                                                 
1 www.antoinepierson.net 
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Назначение руководства 
Руководство касается лабораторной диагностики некоторых кишечных инфекционных 
заболеваний - сальмонеллеза, шигеллиоза, эшерихиоза, кампилобактериоза, холеры, 
заболеваний, вызванных аденовирусом, не полиоэнтеровирусом, норовирусом, ротавирусом, 
гепатита А, амебиаза. Руководство охватывает следующие главы:   

• вступление и ведение документации;  
• вопросы биобезопасности;  
• контроль работы приборов; 
• процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований (взятие пробы, 

транспортирование, приготовление);  
• процедуры, проводимые во время лабораторных исследований (исследование 

пробы);  
• процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

(уведомление, отчётность, архивация,);  
• мероприятия, проводимые для обеспечения качества (на всех трёх этапах 

лабораторного исследования).   

При возникновении подозрения на кишечные инфекционные заболевания клиницист 
руководствуется клиническими и эпидемиологическими критериями. Специалист 
лаборатории обязан хорошо знать стандартные операционные процедуры, которые 
проводятся до начала лабораторного исследования - в них входят процедуры правильного 
взятия пробы, транспортировки и хранения. Подготовка и хранение среды для 
транспортировки должна проводиться заранее.  

Специалист лабораторий должен точно соблюдать процедуры лабораторного исследования, 
которые объединены в две группы. Приготовление среды и реактивов также входит в группу 
процедур, проводимых во время лабораторного исследования. После окончания 
исследования начинаются процедуры, проводимые после завершения лабораторного 
исследования, что заключается в своевременной передаче адресату результата исследования.   

Систематическое проведение мероприятий по обеспечению качества и точное соблюдение 
стандартных операционных процедур является необходимым условием получения 
достоверного результата лабораторного исследования.  

Руководство содержит разные главы, где процедуры лабораторного исследования 
организованы в хронологическом порядке. Каждую отдельную процедуру можно прочитать 
независимо от других, несмотря на присвоенную нумерацию. Ознакомьтесь с вступлением, 
чтоб иметь полное представление обо всех вопросах, представленных в руководстве.   

Национальный центр общественного здравоохранения и контроля за заболеваниями советует 
государственным и частным лабораториям при проведении лабораторного исследования 
использовать настоящее руководство, что будет способствовать развитию процесса 
стандартизации лабораторного исследования кишечных инфекционных заболеваний. 

Паата Имнадзе 
Директор Национального Центра  

ия  Общественного Здравоохранен
 за Заболеваниями и Контроля

Тбилиси  
1 января, 2009 
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Контактная информация 
 

 Имя/фамилия Учреждение Телефон/@эл. почта 
  НЦОЗКЗ +(995 32) 39 89 46 

Чрезвычайное 
положение 

Николоз 
Церцвадзе 

НЦОЗКЗ +(995 99) 23 59 64, 
niko@ncdc.ge   

Биобезопасность Лела баканидзе НЦОЗКЗ +(995 99) 57 24 84, 
threatred@ncdc.ge   

Бактериология Нино 
Мачарашвили 

Н/П центр 
инфекционной 
патологии, 
СПИД-а и 
клинической 
иммунологии 

+(995 99) 45 48 54, 
ninomachar@yahoo.com  

 Лия Тевзадзе НЦОЗКЗ +(995 32) 36 45 31 
+(995 99) 98 75 70 

 Тамара 
Ганиашвили  

НЦОЗКЗ +(995 99) 98 80 91 
Ghaniashvili@yahoo.com

Вирусология Лела Урушадзе НЦОЗКЗ +(995 99) 24 54 34 
lelincdc@gmail.com  

 Марика Карчава Н/П центр 
инфекционной 
патологии, 
СПИД-а и 
клинической 
иммунологии 

+(995 32) 39 91 43 
Kmarika11@hotmail.com 
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1. Вступление 

1.1. Терминология и определения 

• Обеспечение качества 

Перечень предварительно расписанных и систематизированных действий, 
осуществление которых обеспечивает соответствие процесса с требованиями 
качества. В лабораториях медицинского профиля обеспечение качества 
подразумевает организацию процедур на всех стадиях лабораторной диагностики:  до 
исследования, непосредственно во время исследования и после исследования для 
достижения достоверного результата исследования пробы.    

• Контроль качества/профессиональное тестирование  

Контроль качества результатов исследований, проводимых лабораторией или 
группoй лабораторий, сторонней независимой организацией. 

• Документированная процедура 

Документированная форма правил, внедрённых в организации. Она подразумевает 
письменное описание специфических инструкций, процедур, внедрённых методов, 
правил соблюдения безопасности для лаборатории.  

• Стандартная операционная процедура (SOP) 

Документ, в котором описаны ход рабочего процесса и все мероприятия, 
необходимые для правильного ведения этого процесса. 

• Этапы, выполняемые до исследования 

Все мероприятия, проводимые до лабораторного исследования: взятие пробы, 
транспортировка, хранение и маркировка.  

• Этапы, выполняемые после исследования 

Все мероприятия, которые проводимые после лабораторного исследования: 
подтверждение результатов, печатание/копирование ответа, направление ответа (к 
врачу, в службу общественного здравоохранения), хранение проб и материала после 
анализа и т. д.  

• Руководство по обеспечению качества 

Руководство, где описаны те основные мероприятия, которые должны проводиться 
для обеспечения качества исследования в лаборатории.  

• Подтверждение (валидация) 

Процесс проверки технических условий в ходе лабораторного исследования, что 
обеспечивает безопасное проведение исследования, получение достоверного 
результата и его соответствие с клиническими характеристиками больного.  
Подтверждение состоит из двух компонентов - аналитического и биологического. 
Аналитическая валидация означает проведение анализа по стандартным 
операционным процедурам, и включает также подтверждение результата, 
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полученного при проведении параллельного внутреннего контроля. Биологическое 
подтверждение означает последовательность данных всех анализов, проведенных у 
одного и того же пациента, с учётом клинического статуса, субъективного состояния 
пациента, назначенного лечения и ранее проведенных анализов.        

• Сертифицирование 

Процедура, по которой авторитетный орган признаёт, что работа учреждения 
осуществляется в соответствии с процессом управления качества. Сертификат 
присваивается всему учреждению. Например, Организация международной 
стандартизации (ISO) присваивает общий стандарт качества ISO9000 (вне 
зависимости от специфики деятельности).  

• Аккредитация 

Процедура, по которой авторитетный орган признаёт, что учреждение или лицо 
компетентно в осуществлении одной или более одной специфической деятельности. 
Аккредитация присваивается отдельно для каждой деятельности. Клиническим 
лабораториям присваивается ISO стандарт ISO15189, а неклиническим лабораториям, 
работающим в медицинской а также в немедицинской сфере (питание, ветеринария и 
др.), присваивается стандарт ISO17025. 

1.2. Руководство по обеспечению качества 

Руководство создано для формирования системы управления качеством 
диагностирования кишечных инфекционных заболеваний, передаваемых через воду и 
пищу. Его цель - максимальный учет и удовлетворение спроса потребителя, а также 
систематическое развитие и совершенствование системы управления качеством. 
Представленная в руководстве система управления качеством имеет в своей основе и 
выявляет принципы, каковыми являются управление, учет спроса потребителя, 
систематическое совершенствование качества, участие сотрудников лаборатории в 
процессе управления качеством, формирование взаимовыгодных отношений между 
поставщиком и заказчиком, концентрация внимания непосредственно на ведение 
процесса, управление процессами и своевременное принятие решений.    

В руководстве описана система управления качеством в сфере клинической 
микробиологии, целью которой является:  

• внутреннее потребление - ознакомление сотрудников лаборатории с 
политикой и целями обеспечения качества, ознакомление с методами, 
которые соответствуют спросу на хорошее качество и будут 
способствовать внедрению системы управления качеством, а также 
обеспечат его систематическое выполнение и обновление в различных 
условиях, что, в свою очередь, будет способствовать формированию 
действий, необходимых для надлежащего осуществления  эффектной 
коммуникации и контроля качества, а также созданию документированной 
базы отчётности о системе качества;                     

• внешнее потребление - информирование потребителей лаборатории 
клинической микробиологии и других заинтересованных лиц о политике 
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качества, а также о системе управления качеством и осуществлении 
связанных с ним мероприятий в лаборатории клинической микробиологии.  

Руководство будет обновляться комитетом управления качеством по мере 
надобности. Требования и  предложения относительно внесения изменений следует 
направлять в комитет управления качеством. Новейшая электронная версия 
руководства размещена на вэб-странице НЦОЗКЗ, (www.ncdc.ge).  

Руководитель лаборатории обязан ознакомить сотрудников с содержанием 
руководства, объяснить, в чём выражается их ответственность и обязанность в 
процессе обеспечения качества при осуществлении лабораторной деятельности, 
сообщить обо всех изменениях, внесённых в руководство.   

Руководство вступает в силу с 01.01.09. 

1.3. Приказы и законы 

Приказы 

• Приказ №317/н от 6 декабря 2005 года «Об утверждении санитарных норм 
работы с патогенными биологическими агентами (патогенными 
микроорганизмами)». Приказ определяет принципы оценки риска и уровни 
биобезопасности, классификацию патогенных биологических агентов, 
требования к устройству и оснащению лаборатории, общие правила 
работы в лаборатории, требования к медицинскому надзору за здоровьем 
работающего персонала, принципы доброкачественной (то есть 
безопасной) микробиологической техники для лабораторий с основной 
защитой (I и II уровня биобезопасности), высокой защитой (III уровня 
биобезопасности) и максимальной  защитой (IV уровня биобезопасности), 
требования к индивидуальной защитной одежде. В отдельном приложении 
приказа содержатся рекомендации по проведению диагностики и 
профилактики сибирской язвы.  

• Приказ №101/н от 5 апреля 2005 года «О порядке производства и поставки 
медицинской статистической информации». Приказ утверждает порядок 
осуществления эпидемиологического надзора и учёта, контроля и 
уведомления по заразным болезням. Все субъекты медицинской 
деятельности, независимо от их подчинения и формы собственности (в том 
числе лаборатории) при установлении диагноза заболеваний/состояний, 
подлежащих уведомлению, возникновении подозрения в их наличии, или 
же при получении только положительного результата лабораторного 
анализа обязаны послать надлежащим образом уведомление в местную 
службу здравоохранения. Приказ утверждает форму лабораторного 
уведомления.  

• Приказ №55/о от 22 февраля 2005 года «Об исследовании, кодировке 
случаев/взрывов заразных болезней,  эпидемиологическом управлении и 
профилактике распространения управляемых вакцинацией болезней 
(дифтерия, коклюш, тетанус, корь, краснуха, свинка, гепатит В) и случаев 
гидрофобии в Грузии». Приказ утверждает методические рекомендации по 
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исследованию и анализу случаев заразных болезней, классификацию 
случаев и порядок присвоения кодировки. Приказ определяет управляемые 
болезни, для подтверждения которых неоходимо проведение 
лабораторного исследования.     

• Приказ №122/н от 4 июня 2003 года «Об утверждении национального 
календаря профилактических прививок». В приказе рекомендирована 
соответствующая вакцинация лиц, работающих над живыми культурами.  

• Приказ №300/н от 16 августа 2001 года «Об утверждении санитарных 
правил хранения и обеззараживания отходов лечебно-профилактических 
учреждений». Приказ содержит инструкции о безопасном обращении с 
медицинскими отходами, их хранении, деконтаминации и уничтожении.    

• Приказ №97/о от 6 июня 2000 года «Об ограничении вируса полиомиэлита 
в Грузии». В приказе описаны требования к обращении с материалом, 
который содержит или может содержать полиовирус.  

• Приказ №243/о от 2 июля 1997 года «Об ерадикации полиомиелита и 
усовершенствовании ОДЗ надзора». Приказ касается эффективности 
работы лаборатории и заполнения паспортов (форм) лабораторных проб, а 
также содержит инструкции о сборе и транспортировке проб.  

Примечание: ко всем приказам имеется беспрепятственный доступ в НЦОЗКЗ и 
Региональном центре общественного здравоохранения.       

Законы

• «Об общественном здоровье», 27 июня 2007 года. Закон определяет 
полномочия физических и юридических лиц в сфере здравоохранения. 
Глава 5 - «Обеспечение биологической безопасности» определяет 
обязательства государства. К вопросам биобезопасности относятся 
следующие статьи закона:  
Статья 16. Обеспечение биологической безопасности. 
Статья 17. Ограничения обладания, использования, передачи, 
перемещения и уничтожения возбудителей особо опасных инфекций.  
Статья 18. Уничтожение возбудителей особо опасных инфекций. 
Статья 19. Импорт и экспорт возбудителей особо опасных инфекций.  
Статья 20. Функции соответствующей службы министерства в сфере 
биологической безопасности. 
Статья 21. Единая лабораторная система обнаружения возбудителей особо 
опасных инфекций, эпиднадзора и реагирования. 

•  «О лицензировании и разрешениях», 24 июня 2005 года. Закон 
обязывает лицензирование только тех учреждений, которые работают над 
особо опасными патогенами.  

• «О врачебной деятельности», 8 июня 2001 года. Закон определяет 
обязательную квалификацию медицинского работника в Грузии. 

• «О правах пациентов», 5 мая 2000 года.  Закон защищает права 
пациентов. 
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• «Об охране здоровья», 12 декабря 1997 года. Закон регулирует 
отношения между органами государственной власти и физическими и 
юридическими лицами в сфере здравоохранения граждан на всей 
территории Грузии. 

2. Ведение документации 

2.1. Стандартные операционные процедуры 

Ответственность 
Все лаборатории должны иметь менеджера по обеспечению качества и 
биобезопасности. Менеджер по биобезопасности отвечает за управление качеством и 
выполнение разных видов стандартных операционных процедур.  

Методология

При лабораторной деятельности большое значение придаётся производству 
стандартных операционных процедур и других документов. Эти документы являются 
конкретными директивными документами для сотрудников лаборатории на всех 
этапах работы, начиная со сбора данных и заканчивая выполнением анализа. Эти 
процедуры надо расписать, рассмотреть и утвердить, издать и распространить.  

Рабочий режим
Стандартные операционные процедуры и документированные процедуры относятся к 
таким видам документов, функционирование которых полностью зависит от 
кооперативных отношений между потребителем и составителем.             

Создание и обновление документа
Разработка стандартных операционных процедур и документированных процедур 
производится по существующему шаблону или на основании существующего 
документа. В процессе создания документа может возникнуть необходимость его 
обновления и внесения изменений. Черновик документа посылается на рассмотрение 
в Национальный комитет управления качеством. Национальный комитет управления 
качеством обязан детально рассмотреть  ту часть документа, которая касается 
«управления качеством». Копия документа посылается в Комитет биобезопасности, 
который, со своей стороны, рассматривает  ту часть документа, которая касается 
«управления биобезопасности».  

Рассмотрение

Национальный комитет управления качеством и Комитет биобезопасности вносят 
исправления и комментарии в печатную или электронную версию. В большинстве 
случаев черновик документа в исправленном виде возвращается автору. После 
рассмотрения документ обретает приемлемый для всех вид.  

Утверждение
Окончательная версия документа посылается в Национальный комитет управления 
качеством и, при надобности, в Комитет биобезопасности для окончательного 
согласования и утверждения. Комитет может не утвердить документ или отложить 
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его рассмотрение и возвратить автору(ам) для внесения дополнительных 
исправлений. В случае утверждения документа его отправляют печатать, и 
разрешение заверяется подписью на копии напечатанного текста. 

Издание
Утверждённый документ отправляется на печатание. Напечатанные и подписанные 
копии хранятся в надлежащем месте. Электронные версии хранятся на сервере и 
становятся доступными после того, как ответственное лицо даст своё согласие.  

Распространение
Менеджер по обеспечению качества следит за распространением утверждённого 
документа между сотрудниками и контролирует, ведется ли лабораторная работа в 
соответствии со стандартными операционными процедурами. Менеджеры по 
обеспечению качества и биобезопасности обязаны предоставить сотрудникам 
лаборатории необходимый им специфический документ. Сотрудники лаборатории 
своей подписью удостоверяют, что они ознакомились с каждой отдельной 
стандартной операционной процедурой.   

Переработка-пересмотр  

Решение о внесении исправлений в стандартных операционных процедурах надо 
принимать с учётом всех возможных ожидаемых результатов. Внесение исправлений 
в процедурах должно быть рассмотрено автором(ами), Комитетом управления 
качеством и/или Комитетом биобезопасности. Если связаться с автором невозможно, 
Комитет самостоятельно рассматривает вопрос об изменениях и принимает решение 
о внесении изменений в документе. После принятия решения и внесения 
соответствующих изменений Комитет берёт на себя ответственность за 
достоверность внесенных изменений.  

После внесения изменений в стандартных операционных процедурах необходимо 
зафиксировать дату внесения изменений, лицо, вносящее эти изменения, причину 
изменений. Номер новой версии записывается на лицевом листе документа в 

отведённое для этого место. Причина 
изменений и сами изменения должны 
быть чётко обоснованы.     

При использовании стандартных 
операционных процедур персонал 
лаборатории и Комитет определяют 
необходимость внесения изменений в 
процедурах.  

Если  внесение изменений является 
неотложной необходимостью, такая 
необходимость должна быть 
обоснована с учётом уже 
существующих стандартных 

операционных процедур. Об изменениях нужно немедленно сообщить Комитету 
качества, который «перепроверит» текущую версию, внесёт изменения и выдаст 
разрешение о выходе новой электронной версии.  
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Оценка эффективности стандартных операционных процедур и документированных 
процедур должна осуществляться менеджером по обеспечению качества в 
соответствии с правилами аудита.  

Архивация
После издания документа его печатная и электронная версии должны храниться в 
архиве в течение 7-и лет, и только по прошествии этого срока можно их уничтожить.  

2.2. Результат исследования 

Результаты анализа должны быть написаны на понятном языке. Для большинства 
пациентов непонятны этапы лабораторных исследований, которые проводятся для 
получения достоверного и своевременного результата.  

Небрежно напечатанный или написанный от руки ответ неприемлем. Необходимо 
разработать стандартизированную (печатную или качественно написанную от руки) 
форму ответа.  

Стандартизированная форма результата анализа должна содержать следующие 
данные: 

• дата, время (час) взятия пробы, дата ответа;  
• фамилия, имя, пол, адрес больного;  
• кто запрашивает анализ (врач, учреждение): фамилия, имя врача 

(наименование учреждения);  
• результат анализа, нормальные показатели (если ссылка целесообразна), 

единица (международная единица, применяемый метод (особенно при 
проведении серологического анализа и использовании автоматической 
системы);  

• ответственное лицо: фамилия, имя и подпись специалиста лаборатории, 
возможные комментарий.  

Очень важно соблюдать порядок передачи результата исследования (см.12.3 и 12.4).  

Образец формы результата анализа: 

Наименование учреждения___________________________________________ 

Дата взятия пробы  __/____/____ /  ______(час) 

Дата  ответа  __/____/____  ____   (час) 

Имя, фамилия пациента ________________________________  Мужской   Женский   

Адрес: ________________________________________________________ 

Возраст ____лет          или            дата рождения___/____/____   

Микробиологический идентификационный тест 
 

 

 

 

Биохимический тест Vitek 2 Compact

Серологическое типированиесистема API  
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Идентификационный номер пробы____________ 

Результат теста:_____________________XXXXXXX (нормальный показатель) XXXX единица 

Исследование провёл (имя, фамилия и подпись)  __________________________ 

Заведующий лабораторией (имя, фамилия и подпись) 

Адрес  ________________ _____________________ тел.__________факс 

2.3. Лабораторный журнал 

Все пробы, полученные в лаборатории для исследования, должны быть 
регистрированы в лабораторном журнале  

Ниже приводится образец такого журнала: 
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Заполненный журнал должен храниться в течение 5-ти лет. 

3. Безопасность и гигиена 

3.1. Политика и менеджмент биобезопасности 

В соответствии с законом Грузии «Об общественном здоровье» Министерство труда, 
здравоохранения и социальной защиты несёт ответственность за разработку 
политики биобезопасности населения. Министерство труда, здравоохранения и 
социальной защиты  определяет перечень особо опасных патогенов и  обновляет этот 
перечень по надобности  каждые 3 года. 

Правительство формирует интегрированную лабораторную систему выявления особо 
опасных патогенов, эпидемиологического надзора и реагирования. 
Координационный совет под председательством премьер-министра осуществляет 
управление интегрированной лабораторной системы. Правительство Грузии на 
основании резолюции определяет структуру и состав совета. Лабораторная система 
состоит из сети лабораторий, находящихся на разных уровнях биобезопасности. 
Специфические процедуры биобезопасности для лабораторий, находящихся на 
разных уровнях биобезопасности, определяются приказом Министерства труда, 
здравоохранения и социальной защиты №317 от 6 декабря 2005 года «Санитарные 
нормы работы с патогенными биологическими агентами (патогенными 
микроорганизмами)».     
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3.2. Манипуляции для обеспечения безопасности  

Во многих лабораториях и национальной программе лабораторий эти правила 
безопасной работы имеют статус «распорядка» лабораторий.                                                                       

1)    Международный знак биологической опасности должен быть установлен на  
дверях комнаты, где работают над микроорганизмами 2-ой группы риска     
(Рис. 1).  

2)   Запрещается пипетирование ртом. 

3)   Запрещается есть, пить, курить, хранить еду и использовать косметику в  местах, 
где идет лабораторная работа.  

4)   Запрещается облизывание этикетов, предметов и материалов, прикосновение 
ртом к предметам и материалам.  

5)   Лаборатория должна быть чистой, убранной, в лаборатории не должны 
храняться предметы, которые не используются для работы.  

6)   Деконтаминация рабочих поверхностей должна проводиться после каждого 
употребления потенциально опасного материала и в конце рабочего дня. 

7)   Сотрудники должны мыть руки после каждого соприкосновения с 
инфекционным материалом и животными и до выхода из лаборатории.  

8)   Все технические процедуры должны проводиться так, чтобы свести к минимуму 
возникновение аэрозолей или капель. 

9)   Весь заражённый  материал, образцы и культуры должны быть обезврежены до 
их уничтожения или мойки для повторного использования. Для 
автоклавирования или уничтожения они должны быть помещены в 
воздухонепроницаемые пакеты из пластиката с цветными метками. Пакеты 
должны быть уложены в прочные контейнеры. При возникновении 
необходимости перевозки этих контейнеров в другое место они должны быть 
помешены в воздухонепроницаемые контейнеры с прочным дном до выноса из 
лаборатории.     

10)    Лабораторную одежду, халаты или форму надо использовать только для работы 
в лаборатории. Такая одежда не используется вне лаборатории, офисах, 
библиотеке, комнатах отдыха и столовых и др. Деконтаминация проводится 
специальными методами.  

11)    Носить открытую обувь в лаборатории не допускается.  

12)    Запрещается класть лабораторную одежду в шкафах, где хранится выходная 
одежда. 

13)    С целью защиты глаз и лица от брызг и повреждающих предметов нужно 
использовать очки безопасности, маски и другие защитные средства.   

14)    В рабочую часть лаборатории допускаются только те сотрудники, которые 
прошли инструктаж о потенциальной опасности и одновременно 
удовлетворяют специальные требования допуска. Во время проведения работ 
двери лаборатории должны быть заперты. Право на вход в помещение для 
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животных должны иметь только определённые лица. Дети в рабочую часть 
лаборатории не допускаются.  

15)    Должны проводиться мероприятия против членистоногих и грызунов.  

16)    Животные, не предназначенные для лабораторной работы, не должны 
находиться в лаборатории или вблизи лаборатории.  

17)    Использование гиподермических игл и шприцов должно ограничиваться 
парентеральными инъекциями животных и взятием у них аспирационных 
жидкостей. Их использование для выкачивания содержимого бутылок должно 
быть ограничено (надо употреблять такие бутылки, которые открываются). 
Использование гиподермических игл и шприцов для выкачивания 
инфекционных жидкостей взамен пипеток не допускается. 

18)    Необходимо использовать подходящие для работы перчатки при проведении 
процедур, которые могут вызвать непосредственный контакт с кровью, 
инфекционным материалом или инфицированными животными. Перчатки 
после использования надо снимать в асептическом порядке и до уничтожения 
автоклавировать вместе с другими лабораторными отходами. После этого 
нужно помыть руки. Перчатки многоразового использования должны быть 
выстираны до снятия и после снятия, вычищены и дезинфицированы до того, 
как  их используют в следующий раз (см. 3.5).     

19)    Руководство лаборатории должно быть немедленно оповещено обо всех 
случаях просачивания инфекционного материала и явных или потенциальных 
контактах с ним. Регистрация подобных случаев необходима.  

20)    Необходимо проведение соответствующей медицинской оценки случая, 
назначение надзора и лечения.  

21)    Руководитель лаборатории должен быть уверен, что обучение вопросам 
лабораторной безопасности проведено. Сотрудники лаборатории должны иметь 
свободный доступ к руководству по безопасности или руководству по 
проведению работ, где определена выявленная или потенциальная опасность, 
описаны специфическая практика и процедуры по сведению к минимуму или 
искоренению подобной опасности. Сотрудники должны получать советы и 
наставления относительно опасности, они должны ознакомиться и 
руководствоваться стандартной практикой и процедурами. Руководитель 
должен быть уверен, что сотрудники хорошо осведомлены об этом.  

 

  
     Рис. 1.  Международный знак биологической 

опасности 
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3.3. Одежда, необходимая в лаборатории 

Одежда и оснащение индивидуальной защиты исполняют роль барьера и уменьшают 
риск обрызгивания и случайной инокуляции.Одежда и оснащение зависит от 
характера проводимой работы. Защитную одежду нужно носить во время работы в 
лаборатории. До выхода из лаборатории надо снять защитную одежду и вымыть 
руки. В таблице представлены некоторые виды оснащения индивидуальной защиты и 
их защитное действие.   

Оснащение индивидуальной защиты 

Оснащение  От какой опасности 
защищает 

Характеристики 

Лабораторные 
халаты, фартуки, 
спецодежда 

Контаминация одежды Застёгиваются на спине 

*Покрывают одежду 

Пластикатовые 
фартуки 

Контаминация одежды *Водонепроницаемые 

Обувь  Обрызгивание *Защита ступней 

Маски для 
защиты лица 

Обрызгивание Интактные линзы (они должны 
быть оптически скорректированы 
или закреплены на 
коррекционных  очках)  

Боковые щиты 

Щиты для лица Обрызгивание Закрывает всё лицо 

Респираторы Ингаляция аэрозолей  Существующие формы включают 
колпак, маску, защищающую 
половину лица или всё лицо 

Перчатки Случайный прямой 
контакт 

Из латекса или винила 
Одноразовые 

 Случайный укол или 
порез 

Защита рук 

Лабораторные халаты, фартуки, спецодежда
Предпочтительно носить  лабораторные халаты, которые полностью застёгиваются 
пуговицами. Расстёгивающиеся на спине фартуки или спецодежда с длинными 
рукавами защищают гораздо лучше, чем лабораторные халаты, и более удобны для 
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работы в микробиологических лабораториях и кабинетах биологической 
безопасности. В случае необходимости в более высокой защите, например, при 
разливании химикатов или биологических материалов, крови или культуральной 
жидкости, поверх лабораторных халатов следует надевать фартуки.   

Маски для защиты лица, очки безопасности, щиты для лиц
Выбор средств защиты глаз и лица от брызг и прикосновений зависит от 
выполняемой работы. Можно пользоваться специальными рамами, в которых линзы 
вставляются с передней стороны. Они  должны быть из небъющегося материала и 
должны быть защищены сбоку щитами (очки безопасности). Защитные очки 
надеваются поверх обычных, оптических очков, что не защищают от биологической 
опасности. Щиты для лица (визиры) изготовляются из небъющегося пластиката и 
закрепляются перед лицом с помощью шин или шапки. 

Респираторы
Защита с помощью респираторов необходима при проведении очень опасных 
процедур (например, при вычистке разлитого инфекционного материала). При 
выборе типа маски или респиратора необходимо учитывать тип опасности. 
Существуют респираторы со сменными фильтрами, которые защищают от газов, 
паров, частиц и микроорганизмов. Следует отметить, что от микроорганизмов 
защищает только фильтр HEPA, и очень важно, чтоб фильтр был подогнан к 
правильно выбранному типу респиратора. Для достижения оптимальной защиты 
респиратор ко всем операторам должен быть индивидуально подогнан и испытан. 
Респираторы полной защиты, со встроенной системой воздухоснабжения, 
осуществляют полную защиту. Для правильной подборки типа респиратора 
необходим совет квалифицированного лица. 

Перчатки
При проведении лабораторных работ возможны случаи заражения рук. Также 
возможны порезы рук острыми предметами. Одноразовые перчатки хирургического 
типа из латекса или винила широко используются для общелабораторных работ, а 
также для работы с инфекционными агентами, кровью и жидкостями тел. Можно 
пользоваться и многоразовыми перчатками, но надо обращать внимание на то, как 
они моются, снимаются, чистятся и дезинфицируются. После контакта с 
инфекционными материалами, работы в кабинете биобезопасности и до выхода из 
лаборатории перчатки нужно снять, а руки тщательно вымыть. Использованные 
одноразовые перчатки должны быть уничтожены вместе с инфекционными 
лабораторными отходами. У работников, пользующихся латексовыми перчатками, 
особенно с тальком, отмечаются аллергические реакции, повышенная 
чувствительность. При наличии такой проблемы нужно воспользоваться 
латексовыми перчатками без талька, или же виниловыми перчатками. Если 
существует опасность контакта с острыми предметами, нужно пользоваться 
сетчатыми перчатками из нержавеющей стали. Надо отметить, что такие перчатки 
защищают руки от порезов, но не от уколов иглы.  
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3.4. Оборудование, соответствующее стандартам биобезопасности 

Ответственность
Директор лаборатории после консультации с лицом, ответственным за 
биобезопасность, и Комитетом биобезопасности должен обеспечить лабораторию 
соответствующим оборудованием контроля биобезопасности. 

Рабочий режим
Оборудование должно быть: 

• изготовлено и подогнано так, чтоб максимально ограничить контакт между 
оператором и инфекционным материалом; 

• изготовлено из материала, не пропускающего жидкость и устойчивого к 
коррозии;  

• собрано, сконструировано и смонтировано так, чтоб его легко было 
использовать, чистить, деконтаминировать и сертифицировать; 

• не вызывающий шума, без острых краев, с безопасными движущимися 
частями. 

Лицо, отвечающее за биобезопасность, обязано регулярно проверять исправность, 
соответствие использования и готовность к проведению анализа следующего 
оборудования по обеспечению биобезопасности:   

• пипеток (чтобы не пипетировать ртом);  
• кабинета биобезопасности, который используется тогда, когда: 

                 - имеем дело с инфекционным материалом; 

                 - увеличен риск воздушно-капельной инфекции;  

                 - проводятся процедуры, при которых выделяется большое количество                                     
.                                                                                                                                                                                                                                   аэрозоля;  

• пробирок и бутылок с завинчивающимися  крышками;  
• автоклавов и другого оборудования, используемых для обезвреживания 

инфекционного материала;  
• пластических одноразовых пастеровских пипеток (использование 

стеклянных пипеток не рекомендуется).  

3.5. Дезинфекция и химическая холодная стерилизация 

Химические дезинфектанты
В качестве дезинфектантов и антисептических средств можно использовать большое 
количество химических соединений. Их обязательно нужно подбирать по 
назначению. Их необходимо хранить, использовать и уничтожать в соответствии с 
инструкциями производителя. Бактерицидное действие многих химических 
соединений активизируется на высоких температурах. Но при этом высокая 
температура ускоряет их испарение и легче разрушает их. Использование и хранение 
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таких соединений в тропических странах осуществляется в особом порядке, так как 
срок их годности может быть сокращён из-за высокой температуры.   

Многие бактерициды могут наносить вред человеку и природе. Поэтому их нужно 
подбирать, использовать и уничтожать с большой осторожностью. В  процессе 
изготовления рабочих растворов химических бактерицидов для соблюдения личной 
безопасности  рекомендуется использовать перчатки, фартуки и средства защиты 
глаз. Регулярное использование химических дезинфектантов для очистки полов, стен, 
аппаратуры и мебели, за исключением вспышек эпидемий, необязательно.   

Дезинфекционная аппаратура
Чувствительная к температуре. 

Дезинфектанты, дезинфицирование 
Примечание: необходимо регулярно проводить предварительную «очистку» 
материалов и оборудования до проведения любой дезинфекции. На то есть две 
главные причины:  

• уменьшается число микроорганизмов; 
• позволяет избежать преципитации белков при использовании 

высокоэффектных дезинфекционных средств.  

Из вышесказанного следует, что надо дезинфицировать только «чистые» материалы.  

Предварительная очистка лабораторных материалов
На деле очистка означает удаление видимых загрязнений и пятен.  Это значит: а)  
мойку щётками, употребление пылесоса, вытирание пыли сухим материалом или б) 
мытьё водой с мылом или моющим средством. Если риск контакта людей или 
животных с зараженным патогенами материалом велик, материал предварительно 
надо хорощо помыть. Такая обработка обязательна, так как микроорганизмы могут 
покрыться грязью и стать недосягаемыми для химических дезинфектантов. В таких 
случаях для достижения надлежащей дезинфекции и стерилизации предварительная 
очистка необходима. Кроме того, активность некоторых дезинфектантов проявляется 
только с предварительно очищенным материалом. Предварительную очистку следует 
проводить с осторожностью, чтобы избежать контакт с инфекционными агентами и 
получить возможность дальнейшего использования химически совместимых с 
дезинфектантом веществ, Следует отметить, что часто для предварительной очистки 
и дезинфекции используется одни и те же дезинфектанты.  

Основные химические дезинфектанты

• хлор;  
• дихлороизоцианурат натрия;  
• хлорамин; 
• двуокись хлора; 
• формальдегид; 
• глутаральдегид; 
• феноловые соединения; 
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• четвертичные аммониевые соединения;  
• спирты; 
• йод; 
• перекись и надкислота водорода.   

Хлор (гипохлорит натрия)  
Хлор является быстродействующим, легкодоступным оксидантом с широким 
спектром действия. Обычно он продаётся в виде отбеливателя - водного раствора 
гипохлорита натрия (NaOCl). Его можно разбавить водой для получения различной 
концентрации свободного хлора. Хлор, особенно в виде отбеливателя, является 
сильным окисляющим агентом и вызывает коррозию металлов. Его активность 
значительно уменьшается в случае воздействия на органические вещества (белки).    
При хранении большого количества отбеливателя или разбавленного рабочего 
раствора в открытых контейнерах, особенно на высоких температурах, происходит 
испарение хлорного газа, что понижает его бактерицидное воздействие. Частота 
смены рабочих растворов отбеливателя зависит от силы воздействия дезинфектанта, 
типа (с крышкой или без крышки) и размера  контейнера, частоты и характера 
употребления раствора, внешних условий, поэтому необходимо каждодневное 
приготовление свежих разбавленных растворов.  Растворы, которые употреблаются 
за день несколько раз с материалом, содержащим большое количество органических 
веществ, надо менять каждый день, а менее насыщенные растворы можно 
употреблять в течение всей недели.    

Дезинфектант, который употребляется всей лабораторией для разнообразного 
использования, приготовляется способом разбавления, в котором концентрация 
свободного хлора составляет 1 г/л. Более насыщенный раствор, в котором 
концентрация хлора составляет 5 г/л, используется в случае проливания 
биологически опасного материала и дезинфекции больших объёмов органического 
материала. Раствор гипохлорита натрия, в котором свободный хлор содержится в 
концентрации 5 г/л, рекомендуется в аварийных случаях с такими вирусами, как 
Хантавирус, Ласса и Эбола.  

Растворы гипохлорита натрия - бытовые отбеливатели в основном поставляются с  
концентрацией свободного хлора 50 г/л. Поэтому их нужно разбавлять в пропорциях 
1:50 или 1:10 для получения окончательной концентрации 1 г/л или 5 г/л.  

Производственные растворы отбеливателя поставляются с концентрацией 
свободного хлора 120 г/л, и поэтому для получения дезинфектанта требуемой 
концентрации их нужно также соответственно разбавить.  

Обычно гранулы или таблетки гипохлорита кальция (Ca(ClO)2) содержат свободный 
хлор в концентрации 70%. Приготовленные из гранул или таблеток растворы, 
разбавленные до концентрации 0,7-1,4 и 7,0 г/л, содержат соответственно 1 г/л или 5 
г/л свободного хлора.  

Использовать отбеливатели как антисептики нерекомендовано, но возможно его 
применение как дезинфектанта общего употребления, а также для обработки 
материалов, не содержащих контаминированный металл. Во время аварийных 
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случаев для дезинфекции можно использовать раствор питьевой воды с содержанием 
свободного хлора  в соотношении 1-2 мг/л. 

Примечание: Хлорный газ высокотоксичен. Поэтому отбеливатель нужно хранить 
только в хорошо проветриваемых местах. Кроме того, для предотвращения быстрого 
образования хлорного газа  отбеливатель не должен смешиваться с кислотами. 
Многие продукты, содержащие хлор, могут нанести вред людям и окружающей 
среде. Поэтому небрежное употребление хлорных дезинфектантов, в частности, 
отбеливателя, недопустимо.   

Дихлороизоцианурат натрия  
Дихлороизоцианурат натрия (NaDCC) в виде порошка содержит 60% свободного 
хлора. В растворе, приготовленном из порошка NaDCC и разбавленного до 1,7 г/л 
или 8,5 г/л, свободный хлор будет содержаться в количестве 1 г/л или 5 г/л. Обычно 
каждая таблетка NaDCC содержит эквивалент 1,5 г свободного хлора. Растворив в 
воде 1-у таблетку или 4 таблетки, получим раствор требуемой концентрации - 1 г/л 
или 5 г/л. Хранение NaDCC в виде порошка или таблетки безопасно. Твёрдый 
NaDCC можно использовать для обработки пролитой крови или других биологически 
опасных растворов. Его нужно нанести и оставить на зараженное место минимум на 
10 минут до удаления.   

Хлорамин 
Хлорамины поставляются в виде порошка,  в котором содержание свободного хлора 
составляет приблизительно 25%. Хлорамины выделяют хлор медленнее, чем 
гипохлориты. Для достижения должного эффекта необходима более высокая 
концентрация хлорамина. С другой стороны, по сравнению с гипохлоритами 
растворы хлорамина труднее инактивируются в результате взаимодействия с 
органическим материалом. Как для «грязных», так и для «чистых» случаев хлорамин 
употребляется в концентрации 20 г/л. Обычно растворы хлорамина не имеют запаха. 
Погруженные в хлорамин предметы надо хорошо промыть водой, чтобы удалить 
остатки добавок Т-хлорамина (тозихлорамина натрия). Раствор хлорамина с 
содержанием свободного хлора 1-2 мг/л используется также для дезинфекции 
питьевой воды.        

Двуокись хлора 
Двуокись хлора является  сильным и быстродействующим дезинфектантом. При 
более низкой концентрации его активность по сравнению с хлором проявляется чаще 
в виде отбеливателя. Обычно для получения раствора для лабораторного 
использования смешиваются две разные компоненты - соляная кислота (HCl) и 
хлорит натрия (NaClO2). В случае использования этого дезинфектанта  важную роль 
играет стабильность, и при его использовании необходимо учитывать совместимость 
и коррозийность материалов. 

Формальдегид 
Формальдегид (HCHO) - газ, который проявляет активность в отношении всех 
микроорганизмов и спор на температуре выше 200C. Формальдегид не активен в 
отношении прионов. Он действует сравнительно медленно и действует в условиях 
относительной влажности примерно 70%. Коммерчески формальдегид поставляется 
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как твёрдый полимер - параформальдегид в виде таблеток во флаконах, или в виде 
формалина - водно-газового раствора в концентрации 370 г/л (37%), к которому в 
качестве стабилизатора добавляют метанол (100мл/л). Все разновидности 
формалдегида  нагревают для высвобождения  газов, которые используются для 
обезвреживания и дезинфекции замкнутых пространств, например, кабинетов и 
комнат биологической безопасности. Формальдегид (5%-ный формалин в воде) 
можно использовать как жидкий дезинфектант.     

Примечание: предполагают, что формальдегид является канцерогеном. Он имеет 
резкий запах, и его испарения могут вызвать раздражение глаз. Именно поэтому его 
нужно хранить и применять в вытяжных шкафах и хорошо проветриваемых местах. 
До его применения необходимо ознакомиться с правилами химической безопасности.  

Глутаральдегид 
Глутаральдегид (OHC(CH2)3CHO), как и формальдегид, проявляет активность в 
отношении вегетативных бактерий, спор, грибов, липидных и нелипидных вирусов. 
Он не вызывает коррозию и действует быстрее, чем формальдегид, хотя для 
уничтожения спор бактерий требуется несколько часов. Коммерчески он 
поставляется как жидкость в концентрации 20 г/л (2%). Для большинства из них 
требуется активизация (создание щелочной среды) соединениями бикарбоната. 
Обычно бикарбонат продаётся вместе с формальдегидом. Активированный раствор 
можно использовать в течение 1-4 недель в зависимости от формулы, типа и частоты 
использования. К некоторым продуктам прилагается индикатор активности, который 
даёт лишь поверхностное представление об уровне активного глутаральдегида в 
использованном растворе. В случае помутнения глутаровых растворов их 
употребление не рекомендуется. 

Примечание: известно, что глутаральдегид токсичен и раздражающе действует на 
кожу и слизистую оболочку, поэтому надо избегать контакта с ним. Не 
рекомендуется опрыскивание им внешних объектов. До его применения необходимо 
ознакомиться с правилами химической безопасности.  

Феноловые соединения 
Феноловые соединения, большая группа агентов, раньше всех были использованы в 
качестве дезинфектантов. По современным понятиям безопасности их употребление 
ограничено. Они проявляют активность в отношении вегетативных форм бактерий и 
липидных вирусов, а также в отношении микобактерий, хотя не активны в 
отношении спор. Их активность в отношении нелипидных вирусов проявляются по-
разному. Феноловые продукты употребляются для деконтаминации внешних 
объектов, некоторые из них(например, триклозан и хлороксиленол)  являются 
широко распространёнными антисептиками. Триклозан часто входит в состав средств 
для мытья рук. На его основе создано большое количество широко используемых 
дезинфектантов. Обычно они используются при отсутствии гипохлоритов. При 
разбавлении необходимо учитывать рекомендации производителя. Они проявляют 
активность в отношении вегетативных бактерий и безвредны для кожи и слизистых 
оболочек. Следует отметить, что, по лабораторным исследованиям, бактерии 
резистентны к низким концентрациям триклозана, а также к некоторым типам 
антибиотиков. Важность этого открытия остается невыясненной.  
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Примечание: компоненты фенола не рекомендуются использовать для 
поверхностей, контактирующих с пищей, их нельзя применять в местах нахождения 
детей (они проникают через кожу, всасываются резиновыми игрушками).  

Четвертичные аммониевые соединения  
Множество типов четвертичных аммониевых соединений применяются в виде 
смесей, часто в комбинации с такими дезинфектантами, как спирты. Они проявляют 
активность в отношении вегетативных форм бактерий и липидных вирусов. 
Некоторые типы (например, хлорид бензалкония) применяются в качестве 
антисептика.   

Примечание: бактерицидную активность некоторых типов четвертичных 
аммониевых соединений значительно снижают соединения органического 
происхождения, жёсткая вода и анионные моющие средства. Поэтому при выборе 
агента для предварительной очистки, собираясь проводить дезинфекцию 
четвертичными аммониевыми соединениями, надо проявлять осторожность. Из-за 
низкого уровня естественного распада эти соединения могут накопляться в 
окружающей среде.   

Спирты  
Этанол (этиловый спирт, C2H5OH) и 2-пропанол (изопропиловый спирт 
(CH3)2CHOH) обладают идентичными дезинфицирующими свойствами. Они 
проявляют активность в отношении вегетативных форм бактерий, грибов и липидных 
вирусов, но не активны в отношении спор. Их активность в отношении липидных 
вирусов неоднородна. Более высокую активность проявляет приблизительно 70%-
ный (м/м) водно-спиртовый раствор. Более высокие или низкие концентрации менее 
бактерицидны. Основное преимущество водно-спиртовых растворов состоит в том, 
что они не оставляют отходов на обработанных предметах.    

Смеси с другими агентами, например, 70%-ный спирт с содержанием формальдегида 
в соотношении 100 г/л и спирт с содержанием свободного хлора в соотношении 2 г/л 
более активны, чем только спирты. 70%-ный (м/м) водно-спиртовый раствор можно 
использовать для обработки кожи, рабочих поверхностей лабораторных столов и 
кабинетов биологической безопасности, а также для погружения маломерных частей 
хирургических инструментов. Во время нанесения на кожу контакт должен 
продолжатся  не менее 10-и секунд, а на внешних объектах - не менее 3-х минут. Так 
как спирт может высушить кожу, в нём часто добавляются смягчители. Средства для 
чистки рук, изготовленные на спирте, рекомендованы для малозагрязнённых рук при 
обстоятельствах, когда мытьё рук нежелательно или невозможно. Следует помнить, 
что этанол неэффективен в отношении спор и может уничтожать не все типы 
нелипидных вирусов. 

Примечание: Спирты являются испаряющимися и воспламеняющимися веществами, 
поэтому их нельзя использовать вблизи огня. Рабочие растворы следует хранить в 
соответствующих контейнерах для избегания испарения. Спирты могут повредить 
резину и растворить некоторые виды клея. Надлежащее хранение этанола в 
лаборатории предотвратит его применение не по назначению, в частности, для 
недезинфекционных работ. 
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Йод и йодофоры 
Эти дезинфектанты действуют так же, как  хлор, хотя при контакте с материалами 
неорганического происхождения они почти незначительно сбавляют активность. Йод 
может окрасить ткани и наружные поверхности, поэтому его использование для 
дезинфекции практически невыгодно. С другой стороны, йодофоры и настойки йода - 
хорошие антисептики. Поливидон-йод является надежным и безопасным 
хирургическим моющим средством, а также антисептиком для обработки кожи перед 
операцией. Обычно антисептики, изготовленные на йоде, непригодны для обработки 
медицинских/стоматологических инструментов. Использование йода для алюминия и 
меди недопустимо.  

Примечание: йод может быть токсичным. Приготовленные на йоде продукты 
должны храниться на температуре 4-100С для предотвращения роста потенциально 
вредоносных бактерий в них.  

Перекись и надкислота водорода  

Перекись (H2O2) и надкислота водорода, подобно хлору, являются сильными 
окислителями и потенциальными дезинфектантами широкого спектра. По сравнению 
с хлором они более безвредны для людей и внешней среды. Перекись водорода 
продаётся в виде 3%-ного или 30%-ного водного раствора, и для применения его 
нужно разбавить в 4-10-кратном количестве стерильной воды. Следует отметить, что 
такие 3-6%-ные растворы перекиси водорода действуют довольно медленно и их 
бактерицидная активность ограничена. В настоящее время поставляются продукты, в 
которых добавлены другие ингредиенты для стабилизации, ускорения 
бактерицидного действия и уменьшения коррозийности перекиси водорода. Перекись 
водорода можно использовать для обработки рабочих поверхностей лабораторных 
столов и кабинетов биологической безопасности. Более сильные растворы 
применяются для дезинфекции чувствительных к температуре 
медицинских/стоматологических итструментов. При использовании парообразной 
перекиси водорода, или перуксусной кислоты (CH3COOOH) для дезинфекции 
чувствительных к температуре медицинских/хирургических инструментов требуется 
специальное оборудование.    

Примечание: перекись и надкислота водорода вызывают коррозию таких металлов, 
как алюминий, медь, цинк или латунь. Они изменяют цвет тканей, волос, кожи и 
слизистой оболочки. Для предотвращения контакта с глазами и слизистой оболочкой 
обработанные предметы надо хорошо сполоснуть водой. Эти соединения всегда 
должны содержаться вдали от высокой температуры и света. 

3.6. Сухая стерилизация 

«Сухая» горячая стерилизация является самым распространённым физическим 
методом обезвреживание патогенов. «Сухая» горячая стерилизация  не вызывает 
коррозию металлов. Именно поэтому она применяется для обезвреживания такого 
лабораторного оборудования, которое в течение 2-4-х часов выдерживает 
температуру >160°C.   
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Стерилизация
Стерилизация происходит в печи. Производители печей, как правило, поставляют 
потребителю график соответствующей времени и температуры. Обычно 
рекомендуется температура 160°C в течение двух часов.  

Сухой горячей стерилизацией производится деконтаминация: 

• оборудования, контакт которого с водой нежелателен;  
• материала из стекла; 
• оборудования больших размеров 

(которое не помещается в 
автоклаве)  

Контроль стерилизации

При каждой стерилизации нужно 
использовать бумажные полоски, которые 
чувствительны к температуре. Они меняют 
свой цвет (в зависимости от времени и 
температуры), и с учётом этого можно 

судить о качестве стерилизации. Все индикаторы должны быть вклеены в журнал 
регистрации сухой горячей стерилизаци, с помощью которого все процессы 
стерилизации будут взяты на учёт.  

Инсинерация 
Инсинерация - это уничтожение скелетов животных, анатомического материала и 
других лабораторных отходов путём сжигания после предварительного 
обезвреживания (рекомендуется) или без этого. Применение инсинерации взамен 
автоклавирования разрешается только тогда, когда инсинератор подчиняется 
контролю лаборатории, оснащен надёжным механизмом температурного контроля и 
располагает вторичной камерой сжигания. Многие инсинераторы, особенно 
однокамерные, не пригодны для уничтожения инфекционного материала, скелетов 
животных и пластмасс. Такой материал не уничтожается полностью, и выхлопы 
могут загрязнить атмосферу микроорганизмами, токсичными отходами и дымом. 
Нужно отметить, что существует множество вполне удовлетворительных 
разновидностей камер сжигания. В идеальном случае температура в первой камере 
должна быть не менее 800°C, а во вторичной камере - не менее 1000°C. 
Предназначенный для уничтожения материал должен быть перенесён в инсинератор 
в пакетах (желательно в пластикатовых пакетах) даже после предварительного 
обезвреживания. Персонал, который обслуживает инсинератор, должен быть хорошо 
знаком с правилами загрузки инсинератора и контроля температуры. Нужно отметить 
и то, что эффективность операции во многом зависит от того, как при этом точно 
будут определены и обрабатываемые материалы, и отходы.  
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3.7. Влажная стерилизация 

Вступление
Самым эффективным средством «Влажной» стерилизации, или стерилизации 
горячим паром является автоклавирование.   

Кипение не всегда убивает все микроорганизмы и/или патогены. Хотя его можно 
использовать как минимальное средство дезинфекции, когда применение других 
методов (химической стерилизации, деконтаминации или автоклавирования) 
невозможно или недоступно.  

Стерильные предметы надо хранить так, чтобы они до применения не загрязнялись. 

Автоклавирование
Пар под давлением (автоклавирование) является наиболее эффективным и надёжным 
способом стерилизации лабораторных материалов. В большинстве случаев полная 
стерилизация правильно загруженных автоклавов достигается посредством 
следующих циклов:  

• 3-х минутная выдержка на 134°C; 
• 10-и минутная выдержка на 126°C; 
• 15-и минутная выдержка на 121°C; 
• 25-и минутная выдержка на 115°C. 

Нужно отметить, что в паспорте каждого автоклава указан определённый для него 
режим стерилизации.  

Ниже приведены примеры автоклавов разных типов.  

Гравитационные автоклавы 
В гравитационных автоклавах пар заходит под давлением и изгоняет более тяжёлый 
воздух через кран, который расположен в нижней части камеры и оснащён фильтром 
HEPA.  

Вакуумные автоклавы 
Эта установка даёт возможность выкачивания  воздуха до входа пара. Воздух 
выкачивается через кран, который оснащён фильтром HEPA. В конце цикла пар 
образуется автоматически. Вакуумные автоклавы работают на температуре 134°C, и, 
соответственно, продолжительность цикла уменьшается до 3-х минут. Этот аппарат 
идеален для пористых предметов, но его использование для жидкостей невозможно 
из-за наличия вакуума. 

Печи-автоклавы 
Их применение оправдано только тогда, когда нет фильтрового автоклава. Они 
загружаются сверху и разогреваются газом, электричеством или другими видами 
топлива. Пар образуется при кипении воды, залитой в нижней части автоклава. 
Воздух изгоняется через вентиль, установленный в верхней части. После полного 
вытеснения  воздуха из камеры вентиль закрывается и включается нагреватель. 
Возрастание давления и  температуры происходит только при открытом вентиле 
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безопасности. Именно это и является началом отсчёта времени. В конце цикла 
нагреватель закрывается и до открытия крышки температура падает до 80°C. 

Загрузка автоклавов 

Материалы в камеру следует загружать неплотно, чтоб пар свободно проникал и 
воздух легко изгонялся. Пар должен касаться содержимого контейнера.   

Правила безопасности при использовании автоклавов  
С камерами высокого давления необходимо соблюдать следующие правила 
безопасности:  

Каждодневным уходом и эксплуатацией установки должен заниматься 
квалифицированный работник. Программа профилактического ухода подразумевает 
ежегодную инспекцию и контроль камеры, дверных запоров и всех вентилей 
квалифицированным персоналом;  

Пар должен вырабатываться, и он не должен содержать коррозийные ингибиторы 
или другие химические вещества, загрязняющие стерилизационный материал;  

Для автоклавирования весь материал должен быть помещен в контейнеры, что даёт 
возможность лёгкого вытеснения воздуха и проникновения пара. Не следует плотно 
закрывать контейнер, чтоб пар свободно проникал внутри контейнера;  

В тех автоклавах, которые не оснащены защитным механизмом для закрывания 
дверей, основной паровой вентиль должен оставаться закрытым до отпирания двери, 
а температура должна упасть до 80°C;     

Во время открывания автоклава операторы должны применять специальные перчатки 
и очки даже тогда, когда температура спадет ниже 80°C;  

При каждом автоклавировании необходимо размещение биологического индикатора 
или термоэлектрического инструмента в центре каждого отдельного груза. 
Регулярный мониторинг с помощью термоэлектрического инструмента и 
записывающих средств желателен даже при «самой худшей» загрузке, чтобы верно 
определить цикл операции;   

При возможности желательно ежедневно доставать и чистить защитный фильтр 
вентиля; 

Нужно убедиться, что защитный фильтр вентиля печей-автоклавов, работающих под 
давлением, не закупорен бумагой от груза, и т. д. 
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Контроль процесса

 
Так же, как и во время сухой горячей стерилизации, при каждой стерилизации нужно 
применять чувствительные к температуре бумажные полоски-индикаторы. 
Изменение цвета индикатора (с учетом времени и температуры) зависит от качества 
стерилизации. Все индикаторы должны быть вклеены в журнал регистрации сухой 
горячей стерилизации, с помощью чего все процессы стерилизации будут взяты на 
учёт.  

Специалист регулярно должен проверять исправность манометра и достоверность 
показаний.  

3.8. Лабораторные халаты, полотенца, стирка ткани  

Лабораторная одежда многоразового использования стирается не так, как обычная 
одежда. Необходимо соблюдение следующих правил:  

• рекомендуется предварительное дезинфицирование одежды, для этого eё 
погружают в дезинфектант (см. 3.5); загрязнённые области одежды до 
стирки обрабатываются также; 

• не допускается стирка лабораторной одежды в домашних условиях;  
• лабораторную одежду стирают только вместе с другой лабораторной 

одеждой. 
Частота стирки: 

• полотенца - каждый день;  
• лабораторные халаты - раз в неделю.  
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• В случае загрязнения одежду надо немедленно выстирать. 

3.9. Мытьё рук 

  
При работе с биологически опасным материалом всегда нужно надевать перчатки. 
Надо отметить, что перчатки не снимают необходимость регулярного и правильного 
мытья рук.  

Руки надо мыть   

• до и после взятия материала;   после проведения микробиологических 
манипуляций;  

• до и после приёма пищи или напитков;  
• до и после туалета;  
• в конце рабочего дня, после завершения очистки лаборатории.  

Обычно рекомендуется жидкое мыло. Оно не должно содержать антисептик, 
хлоргексидин или йод.  

Примечание: надо быть осторожным, чтоб не перепутать некоторые антисептики, 
например, гипохлорит и хлоргексидин, или йод и меркурохром.  

Процедура

1)   Откройте кран. 

2)   Намочите руки и запястья.  

3)   Нанесите на руки несколько миллилитров мыла. 

4)   Хорошо вымойте руки в течение 2-3 минут, особенно между пальцами, а также 
ногти и ладони. Не надо пользоваться  щёткой.  

5)   Ополосните руки чистой водой. Эта процедура имеет большое значение, так как 
именно при этом происходит удаление грязи. При надобности ещё раз 
намылите руки и ополосните водой.  

6)   Хорошо вытрите руки, препочтительно пользоваться бумажным полотенцем.  
Кран следует закрывать с полотенцем в руках. Если нет бумажных полотенец, 
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можно пользоваться тканевыми полотенцами, которые надо менять и 
дезинфицировать каждый день.  

Рекомендуются краны, которые открываются локтем или ногой. Краны надо 
открывать/закрывать  полотенцем, чтобы не загрязнять уже вымытые руки.   

3.10.  Уборка лаборатории, включая пол и полки  

См. главу 3.5, в которой перечислены материалы, используемые для предварительной  
очистки и уборки лаборатории.   

3.11.  Процедуры, проводимые в случаях увечий и повреждений 

Случайная инъекция, раны и провреждения кожи
Лицо, получившее повреждение, должно скинуть защитную одежду, вымыть руки и 
обработать повреждённую часть тела соответствующим дезинфектантом, после чего 
надо пройти  в комнату первой помощи и сообщить лицу, ответственному за 
безопасность, о ране и возбудителе, с которым работали. В случае необходимости 
следует проконсультироваться с врачом. Необходимо сделать достоверную и полную 
запись о происшедшем.  

Случайное проглатывание или всасывание потенциально опасных веществ
Лицо, с которым это случилось, должно скинуть защитную одежду  и пройти в 
комнату первой помощи, после чего надо сообщить врачу наименование вещества  и 
следовать его совету. Необходимо сделать достоверную и полную запись о 
происшедшем.  

Образование потенциально опасных аэрозолей (за пределами кабинетов 
биобезопасности)  
Лица, находящиеся в зоне загрязнения, должны оставить ее немедленно, те лица, 
которые попали под воздействием патогена, должны обратиться к врачу. О 
происшествии нужно немедленно сообщить руководству лаборатории и уведомить 
офицера по безопасности. Запрещается входить  в комнату по крайней мере в течение 
одного часа, чтоб предотвратить рассеивания аэрозоля и дать осесть тяжёлым 
частицам. На входе нужно поместить знак, что вход воспрещён. После истечения 
часа нужно провести обезвреживание под наблюдением офицера по безопасности. 
Необходимо использовать соответствующую защитную одежду и респираторы.    

Разбитые и разлитые инфекционные вещества, включая культуры

Разбитые предметы, включая флаконы и контейнеры, или разлитый инфекционный 
материал нужно накрыть тканью или бумагой, залить дезинфектантом на 30 минут. 
После этого тканевые или бумажные полотенца нужно выбросить вместе с разбитой 
культурой. Осколки стекла надо брать пинцетом. Зараженную область надо 
обработать дезинфектантом. В случае если осколки выброшены в мусорный ящик, 
необходимо провести автоклавирование мусорного ящика, или всё  надо поместить в 
соответствующий дезинфектант в течение не менее чем 24-х часов. Тканевые или 
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бумажные полотенца, использованные для очистки, нужно поместить в контейнер 
контаминированных отходов.  

3.12.  Процедуры, проводимые во время биоопасности 

Пожар, наводнение и природные катаклизмы

В разработку плана  неотложных случаев необходимо включить пожарные и другие 
службы.Они заранее должны знать, в каких комнатах находятся материалы, которые 
могут быть инфицированы.     

В случае наводнения или других природных катаклизмов (включая землетрясение) 
государственным службам или местным службам неотложной помощи сообщается о 
потенциальной опасности в/или вблизи лабораторных зданий. Представители этих 
учреждений должны входить в лабораторию только в сопровождении обученного  
персонала. Культуры и инфекционный материал следует поместить в герметически 
закрытые ящики или прочные одноразовые сумки. Решение о хранении или 
уничтожении этого материала должны принимать сотрудники, которые занимаются 
вопросами безопасности.     

Вандализм
Вандализм бывает разным (например, повреждают вивариумы). Самое хорошее 
средство защиты от него - прочные двери, надёжные замки и строгий контроль над 
входом. Желательно оснащать окна сетками и сигнализацией. При случаях 
вандализма надо поступать так, как при других несчастных случаях.  

Неотложные службы: к кому обращаться
Около телефонных аппаратов надо поместить следующие телефонные номера и 
адреса:  

• учреждения или лаборатории, где вы работаете (лицо, которое звонит, 
может не знать точный адрес и телефонный номер учреждения или 
лаборатории);   

• ответственного лица за биобезопасность;  
• пожарной охраны; 
• больницы/амбулатории (если не определено заранее, в какую больницу 

обращаться, в какое частное отделение, или к какому врачу);  
• полиции; 
• медицинского работника; 
• директора учреждения или лаборатории; 
• инженера; 
• служб водоснабжения, газа и электроснабжения. 

Оборудование неотложной помощи

В лаборатории должны находиться следующе оснащение неотложной помощи:  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

26



• набор для оказания первой помощи, включая универсальные и 
специальные антидоты;  

• носилки; 
• огнетушитель. 

 В зависимости от обстоятельств должны быть также в наличии:  

• респираторы, покрывающее всё лицо, с канистрами соответствующего 
химического и сыпучего фильтра;  

• аппараты для дезинфекции комнат, например, пульверизаторы и 
испарители формальдегида;  

• инструменты, например, молотки, пилы, гаечные ключи, лестницы, 
верёвки;  

• демаркационное оснащение и знаки опасной зоны.  

3.13.  Уничтожение мусора 

Уничтожение лабораторных и медицинских отходов должно проводиться в 
соответствии с «Санитарными нормами сбора, хранения и уничтожения лечебно-
профилактических отходов» (приказ № 300/н от 16 августа 2001 года).  

Процедуры сбора и уничтожения отходов
Необходимо ввести систему идентификации и различия зараженных материалов и их 
контейнеров. 

Их можно делить на следующие категории:  

1) Незараженные (неинфекционные) отходы, которые можно выбрасывать с 
обычным, «бытовым» мусором. 

2)    Зараженные (инфекционные) острые предметы - гиподермические иглы, 
скальпели, ножи, ломаное стекло. Эти отходы, без исключения, собираются в 
прочные, проколостойкие контейнеры с крышками и обрабатываются как 
инфекционный материал. 

3)    Зараженный материал, обезвреживаемый автоклавированием для повторного 
использования или переработки.    

4)    Зараженный материал для автоклавирования и уничтожения. 

5)    Зараженный материал для прямого сжигания.  

 Острые предметы  
Гиподермические иглы должны быть закрыты крышками, их не следует сгибать и 
снимать со шприцов. Весь комплект шприца помещается в контейнер острых 
предметов. Контейнер острых предметов должен быть проколостойким. Его не 
следует заполнять до конца. После того, как контейнер наполнится на три четверти, 
он помещается в контейнер «контаминированные отходы» и уничтожается в 
инсинараторе. Если этого требует лабораторная практика, проводится 
предварительное автоклавирование. Контейнер острых предметов не опорожняется.  
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Одноразовые шприцы, использованные отдельно или с иглой, помещаются в 
контейнер и уничтожаются в инсинераторе. Если нужно, проводится 
предварительное автоклавирование.  

Загрязнённый материал для автоклавирования и дальнейшего использования
Зараженный материал, предназначенный для автоклавирования и повторного 
употребления, не требует никакой предварительной очистки. Всякая очистка должна 
проводиться после автоклавирования или дезинфекции.  

Загрязнённый материал для уничтожения
В отличие от вышеописанных острых предметов, весь зараженный  (инфекционный) 
материал перед уничтожением автоклавируется. До уничтожения его помещают в 
воздухонепроницаемые контейнеры, например, в пластикатовые пакеты с цветными 
ярлыками, которые можно автоклавировать. После автоклавирования материал  
помещают в транспортировочные контейнеры для транспортировки к инсинератору 
или другому месту уничтожения. Если имеется возможность, отходы объектов 
здравоохранения не следует выкидывать на бытовые свалки мусора даже после 
обезвреживания. 

Если инсинератор находится на территории лаборатории, автоклавирование можно 
не проводить: зараженные отходы кладут в специальные контейнеры (например, в 
пакеты с цветными ярлыками) и помещают прямо в автоклав или инсинератор. 
Транспортировочные контейнеры многоразового пользования должны быть 
воздухонепроницаемыми и плотно закрываться. До возвращения в лабораторию для 
дальнейшего пользования их следует продезинфицировать и вычистить.   

Банки, котлы или бочки из небьющегося материала (например, из пластмассы), где 
хранятся приготовленные ежедневно соответствующие дезинфекционные растворы 
(см. 3.5), должны стоять у каждого рабочего места. Отходы должны находиться в 
непосредственном контакте с дезинфекционным материалом (т. е. не должны 
образовываться пузырьки воздуха) и их следует оставлять в дезинфекционном 
растворе в зависимости от времени обработки данным дезинфектантом. После этого 
дезинфекционный раствор заливают в контейнер для автоклавирования и сжигания. 
До повторного использования банки автоклавируются и моются, а твёрдые отходы 
помещаются в контейнер для дальнейшего автоклавирования и уничтожения.  

Инсинерация является одним из методов уничтожения зараженных отходов, в том 
числе и скелетов лабораторных животных. Инсинерацию зараженных отходов можно 
проводить после получения разрешения служб общественного здравоохранения и 
контроля качества воздуха, а также заместителя по вопросам безопасности.  

3.14.  Процедуры холодной цепочки 

• Все реактивы следует хранить в соответствии с рекомендациями 
производителя.  

• В случае прекращения электроснабжения несколько элекроустройств  
(холодильники и  морозильники) должны быть обеспечены генератором. 
Все наиболее термочувствительные реактивы должны храниться в них. 
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Автоматическая система должна обеспечить включение генератора сразу 
при прекращении электроэнергии.     

• Наличие подобной проблемы в ночное время и в выходные дни 
необходимо предусмотреть заранее и чётко сформулировать в стандартной 
процедуре.    

• При наличии значительных проблем с электроснабжением, в том числе и с 
генератором, нужно заранее разработать альтернативную стратегию 
транспортировки материалов и реактивов в другое место.  

• Ежедневный мониторинг температуры должен проводиться по 
стандартным формам (данные на каждую неделю должны фиксироваться в 
одной форме).  

• Система тревоги, которая заработает в случае превышения заранее 
установленного температурного предела, должна быть установлена на все 
основные холодильники.  

• В случае получения реактивов в ночное время или в выходные дни их 
следует транспортировать прямо в главный холодильник НЦОЗКЗ.  

3.15.   Знаки и маркировки в лаборатории  

«Посторонним вход воспрещён» - знак, который должны иметь  все лабораторные 
комнаты, кроме комнаты регистрации.  

Для принятия пробы лучше иметь маленькую форточку в стене или дверях. На входе 
рекомендуется поставить звонок, которым будет пользоваться только персонал для 
входа в лабораторию. 

Для завтрака и курения должна быть выделена отдельная комната. Дверь этой 
комнаты также будут снабжена вывеской.  

На дверях комнаты, где проводится работа с микроорганизмами II-ой группы риска 
или выше, должен быть вывешен международный знак биологической опасности      
Рис. 1.    

3.16. Термические области 

Кондицирование воздуха

Кондицирование воздуха рекомендуется в тех комнатах, где расположены 
термостаты, спектрофотометры и другая чувствительная к температуре аппаратура. 

Вентиляция и освещение
При планировании новых лабораторий следует учитывать механическую 
вентиляцию, которая обеспечит приток воздуха вовнутрь без его рециркуляции. Если 
механическая вентиляция отсутствует, окна должны открываться, и оны должны 
быть оборудованы защитной сеткой от насекомых. Комната не должна иметь 
стеклянный потолок.  
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Холодные комнаты
Не допускается расположение в коридоре холодильников, морозильников (особенно 
с температурой -800С) - это сокращает срок их работы.   

4. Менеджмент приборов 

4.1. Журнал приборов 

Пустой журнал приборов
Ниже приведён образец журнала приборов с перечнем тех необходимых глав, 
которые надо разработать для всех лабораторных приборов.  

1)    Наименование прибора 

2)    Имя производителя/дистрибутора, тип идентификации и серийный номер или 
другие уникальные идентификационные показатели.  

3)    Контактное лицо и номер телефона производителя/дистрибутора.  

4)    Дата получения и дата начала работы прибора.  

5)    Нынешнее месторасположение прибора, если определение этого необходимо.  

6)    Состояние прибора при получении (новый или использованный). 

7)    Инструкция производителя, если она существует.  

8)    Таблица, где приведены характеристики и годность прибора.  

9)    План технического обслуживания прибора.  

10)    Нынешнее состояние прибора: неисправен, исправен, как работает, нуждается 
ли в ремонте и др.  

11)    При надобности дата замены прибора, если ссылка возможна.  

4.2. Ответственность за приборы и организация их ремонта 

Лаборатория должна иметь «лицо, ответственное за приборы» (которое будет 
подчиняться менеджеру по качеству). В идеальном случае - это личность с 
биомедицинским образованием, которая одновременно совмещает должность  
медицинского работника или лаборанта  

Роль и деятельность этого лица многогранна и весьма значительна. Оно должно 
иметь связь: 

• с производителями приборов и/или посредником;  
• с национальной метрологической службой.  

Он отвечает: 

• за процедуры холодной цепочки;  
• за составление рабочего журнала приборов; 
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• за составление легко воспринимаемого руководства по использованию 
приборов;  

• за составление схем ухода за приборами;  
• за хранение минимального набора запасных частей;  
• за проведение с сотрудниками учебного курса по обслуживанию и 

хранению приборов;  
• за принятие решения о списании старых приборов. 

Примечание: существуют лаборатории, заключившие контракт с инженерными 
компаниями. Такие контракты очень важны для обеспечения хорошего качества 
работы приборов. Но подобные службы не могут решать каждодневные вопросы, 
работа над которыми входит в обязанность лица, ответственного за приборы.    

4.3. Метрологические аспекты 

В настоящее время установленных норм калибровки на национальном уровне не 
существует. Соответственно, каждая лаборатория должна выработать свои 
калибровочные схемы. В нижеприведённых главах предоставлена информация об 
общей превентивной проверке, а также перечислены требования к калибровке 
оборудования, которое используется в диагностике кишечных инфекционных 
заболеваний. Они могут быть использованы в качестве основы специфической 
калибровки лаборатории.  

Каждая схема включает мероприятия, периодичность которых должна 
регистрироваться в специальном журнале оборудования (см. 4.1).  

Калибровку аппаратуры (приборов) и других устройств должны проводить службы, 
которые располагают соответствующим разрешением и экспертизой.  

Примечание: в лабораториях, где используется компьютерная техника, можно 
использовать программу “Maintenance scheduler©”.  

4.4. Центрифуга 

Общие требования 

• Правильная работа лабораторных центрифуг является залогом 
микробиологической безопасности.  

• Работа с центрифугой осуществляется по инструкции производителя.  
• Полнапя инструкция использования центрифуг должна находиться на 

доступном месте. Краткий вариант инструкции (резюме) должен быть 
переведен на грузинский язык.  

• Центрифуга должна находиться на такой высоте, чтоб всем было легко 
размещать в ней пробирки.  

• Центрифюжные пробирки  и контейнеры материала должны быть из 
толстого стекла или пластмассы. Центрифугу надо предварительно 
проверить на наличие дефектов.  
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• Для предотвращения проливания исследуемого материала при работе 
ротора центрифюжные пробирки  не должны быть переполнены. 

• После использования гнездо центрифуги надо высушить в перевёрнутом 
положении.    

•  Не допускается открывать центрифугу в рабочем состоянии (до 
отключения ротора), так как центрифуга, кроме видимой загрязнённости, 
выделяет аэрозоли и другие жидкости, которые могут загрязнять руки и 
пальцы.  

Вопросы биобезопасности 
• Для того, чтобы предотвратить проливание образцов при 

центрифугировании, пробирки и контейнеры всегда должны быть плотно 
закрыты. 

• Гнезда центрифуги с пробирками должны быть плотно закреплены и 
уравновешены  Для уравновешивания  используется дистиллированная 
вода или 700-ный спирт. Использование соляных растворов или раствора 
гипохлорита недопустимо, так как они могут вызывать коррозию металла. 

• При манипуляциях с целью предотвращения загрязнения рекомендуется 
опечатывание гнёзд. При центрифугировании микроорганизмов III и IV 
групп риска обязательно должны быть использованы герметически 
закрываемые центрифюжные гнезда .  

• Если возможно, все манипуляции  должны проводиться в кабинете 
биологической безопасности.  

• При работе центрифуги может произойти выброс газообразных 
инфекционных частиц. Эти частицы двигаются с большой скоростью и не 
удерживаются воздушным потоком, если центрифуга размещена в 
кабинете I и II уровня биобезопасности. 

• Помещая центрифуги в кабинет III уровня биобезопасности, 
распространение аэрозолей можно предотвратить, хотя обладание хороших 
технических навыков и плотно закрытые пробирки надежно предохраняют 
от распространения инфекционного материала. 

• Уход за прибором 
• Внутреннюю часть центрифуги надо проверять каждый день для 

предотвращения загрязнения и коррозии ротора.В случае обнаружения 
загрязнения и коррозии в зоне ротора нужно пересмотреть инструкцию по 
использованию центрифуги.   

• Ротор и вкладные гнёзда центрифуги надо проверять каждый день на 
наличие коррозии и видимых трещин.  

• Гнезда для вкладывания пробирок, ротор и ниша обезвреживаются 
(обрабатываются дезинфекционным раствором) еженедельно или после 
каждой  манипуляции. 

• Угольные пластины раз в три месяца проверяются и очищаются от пыли. 
Их замена производится ежегодно. 
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Повреждение пробирок, содержащих потенциально опасный материал, когда 
там находятся контейнеры, а в центрифуге нет опечатанных гнезд    
Если при работе прибора случилось повреждение или возникло сомнение о его 
повреждении, ротор надо отключить, а работу задержать минимум 30 минут. Если 
неисправность обнаружена после остановки прибора, крышку немедленно снимают, 
меняют и удерживают в закрытом положении в течение 30-ти минут. В обоих 
случаях об обнаружении неисправности или задержке работы немедленно надо 
сообщить инженеру-механику биобезопасности. Изготовленные из прочного 
материала (подразумевается толстая резина) перчатки (которые при необходимости 
нужно покрыть одноразовыми перчатками) используются во время всех 
последующих операций. Пинцеты используются для изъятия стеклянных осколков. 
Повреждённые части центрифуги - тубы, фрагменты стекла, корзины, пробирки и 
ротор помещаются в некоррозийный дезинфектант в течение 24-х часов или 
автоклавируются. Неповреждённые (неразбитые), накрытые тубы нужно разместить в 
отдельный контейнер с дезинфектантом в течение 60-ти минут.   

Ниша центрифуги погружается в соответственно разбавленный дезинфектант, 
выдерживается всю ночь, затем моется и высушивается. Весь инвентарь, 
использованный для очистки, утилизируются так же, как инфицированные остатки.  

В случае повреждения (разрушения) тюбиков, расположенных в чашке 
центрифуги  
Загрузка или изъятие запечатанных чашек центрифуги осуществляется в кабинете 
биологической безопасности. В случае подозрения, что чашка разбита, с неё 
снимается крышка, а затем автоклавируется.  

4.5. Микроскоп 

Общие требования

• Микроскопом надо пользоваться в соответствии с инструкциями 
производителя.  

• На микроскоп наклеивается этикетка со следующей информацией: 
      - дата сертифицирования; 
      - ссылка на местонахождение стандартных операционных процедур;  
      - ссылка на  местонахождение журнала; 
      - дата следующего сертифицирования. 
• Не допускается обменивать линзы разных микроскопов даже в том случае, 

если они выпущены одним и тем же производителем. 
• После использования линзы объектива прочищаются специальной тканью;   
• После работы микроскоп накрывается чехлом. 
• О повреждении или неисправности микроскопа нужно сообщить старшему 

лаборанту, менеджеру по обеспечению качества или его ассистенту. Такой 
случай должен быть зафиксирован в журнале. При необходимости, после 
информирования лица, ответственного за биобезопасность, нужно 
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провести обезвреживание прибора. К прибору приклеивается этикет с 
надписью «микроскоп неисправен».  

• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Уход за прибором

• Если микроскоп не используется, он должен быть накрыт чехлом. 
• Нельзя оставлять линзу большого увеличения в нижнем положении. 
• Линзы накрываются своими же крышками. Если таких крышек нет, их 

необходимо накрыть адгезионной тканью для защиты от пыли. 
• Лицо, работающее с микроскопом, обязано каждый день чистить и 

проверять микроскоп.  
• После окончания работы линза и окуляр прочищаются специальной 

тканью.  
• После окончания работы предметный стол чистится спиртом для удаления 

пыли и иммерсионного масла. Если масло полностью не вычищается, стол 
чистят малым количеством ксилола. Надо соблюдать осторожность, так 
как ксилол канцерогенен.    

• Проверку центра колера линз, диафрагмы и конденсатора  надо проводить 
раз в месяц. В случае неисправности об этом надо сообщить старшему 
лаборанту, менеджеру по качеству или его заместителю, и позвонить в 
метрологическую службу.  

• Контрактор, отвечающий за приборы, ежегодно проводит чистку и  
проверку микроскопов. Все ремонтные или калибровочные процедуры 
записываются в журнал. 

• В  случае повреждения основной лампочки для предотвращения заминки в 
работе всегда надо иметь запасную лампочку. 

• При замене лампочки надо руководствоваться инструкцией вашего 
микроскопа и записывать в журнал все работы. 

Вопросы биобезопасности

• При возникновении какой-либо проблемы биобезопасности надо 
обращаться к лицу, ответственного за биобезопасность, который сообщит 
об этой проблеме Комитету биобезопасности для проведения 
соответствующих мероприятий.  

4.6. Термостат 

Общие требования

• Инструкция термостата должна лежать на доступном месте. Краткий 
вариант инструкции (резюме) должен существовать и на грузинском языке.   
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• Двери термостата всегда должны быть закрыты. 
• В термостате должны быть специальные отсеки для пробирок и чашек 

Петри. 
• Расстояние между полками должно быть достаточно для размещения 

штативов с пробирками.   
• В термостате обязательно должен быть термометр.  
• Мониторинг температуры проводится два раза в день - утром (в начале 

рабочего дня) и в конце рабочего дня. Данные вносятся в температурной 
таблице  в соответствии с режимом работы термостата. Эта процедура 
является основной процедурой внутреннего контроля качества.  

 
• Ежегодная проверка термометра должна происходить вместе с 

метрологической службой (см. 4.3). 

Вопросы биобезопасности

• Термостат надо чистить внутри и снаружи раз в неделью, и полностью 
дезинфицировать раз в месяц. Обычно дезинфекция проводится с 
помощью анионактивных дезинфектантов (для дополнительной 
информации см. 3.5). 

• Термостат надо очистить сразу же в случае проливания инфекционного 
материала или поломки лабораторной посуды внутри термостата.  

4.7. Кабинет биобезопасности 

Общие требования

• Работа в кабинете биобезопасности должна проводиться в соответствии с 
инструкцией производителя.  

• Инструкция работы кабинета биобезопасности должна находиться в 
доступном для всех месте (как правило, на английском языке) с кратким 
вариантом перевода на грузинский язык. 

• На кабинете наклеивается этикетка со следующей информацией:  

                  - дата сертифицирования; 

                  - дата следующего сертифицирования; 

                  - ссылка на  местонахождение стандартных операционных процедур; 

                  - ссылка на  местонахождение журнала.  
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• Кабинет надо включать на 5 минут раньше до начала работы, что 
способствует  удалению из кабинета загрязнённого воздуха.  

• Во время работы в кабинете биобезопасности всегда надо надевать халат.  
• Во время работы надо пользоваться масками для защиты лица, фартуками, 

открывающиеся на спине, и защитными очками.   
• Во время работы надо надевать перчатки. Перчатки должны покрывать 

запястья открывающегося на спине фартука.   
• Руки в рукавицах и рукава надо обрызгать дезинфекционным раствором. 
• Перед работой надо обезвредить внутреннюю поверхность кабинета.  
• Работу в кабинете следует начинать через минуту после помещения рук, 

чтоб воздух удалился от их поверхности.       
• Все нужные предметы надо положить в кабинет до начала манипуляций 

для сведения к минимуму лишних действий.  
• Все материалы, которые нужно поместить в кабинет, надо обезвредить 

70%-ным спиртом. Во время работы  для удаления брызг и капель можно 
использовать намоченные в дезинфекционном растворе полотенца.  

• Все нужные материалы следует поместить внутри кабинета, чтоб не 
блокировать переднюю, открытую часть кабинета. 

• Оператор в кабинете должен работать очень осторожно, чтоб не мешать 
движению воздушного потока. Оператор должен манипулировать руками в 
кабинете и вне кабинета, сохраняя их перпендикулярное положение к 
открытой части кабинета.  

• Большие предметы, занимающие большую площадь - сумки для 
биологически опасных веществ, штатив для пипеток и др. следует 
поместить внутри кабинета на одной стороне. Активное действие 
направлено от чистого участка к загрязнённому.  

• После окончания работы надо вынести из кабинета и обезвредить все 
предметы, которые там находятся, включая приборы.  

• После работы обезвреживается также и рабочая поверхность.  
• В конце дня рабочая поверхность и внутренние стены очищаются хлорным 

раствором или 70%-ным спиртом. В случае использования хлорного 
раствора поверхности снова прочищаются стерильной водой для 
предупреждения коррозии.   

• После этого можно снять перчатки. 
• Кабинет выключается на 5 минут раньше до окончания рабочего дня, чтоб 

загрязнённый воздух удалился из кабинета.  
• О повреждении или неисправности кабинета нужно сообщить старшему 

лаборанту, менеджеру по обеспечению качества или его ассистенту. Такой 
случай должен быть зафиксирован в журнале. При необходимости, после 
информирования лица, ответственного за биобезопасность, нужно 
провести обезвреживание прибора. К прибору приклеивается этикет с 
надписью «неисправен».  
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• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Уход за кабинетом

• Кабинет биобезопасности обезвреживается до замены фильтров, а также до 
его перемещения. Обезвреживание производится сжиганием 
формальдегидного газа. Такое обезвреживание проводит лицо, 
ответственное за биобезопасность, и факт фиксируется в журнале.  

• Все работы по починке проводит квалифицированный лаборант, что 
фиксируется в журнале.  

• В случае использования ультрафиолетового света лампы чистятся раз в 
неделю, так как пыль и грязь ослабляют бактерицидное действие 
ультрафиолетовых лучей. Еженедельная очистка должна фиксироваться в 
журнале.  

• Интенсивность ультрафиолетового света проверяется во время 
последующего сертифицирования кабинета для установления того, 
осуществляется или нет требуемая световая эмиссия, и факт записывается 
в журнал. 

Вопросы биобезопасности

• В случае разливания биологически опасного материала внутри кабинета 
биобезопасности кабинет надо очистить немедленно, в процессе работы. 
Следует использовать такую дезинфекционную жидкость, которая не 
образует аэрозоль. Все предметы, которые соприкоснулись с загрязненным 
местом, должны быть дезинфицированы и автоклавированы.  

• Включение сигнала воздушного потока указывает на прекращение 
нормального потока воздуха, что создаёт опасность как для оператора, так 
и для материала. При включении этого сигнала работу надо немедленно 
прекратить. 

• О случае возникновения биоопасности надо сообщить лицу, 
ответственному за биобезопасность. Он сообщит об опасности Комитету 
биобезопасности, и в случае надобности примет соответствующее 
решение. Этот факт также записывается в журнал.  

4.8. Холодильник и морозильник 

Общие требования

• Хранение в холодильнике и морозильнике пищевых продуктов, напитков и 
личных вещей недопустимо. 

• Мониторинг температуры холодильника и морозильника проводится два 
раза в день - утром (в начале рабочего дня) и в конце рабочего дня. Эта 
процедура является основной  процедурой  внутреннего контроля качества. 
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Общие требования
Образец стандартной операционной процедуры (СОП) лабораторной системы - 
«допустимо» и «недопустимо».  

Контрольные операции должны проводиться метрологической службой. Оператор 
должен руководствоваться методическими указаниями и коротким резюме, 
написанным на грузинском языке.  
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Уход за холодильными установками

 
• Необходимо иметь письменный перечень помещённых в холодильнике и 

морозильнике предметов, и прикрепить его к стенке 
холодильника/морозильника.   

• Недопустимо помещение в холодильник воспламеняющихся жидкостей 
или веществ до того, пока они сохраняют взрывоопасные свойства. 
Предупреждение об этом нужно поместить на двери холодильника.  

• Периодически надо оттаивать и прочищать холодильную установку и  
морозильную камеру. Все разбитые предметы - пробирки, ампулы и т.д. 
надо выбросить. Во время очистки холодильника следует пользоваться 
защитной маской для лица и тяжелыми резиновыми рабочими перчатками. 
После очистки должна проводиться дезинфекция камеры холодильника.  

• Каждый контейнер, который находится в холодильнике или морозильнике, 
должен иметь надпись, где будут отмечены наименование содержимого, 
дата помещения в холодильник и имя того, кто положил их в холодильник. 
Немаркированный и устаревший материал надо автоклавировать и 
уничтожить.  

• Оттаивание холодильника (если требуется), его очистку и дезинфекцию 
надо проводить через каждые три месяца, а при надобности - чаще. 
Пригодность реактивов следует проверять через каждые три месяца. 
Мониторинг температуры нужно проводить в день два раза.  

• Контроль температуры в морозильнике нужно проводить два раза в день. 
Очистка -700С или -200С-градусного холодильника производится через 
каждые 6 месяцев. Оттаивание -700С-градусного морозильника 
производится только раз в год.  

4.9. Весы 

4.10.   ELISA цепочка  
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Контроль оборудования
Контроль оборудования осуществляется специалистом, с которым заключён контракт 
или субконтракт. Можно обратиться также в метрологический отдел (см. 4.3). Эти 
операции можно суммировать так: 

Для считывателя:  

• контроль точности длины волны; 
• контроль повторяемости длины волны; 
• контроль точности оптической плотности; 
• контроль повторяемости оптической плотности; 
• контроль линейности ответа; 
• контроль наличия паразитного света;  
• контроль времени стабилизации; 
• контроль уменьшения света в течение времени.  

Для промывателя: 

• проверить трубки (жёсткость воды, появление углов, пористость); 
• проверить окончательный осадок минералов в цикле. 

Для термостата: 

• проверить температуру. 

Контроль биологической производительности

• проводить положительный и отрицательный контроль в каждой серии; 
• проводить внешний контроль качества (EQC) регулярно (не менее двух раз 

в год).  

Уход

• Промыватель надо  мыть каждый день дистиллированной водой (включая 
резервуары); 

• Надо менять пробирки по рекомендации производителя (обычно один раз в 
год);  

• Надо менять лампы считывателя при уменьшении производительности 
ниже предела.  

4.11.  Автоклавы 

Подробную информацию смотрите: 

• параграф 3.6 - стерилизация сухим паром; 
• параграф  3.7- стерилизация под давлением пара; 
• параграф 4.3 - ответственность за приборы и организация их ремонта; 
• параграф 4.2 - калибровка/уход. 
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• Резины автоклавов должны проверяться ежегодно, так как они 
обеспечивают  водонепроницаемость автоклава.  

4.12.  Дистиллятор воды 

Общие требования

• Использовать оборудование по инструкции. Краткий вариант инструкции 
должен быть переведен на грузинский язык.   

Физико-химический контроль
Используется pH-метр (2-десятичный) и кондуктометр.  

• проверка pH - допускается 7.00 +/_ 0.01;  
• проверка кондуктометра - допустимый уровень +/_ 0.001 mS/cm.  

Примечание: до проведения контроля pH-метра и кондуктометра  следует промыть 
измерительный и последний контейнеры HCl 0,1N-ом для предотвращения оседания 
Ca++  и  HCO3 ионов, которое может вызвать изменение показателя.   

стерильность

Налейте 10 мл дистиллированной в питательный бульон и положите в термостат на  
370C в течение 24-х часов, после чего смесь пересеивается на обыкновенный агар и 
выдерживается на 370C в течение 48-ми часов.  

• В посеве не должен вырасти ни один микроорганизм.   
• Проводится один раз в месяц или по мере надобности.  

Контроль течения

• Необходимо определение продуцированной воды и его сравнение с 
количеством, установленным производителем. 

Уход за прибором

• Проверка качества резин дистиллятора и их замена в случае просачивания 
воды. 

• Промывка дистиллятора должна проводиться ежемесячно сперва HCl 0,1-
ом, а затем чистой дистиллированной водой. 

4.13.  Микропипетки 

• Общие требования 
• Микропипетки следует применить по рекомендациям производителя.  
• На микропипетках должна быть наклеена этикетка со следующей 

информацией: 
      - дата калибровки; 
      - дата следующей калибровки; 
      - информация, в котором будут указаны: 
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        ссылка на местонахождение стандартных операционных процедур; 
        ссылка на местонахождение журнала.  

Для правильного (соответственного, корректного) использования необходимо:  

• предварительно промыть кончик микропипетки;  
• нажать до первой ступени (A); 
• удерживать микропипетку в вертикальной позиции;  
• окунуть конец кончика микропипетки в раствор (при наличии 

микропипетки с синим кончиком - на 2-4 мм);   
• нажатие поршня микропипетки и возвращение в начальное положение 

производится мягким и равномерным движением (B);  
• выждать несколько секунд.  
• Удалить излишную  жидкость с кончика мягким прикосновением об 

фильтровальную бумагу. 
• Распределение 
• расположить пипетку под углом 10-40о  в отношении к пробирке;  
• нажать на поршень пипетки до первой ступени (C); 
• выждать несколько секунд;  
• нажать на поршень пипетки до второй ступени (D); 
• достать пипетку из сосуда (с нажатым поршнем);  
• привести поршень в начальное положение (E);  
• снять наконечник пипетки. 

 
• о повреждении или неисправности микропипетки нужно сообщить 

старшему лаборанту, менеджеру по обеспечению качества или его 
ассистенту. Такой случай должен быть зафиксирован в журнале. При 
необходимости, после информирования лица, ответственного за 
биобезопасность, нужно провести обезвреживание прибора. К прибору 
приклеивается этикет с надписью «пипетка неисправна».  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

42



• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Контроль 
Существуют разные виды пипеток, поэтому их контроль зависит от класса пипетки.  

Объём 
пипетки 

µl 

Класс Частота 
проверки в 
теч. одного 
месяца 

Точность 
µl 

Достоверность  
% 

Неточность 
µl 

1000 A 3 20 2 +/-20 
1000 B 3 40 4 +/-40 
1000 C 6 80 8 +/-80 
500 A 3 10 2 +/-10 
500 B 3 20 4 +/-20 
500 C 6 35 8 +/-40 
200 B 3 8 4 +/-8 
200 C 6 16 8 +/-16 
100 B 3 4 4 +/-4 
100 C 6 8 8 +/-8 
50 B 3 2 4 +/-2 
50 C 6 4 8 +/-4 
10 B 3 0,4 4 +/-0,4 
10 C 6 0,8 8 +/-0,8 

Точность и достоверность
В жидкости, взятой пипеткой, допускается погрешность 1/10 мг. Она зависит от 
атмосферного давления, температуры и гигрометрии.  

• поместить измерительный контейнер на весы;  
• поставить весы на нулевую позицию; 
• взять определённое количество дистиллированной воды; 
• залить в отдельный сосуд; 
• взять повторно из сосуда;  
• залить в контейнер; 
• засечь вес. Измерение проводится 10 раз; 
• отметить все показатели в контрольной форме; 
• произвести вычисление;  
• сделать выводы.  

Уход за прибором

Водонепроницаемость: 
• для проверки пипетки нужно достать максимальное количество жидкости;  
• выдержать пипетку вертикально в течение одной минуты;  
• не одна капля жидкости не должна упасть;  
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• если микропипетка протекает, нужно обратиться к старшему лаборанту, 
менеджеру по качеству или его ассистенту, и в журнал записать, что 
пипетку нужно починить. Для починки микропипетки надо заменить 
торическую резину (Приложение  1).  

Наружная очистка осуществляется промокательной бумагой, смоченной в воде или 
спирте:   

• снятие эжектора (сбрасывателя) кончика и носителя; 
• очистка всех частей; 
• очистка поршня и его замена время от времени; 
• очистка торической резины и её замена время от времени. 

Во всех остальных случаях следует смотреть прилагаемую инструкцию по 
пользованию.  

 
Вопросы биобезопасности

• загрязнённый материал, содержащий биологическую опасность, надо сразу 
же при попадании вычистить из пипетки в соответствии с инструкцией. 
При этом следует обезвредить весь другой загрязнённый материал.  

• В случае появления биоопасности следует обращаться к лицу, 
ответственному за биобезопасность, который обратится в Комитет 
биобезопасности за принятие решении по обстоятельствам.   

4.14.  Смешивающие и встряхивающие аппараты 

Общие требования

• Смешивающими и встряхивающими аппаратами надо пользоваться в 
соответствии с инструкцией компании-производителя. 
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• Инструкция смешивающих и встряхивающих аппаратов должна 
находиться в доступном для всех месте (как правило, на английском и 
грузинском языках).  

• На смешивающих и встряхивающих аппаратах должна быть наклеена 
этикетка со следующей информацией: 

      - дата калибровки; 
      - дата следующей калибровки; 
      - ссылка на    местонахождение стандартных операционных процедур; 
      - ссылка на    местонахождение журнала.  
• Следует составить краткий вариант инструкции работы ваших 

специфических смешивающих и встряхивающих аппаратов на грузинском 
языке.  

• О повреждении или неисправности смешивающих и встряхивающих 
аппаратов нужно сообщить старшему лаборанту, менеджеру по 
обеспечению качества или его ассистенту. Такой случай должен быть 
зафиксирован в журнале. При необходимости, после информирования 
лица, ответственного за биобезопасность, нужно провести обезвреживание 
прибора. К прибору приклеивается этикет с надписью «неисправен».  

• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Уход и контроль 

• Следует использовать рекомендации производителя имеющихся у вас 
смешивающих и встряхивающих аппаратов и составить краткую схему 
ухода и контроля.  

Вопросы биобезопасности 

• В случае появления биоопасности следует обращаться к лицу, 
ответственному за биобезопасность, который обратится в Комитет 
биобезопасности и в случае надобности примет соответствующее решение. 
Этот факт тоже фиксируется в журнале.  

4.15.  Спектрофотометр 

Общие требования

• Спектрофотометром следует пользоваться в соответствии с инструкцией  
           компании-производителя. 

• Инструкция спектрофотометров должна находиться в доступном для всех 
месте (как правило, на английском языке) с кратким вариантом перевода 
на грузинский язык. 

• На спектрометрах должна быть наклеена этикетка с информацией: 
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      - дата калибровки; 
      - дата следующей калибровки;  
      - ссылка на местонахождение стандартных операционных процедур; 
      - ссылка на местонахождение журнала.  
• Следует составить на грузинском языке краткий вариант инструкции 

работы имеющегося у вас фотоспектрометра.  
• О повреждении или неисправности фотоспектрометров нужно сообщить 

старшему лаборанту, менеджеру по обеспечению качества или его 
ассистенту. Такой случай должен быть зафиксирован в журнале. При 
необходимости, после информирования лица, ответственного за 
биобезопасность, нужно провести обезвреживание прибора. К прибору 
приклеивается этикет с надписью «неисправен».  

• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Уход и контроль

• Следует использовать рекомендации производителя на грузинском языке 
имеющегося у вас спектрофотометра и составить краткую схему ухода и 
контроля 

Вопросы биобезопасности

• В случае появления биоопасности следует обращаться к лицу, 
ответственному за биобезопасность, который обратится в Комитет 
биобезопасности и в случае надобности примет соответствующее решение. 
Этот факт тоже фиксируется в журнале.  

4.16.  Водяная ванна 

Общие требования

• Водяной ванной следует пользоваться в соответствии с инструкцией  
           компании-производителя. 

• Инструкция водяной ванны должна находиться в доступном для всех месте 
(как правило, на английском языке) с кратким вариантом перевода на 
грузинский язык. 

• На водяной бане должна быть наклеена этикетка со следующей 
информацией: 

      - дата калибровки; 
      - дата следующей калибровки; 
      - информация, в котором будут указаны: 
        ссылка на    местонахождение стандартных операционных процедур; 
        ссылка на    местонахождение журнала.  
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• Следует составить краткий вариант инструкции работы имеющейся у вас 
водяной бани на грузинском языке.  

• О повреждении или неисправности водяной ванны нужно сообщить 
старшему лаборанту, менеджеру по обеспечению качества или его 
ассистенту. Такой случай должен быть зафиксирован в журнале. При 
необходимости, после информирования лица, ответственного за 
биобезопасность, нужно провести обезвреживание прибора. К прибору 
приклеивается этикет с надписью «неисправна».  

• Если прибор работает неисправно или срок его сертифицирования истёк, к 
нему приклеивается этикет «нужно провести сертифицирование - не 
пользоваться». Такой этикет указывает, что прибор не проверен, и работать 
с ним запрещается. 

Уход и контроль

• Следует использовать рекомендации производителя вашего 
спектрофотометра и составить краткую схему ухода и контроля 

Вопросы биобезопасности  

• В случае появления биоопасности следует обращаться к лицу, 
ответственному за биобезопасность, который обратится в Комитет 
биобезопасности и в случае надобности примет соответствующее решение. 
Этот факт тоже фиксируется в журнале.  

5. Процедуры, проводимые до начала лабораторны

 

х исследований 

5.1. Комната для 
взятия пробы  

Непра
трансп
лабора ичивает 

 

нького окошка.  

ещается:   

етическими средствами; 

вильный сбор, 
ортировка и приём 
ториями проб увел

риск инфицирования вовлеченного
персонала.   

Пробы следует брать в отдельной 

комнате. Рекомендуется передача 
проб из мале

В лабораториях категорически запр

• принимать пищу; 
• жевать жевательную резинку; 
• пользоваться косм
• курить; 
• класть в рот руки (грызть ногти). 
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Если д  в я комната, тогда в большой комнате 

лаз, носа, 

ых, и на стене 

лючая дезинфекцию)  

ля зятия пробы не выделена отдельна
нужно выделить определённое место для взятия пробы, и в этом специально 
отведённом месте никакие другие процедуры не должны проводиться. 

Комната для взятия пробы используется для взятия проб крови, кожи, г
вагинальных или уретральных проб, а туалет - мочи, кала, мокроты.  

В идеальном случае должен быть отдельный туалет только для больн
должны быть вывешены процедуры взятия пробы. 

5.2. Общие процедуры взятия крови (вк

Взяти дения 

рчатки, халат и др.; 
иглы, пробирки, тампоны, 

•   
ства: вата, средства для дезинфекции кожи, общие 

• дур 
 

• 
контейнер (обычно 

Примечан я пробы положить маленькие игрушки 

е пробы и обращение с ним является одним из важнейших этапов прове
анализа, а также манипуляцией, которая содержит биологическую опасность, 
поэтому надо проявлять осторожность уже с самого начала. Следует помнить, что 
неправильно взятая проба не дает точный результат исследования, а взятие другой 
пробы часто становится невозможным.  

Оснащение для взятия пробы 

• защитные средства: пе
• средства для взятия и этикетировки пробы: 

предметные стёкла; 
этикеты, ручки и др.;

• дезинфекционные сред
дезинфекционные средства (в случае просачивания или разливания); 
мебель для взятия пробы: свободно движущийся и удобный для проце
стул (для взятия крови), гинекологический стул (для взятия вагинального и
уретрального мазка); 
средства для мытья рук: раковина, мыло, полотенце;  

• средства для выбрасывания мусора: общий мусорный 
для незагрязнённого мусора), контейнер для загрязнённого мусора, 
контейнер для острых предметов. 

ие: желательно в комнате для взяти
или любую мягкую игрушку для развлечения детей во время взятия пробы.  

5.3. Этикетирование и нумерация пробы  

Просл а м компонентом контроля 
а. 

ежив ние образцов в лаборатории является важны
качества, это - залог правильной идентификации пробы и получения точного ответ
Для правильной идентификации пробы и обеспечения качества анализа во время  
лабораторных исследований  должны быть проведены следующие процедуры:    

Наклейте этикет на все пробы и отметьте время взятия пробы. Взятие пробы 
производится персоналом, имеющим соответствующую квалификацию. 

На этикете пробы делаются следующие отметки:  
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• уникальный номер, так называемый идентификационный номер пробы. 
Уникальный идентификационный номер присваивается пробе при 
поступлении в лабораторию или взятии пробы. В некоторых случаях 
можно использовать номер медицинской истории (если медицинская 
история больного сохранена). Если у одного больного берут несколько 
проб (больше одной), тогда для отличия  проб друг от друга нужно 
добавить дополнительные данные (например, порядковый номер). На 
пробу нужно написать идентификационный номер, с помощью которого 
возможна будет идентификация пробы во время всех дальнейших 
процедур в лаборатории. Все пробы должны иметь этикет, на котором 
будет написано;   

• имя, фамилия, пол;  
• время/час.  

Ниже приведён образец этикета, наклеиваемого на пробу: 

Имя, фамилия больного _____________________    Женск.     Мужск.        
____Идентификационный номер_______ 

___/____/______(дата )  _________(время) взятия пробы 

5.4. Проба крови 

Необходимые инструменты

• одноразовые шприцы, иглы;  
• пробирки с коагулянтом и антикоагулянтом 
• турникет; 
• вата; 
• дезинфекционная жидкость (спирт, йод и др.). 

Взятие пробы крови

Взятие пробы крови при кишечных инфекций в основном используется для 
серологического анализа или на гемокультуру при наличии признаков сепсиса. См. 
5.5  для инструкций на взятие пробы гемокультуру.

1) Возьмите минимум 5 мл крови (у новорождённых - минимум 3 мл) в пробирке, 
который не содержит антикоагулянт.  

2)   Подержите кровь для выделения сыворотки 

3)   Центрифугируйте кровь 1000g в течение 10-15 минут для получения сыворотки;  

4)   С помощью пипетки перенесите сыворотку в стерильный сосуд или маленькую 
пробирку. Цельную кровь можно отправить в том случае, если её в тот же день 
перенесут для анализа в лабораторию.   

Примечание: для серологического анализа можно использовать специальные 
пробирки  вакутайнеры (с жёлтой крышей), которые содержат гель. После 

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

49



центрифугирования  выделение сыворотки необязательно, гель создаёт слой между 
клетками и сывороткой.  

Не замораживайте кровь. 

Для лабораторного исследования можно использовать сыворотку или плазму. Для 
взятия крови  приемлемы обыкновенные антикоагулянты. Проследите за тем, чтобы 
сыворотка выделилась из полностью свернутой крови. Выделенная сыворотка или 
плазма хранится до 5-и дней при температуре 40C. Если проведение анализа 
переносится, заморозьте её при температуре -20 C. Если в пробе появился осадок, до 
проведения анализа 

0

процентрифугируйте кровь на 1000g в течение 10-15 минут. 
Избегайте повторного замораживания и размораживания. Нецентрифугированную 
кровь можно отправить в день взятия пробы. 

Примечание: при взятии всех проб крови (например, сыворотки и плазмы) все 
компоненты крови рассматриваются как потенциально инфицирующие (См. ). 3.2

5.5. Проба крови для гемокультуры  

Пробы крови для культуры нужно брать во время 
скрининга (за 24 часа до начала антибиотической 
терапии). Берите кровь с интервалом 24-48 часов, 
до получения двух последовательных 
отрицательных результатов, взятых в разные дни. 
При наличии признаков сепсиса пробу на 
гемокультуру надо брать в любое время. Нужно 

брать 2 пары проб крови (каждая содержит один аэробный и один анаэробный сосуд) 
с 2-х разных мест.   

Исследование проводится при наличии сепсиса или связанного с ним синдрома2   

Основные понятия взятия пробы

• Пробу надо брать до начала антимикробной терапии всегда, когда это 
возможно. 

• Пробу надо брать так, чтобы она не загрязнялась местной микрофлорой. 
• Пробу надо брать в достаточном количестве, так как недостаточное 

количество пробы может стать причиной ложного отрицательного 
результата.  

Общие требования

• Укажите число и время.  
• Берите два комплекта пробы крови (один комплект содержит аэробную и 

анаэробную культуру) с 2-х разных мест с 1-часовым интервалом. 
                                                 
2 согласно дефиниции, установленной Консенсус конференцией реаниматологов.  
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine. American College of Chest 
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference: definitions for sepsis and organ failure 
and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis. Crit Care Med 1992; 20:864–874 
 

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

50



Количество крови   
• Дети: от 1-го до 5-и мл крови при одной венопункции.   
• Взрослые: от 10-ти до 30-ти мл крови при одной венопункции. Разделите 

кровь в двух бутылках (аэробную, анаэробную).   
• Рекомендуется следующее соотношение крови и среды: с 1:3 до 1:10.  

Взятие крови  
• Надевайте перчатки при обращении с любой жидкостью организма 
• Выберите место венопункции.   
• Обработайте это место 70%-ным этиловым спиртом.  
• Выбранное место концентрическими движениями с центра обработайте 1% 

- 2%-ный раствором йода (если больной имеет повышенную 
чувствительность к йоду, два раза протрите 70%-ным этиловым спиртом). 
Повремените, чтобы место венопункции высохло.   

• Не дотрагивайтесь к месту венопункции после обработки и до флеботомии.  
• Обработайте головку бутылки с культурой крови спиртом.  
• При взятии крови из вены не меняйте иглу до вливания и при вливании 

крови в бутылку.   
• Хорошо перемешайте кровь, чтобы избежать её свёртывания.  
• При каждом взятии пробы крови используйте новую иглу, новую иглу 

следует использовать даже в том случае, если попытка войти в вену не 
осуществилась.   

• После взятия крови и инокуляции в бутылку протрите оставшийся на коже 
йод спиртом.  

• Выбросите иглу с соблюдением всех правил безопасности.   
Не забудьте 

• отчётливо написать на бутылке имя, фамилию и идентификационный 
номер больного и время и дату взятия пробы;   

• правильно отметить источник пробы и/или специфическое место, чтобы 
среды для лабораторного анализа были подобраны правильно; 

• немедленно отправить пробу в лабораторию.  
• Если пробу невозможно отправить немедленно, до отправки в 

лабораторию её следует хранить в термостате при  температуре от 350C до 
370C. Все  контейнеры должны быть отправлены в запечатанных 
пластиковых сумках с запросом анализа, который приклеивается к сумке с 
наружной стороны.   

5.6. Фекальная и ректальная проба   

• Пробу лучше брать в лаборатории. 
• Пробу следует доставить в лабораторию как можно скорее.  
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Взятие фекальной пробы для бактериологического исследования  

Общие требования 
Фекальную пробу надо хранить в холодном состоянии. В его термостатировании нет 
надобности.   

Если фекальную пробу невозможно посеять в течение 1-го часа, её надо перенести в 
транспортную среду (например, в транспортную среду Cary-Blair или 
буферированный глицериновый раствор). См. . 5.8

Не пользуйтесь туалетной бумагой для сбора пробы. Туалетная бумага может 
содержать соли бария, что действует как ингибитор на некоторые энтеральные 
патогены.  

Предупредите больного о правилах сбора пробы:  

- прямо собрать кал в стерильный, широкий, непроницаемый контейнер, который 
хорошо закрывается крышкой собрать кал в чистой посуде;  

- собрать кал в чистой посуде; поместить кал в стерильный, широкий, 
непроницаемый контейнер, который хорошо закрывается крышкой.

Взятие фекальной пробы для вирусологического исследования

• Поместите 2-4 гр. фекальной массы в стерильный контейнер (например, в 
флаконе антибиотика, предварительная промывка которого необязательна).  

• В случае если пробу сразу не перенесли в лабораторию, добавьте 8-10 мл 
VTM (вирусологическая транспортная среда), чтоб избежать высыхания 
фекальной массы. Выписка сред, контроль качества и связанный с 
полиомиелитом менеджмент на периферийном уровне осуществляется в 
рамках программы полиомиелита  Всемирной организации 
здравоохранения.  

• Не забудьте упаковать контейнер фекальной массы и сопроводить 
этикетом во время транспортировки.  

• Отправьте пакет в вирусологический отдел НЦОЗКЗ.  

5.7. Запрос или заказ анализа  

Форма запроса или заказа анализа должна содержать следующие данные: 

• имя и фамилию больного;  
• номер больницы;  
• адрес больницы;  
• полное и специфическое описание источника пробы;  
• имя, фамилию врача; 
• время и дату взятия пробы; 
• клинический диагноз.   
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Ниже представлена стандартная форма запроса посылаемого в лабораторию 
исследования, которая должна сопровождать пробу, посылаемую в лабораторию для 
исследования, а также форма этикета, который был предложен в методических 
рекомендациях по надзору и контролю над управляемыми иммунизацией 
заболеваниями3:

Форма запроса лабораторного исследования 
 

Дата ___/____/____ Имя, фамилия пациента__________________  
N______  Женск.  Мужск.   
Адрес:_______________________________________________________ 
Возраст ____лет или дата рождения___/____/____ (для детей до 5-ти лет)  
 
Предварительный клинический диагноз ____________________________________         
          (укажите, если проба взята от контактного лица)  
 
Дата начала заболевания (в случае кори - появления сыпи) ___/____/____  
 
Дата приёма последней дозы вакцинации против предположительного заболевания 
___/___/__  (только для управляемых заболеваний) 
 
Тип пробы (например, кровь, кал) _________    
 
Дата взятия   ____/____/___  
 
Дата отправления ___/____/___ 
 
Лицо, к которому отсылается результат исследования    
________________________________________ 
 
 
Наименование и адрес учреждения   _______________________________________  
Тел.__________факс ________ 

 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

Эта часть заполняется в лаборатории 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
Дата получения пробы в лаборатории /------/-------/------/ 
 
Лицо, получившее пробу ______________________________ 
 
Находится ли проба в хорошем состоянии    Да   Нет 

                                                 
3 Надзор и контроль над управляемыми иммунизацией заболеваниями в Грузии, рекомендации для 
лабораторной службы, программа реформы здравоохранения и эпиднадзора заболеваний Грузии, 
Тбилиси, 2005 
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5.8. Транспортная среда Cary Blair 

Вступление

 

Транспортная среда Cary-Blair 
используется для выявления основных 
кишечных патогенов - Shigella, Vibrio 
cholerae и Escherichia coli O157:H7. 
Транспортная среда Cary-Blair - 
полужидкая, поэтому её легко 
транспортировать. Приготовленная среда 
хранится при комнатной температуре в 
течение 1-го года. Из-за высокого pH её 
можно использовать также для выявления 
V. cholerae. Полужидкая транспортная 

среда Cary-Blair используется в основном для выявления из проб кала кишечных 
патогенов - Campylobacter, Salmonella и Shigella.    

 Формула
На один литр чистой фильтрованной воды:  

• Тиогликолат натрия 1,5 г. 
• Хлорид натрия 5,0 г.  
• Фосфат натрия, двухосновный 1,1 г. 
• Агар 5,0 г. 

 pH   8,0 +/_ 0,2 на 25º C.  

Приготовление

• Растворите  12,6 г порошка в 99 мл чистой фильтрованной воды.  
• Нагрейте и кипятите при частом помешивании в течение 1-ой минуты.  
• Добавьте 9 мл 1%-ный раствор хлорида кальция. Без автоклавирования.  
• Распределите в стерильные пробирки и стерилизуйте в течение 15-и минут.  
• Или руководствуйтесь инструкциями производителя.  

Примечание: существуют разные формулы Cary-Blair. В некоторых случаях 
добавляют хлорид кальция, а в некоторых - нет. Среду Cary-Blair можно также 
приготовить из индивидуальных ингредиентов.  

Аликвотирование

После приготовления среды Cary-Blair среда распределяется в 
контейнер в таком количестве, чтобы среда покрывала тампон
на 4 см.  

Например, среду до 5-6 мл распределите в пробирках 13 x 100 
с завинченными крышками. Стерилизуйте, не завинчивая до 
конца крышки (автоклавирование не нужно), на 1000C в 

течение 15-ти минут. Крышки завинтите после стерилизации.  
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Контроль качества

Результат после 24-х часов при 25ºC  
Организм Номер ATCC  Рост 
Streptococcus pyogenes 19615 + 
Haemophilus influenzae 10211 + 
Bacteroides fragilis 25285 + 
Escherichia coli 25922 + 
Salmonella typhimurium 14028 + 
Shigella flexneri 12022 + 

Условия хранения
Приготовленную среду лучше хранить на 2-80C, в темноте. Обычно её хранят на 
комнатной температуре в течение 1-го или 2-х лет, пока она не уменьшится в объёме, 
или не изменит цвет и не загрязнится. Порошок можно хранить в сухом месте в 
хорошо закрытом контейнере на  2-250C. 

Пригодность среды

• Не используйте просроченную среду. Не используйте загрязнённый или 
испорченный порошок (который изменил цвет, затвердел, потерял 
консистенцию).   

Посев пробы

До посева пробы готовую среду разогрейте до комнатной температуры.    

Положите тампон и заломите в среду. Инокулируйте среды и сделайте посев 
штрихом для получения изолированных колоний. Поместите в термостат. 

5.9. Транспортная среда для вирусов 

Транспортная среда для вирусов используется в том случае, если проба не может 
быть отправлена в  лабораторию в течение 24-х часов. 

Приготовление транспортной среды

• На 500 мл бутылку добавьте:  
• 10 г телячьей инфузии (с концентрацией 2.5%);  
• 2.0 г альбумина бычьей своротки (с концентрацией 0.5%);   
• 0.8 мл гентамицина 50 мг/мл (с концентрацией 100 μг/мл);  
• 3.2 мл амфотерицина B 250 µг/мл (с концентрацией 2 μг/мл).   
• Заполните дистилированной деионизированной водой до 400 мл.  
• Хорошо перемешайте смесь или поставьте  на 1 час на 40C до полного 

растворения.   
• Профильтруйте, соблюдая стерильность.  
• Наклейте этикет «Транспортная среда для вирусов», напишите имя 

изготовителя и дату приготовления.  
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• Транспортная среда для вирусов используется в течение 3-х месяцев после 
приготовления при хранении на 40C.  

Использование транспортной среды     

• В 2 мл криопробирку залейте 1 мл транспортной среды.  
• Вложите 0.5 мл (2-4 г) патогенного материала. 
• В пробирке материал можно хранить в течение 2-х дней на 40C. При 

хранении на более продолжительное время заморозьте на -700C.    
• Транспортная среда используется для вирусов любого типа.  

5.10.  Транспортная среда кампилобактерий 

Примечание: для выделения кампилобактерий из пробы используется специальная 
транспортная среда Campy-Thio. В случае отсутствия среды Campy-Thio можно 
использовать транспортную среду Cary-Blair. Транспортная среда Cary-Blair является 
универсальной средой для выделения возбудителей диареи. Транспортная среда 
Cary-Blair используется также для выделения кампилобактерий из ректального мазка.  

Использование транспортной среды Campy-Thio становится необходимым тогда, 
когда в пробе содержится малое количество бактерий (например, носители, 
постсимптоматичные случай или больные после лечения антибиотиками) (См. Error! 
Reference source not found. о кампилобактериях).  

Среда Campy-Thio  
Тиогликолевая среда для выделения кампилобактера является селективной средой, 
которая используется для выделения из пробы кампилобактерий в случае когда 
невозможен немедленный посев на агаре Campylobacter CVA. К среде добавляются 
Amphotericin B, cephalothin, polymyxin B, trimethoprim и vancomycin. Добавление 
антобиотиков в среду и замораживание до исследования пробы, помещённой в 
транспортную среду, вызывает ингибирование нормальной микробной флоры, что 
создаёт выгодные условия для выделения C. jejuni. 

Приготовление

• Растворите 39,5 г порошка в 1 л чистой воды. Хорошо перемешайте.  
• Нагрейте при частом помешивании, кипятите в течение 1-ой минуты, пока 

порошок полностью не растворится.  
• Автоклавируйте при 1210C в течение 15 минут.   
• Среду из тикогликолата храните на 15-300C. Если увидите, что более 30% 

среды порозовело, до использования нагрейте один раз (на 1210C), чтоб 
адсорбированный кислород испарился. 

• Конечный pH 7.0 ± 0,2 25º C, среду храните на 2-80C в темноте.  
• Контроль качества. 
• Результаты после 48-ми часов на 420C  

Организмы ATCC Рост 
Campylobacter jejuni 33291  +  
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Escherichia coli 25922   _ or partial  
Proteus mirabilis 12453   _ or partial  
Streptococcus faecalis 29212   _ or partial  

• На агаре Campylobacter CVA колонии C. jejuni растут как маленькие, 
слизистые, распластанные или чуть выпуклые, негемолизированные, 
полупрозрачные и серые колонии. Некоторые штаммы могут быть от 
коричневого до желтовато-коричневатого цвета. 

Посев

• До инокуляции среду следует согреть до комнатной температуры.  
• Тампон: вложите тампон в среду на глубине 2 см и покрутите. Затем 

положите так, чтобы он соприкасался с дном пробирки. Диарейный кал: 
залейте 3-5 капель диарейной среды в среду Campy-Thio. Сформированный 
кал: залейте 3-5 капель суспензии кала и физиологического раствора в 
среду Campy-Thio. 

• Замораживайте в течение ночи (на 2-100C).   
• Введите стерильную пипетку на глубину 2 см от поверхности бульона и 

налейте на агар Campylobacter CVA три капли пробы. Посейте на чашке 
для получения изолированных колоний.   

• Инкубация происходит на температуре 420C в течение 48-ми часов в 
истощенный от кислорода среде.  

5.11.  Критерий принятия пробы 

Принятие пробы

Ведите регистрационный журнал

• Запишите время принятия пробы.  
• Проверьте, совпадают ли друг с другом идентификационный номер 

пациента и номер пробы.  
• Присвойте пробе идентификационный номер для взятия на учёт в 

лаборатории.  
• Оцените пробу визуально.    
• Внимательно проверьте, соответствует ли проба информации о запросе 

пробы.   
• Проверьте  контейнер:  
      а) на содержание среды  или защитного материала; 

                 б) на целостность - отсутствие трещин и герметичность.  

Принятие или непринятие пробы

Непомеченная или несоответственно помеченная проба    

• Непомеченная или несоответствнно помеченная проба не принимается.  
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• Для замены неприемлемой пробы новой пробой сообщите врачу и 
потребуйте новую пробу. 

• Не уничтожайте забракованную пробу до того, пока лечащий врач или 
медсестра не подтвердят возможность повторного взятия пробы.   

• Отметьте причину браковки пробы.  
• Отметьте также, приступили ли к антимикробному лечению больного или 

имеется ли возможность  повторного взятия пробы. 
Две одинаковые пробы 

• Две одинаковые пробы, взятые в один и тот же день (один больной, один 
источник) не принимаются. Исключение составляет культура крови, 
спиномозговая жидкость, ткань.  

• Если лицо, взявшее пробу, подтвердит, что полученные в одно и то же 
время две пробы являются одними и теми же, их можно объединить и 
принять как одну пробу 

• Если получены две одинаковые пробы в один и тот же день, только в 
разное время, сообщите об этом лечащему врачу или медсестре. Если 
проба не принимается, запишите - «Две одинаковые пробы. Анализ не 
проведён», и снабдите примечанием первую пробу, которую получили для 
анализа первоначально. 

• Не принимайте больше трёх идентичных проб пациента в следующие дни.  

Повреждённый контейнер

• Если наружная сторона контейнера загрязнена пробой, она не 
принимается. 

• В случае протекания контейнера пробу следует принять только в том 
случае, если при проведении анализа лаборант не заразится.  

Загрязнённая проба

• Не загрязняйте пробу пробой другого типа, например, моча не лолжна 
содержать кал и наоборот.  

Неприемлемый материал

• Не принимайте слюну вместо мокроты.  
• Не принимайте 24-часовую пробу мочи для бактериологического 

исследования.  
• Требуйте правильно взятую пробу 

Запоздалая транспортировка и задержанние анализа  

В идеальном случае проба должна быть взята в течение 2-х часов до отправки в 
лабораторию. При взятии и транспортировки пробы должна быть использована 
соответствующая транспортная система или среда (см. ; ). 5.8 5.9   

В случае приёма запоздавшей пробы требуйте новую пробу в соответствии 
вышеприведенным. Отметьте, что проба получена с опозданием.  
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Форма запроса пробы, идентификация пробы 

Запрос на исследование должен содержать следующую информацию: 

• имя и фамилию пациента; наименование учреждения;  
• адрес учреждения;  
• тип пробы; 
• имя врача, заказавшего пробу;  
• дату и время взятия пробы; 
• предварительный клинический диагноз. 

5.12.  Предварительная обработка пробы для отправки и хранения в  
лаборатории  

См. материал отдельно для каждого патогена (гл. , ). 9 10

6. Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований - 
реактивы и снабжение 

6.1. Ознакомление с политикой базы данных производителя 

Цель ознакомления с политикой базы данных производителя:   

проверка материала и оборудования до закупки, чтоб убедиться в правильности 
продоставленной информации; 

ежегодная проверка этих данных; 

обязательное ознакомление с политикой базы данных производителя; 

менеджер по контролю качества обязан убедиться в том, что все комплекты, 
апаратура и реактивы проверены до закупки, и данные производителя соответствуют 
лабораторным требованиям. Такие исследования документируются и вносятся в 
соответствующий журнал.       

Примечание: Такие проверки и исследования можно проводить на центральном 
уровне для всей страны, пока не возникнет необходимость коммерческой 
авторизации для каждого комплекта.  

6.2. Приготовление питательных сред для бактериологического 
исследования 

Приготовление сред и реактивов и их контроль
На всех реактивах отметьте дату получения и/или приготовления, а в дальнейшем – 
укажите дату открывания коробки (при надобности). При получении каждой новой 
партии дегидрированной среды, реактива или ингредиента сопоставьте  количество 
полученной партии с уже использовавшейся в лаборатории. Такая проверка 
обьязательна, чтобы заказать достаточное  количество реактива  без остановки 
лабораторных исследований.   
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Создайте регистрационный журнал, где будет указана следующуая информация: 

• дата приготовления;  
• имя, фамилия изготовителя;  
• количество приготовленной среды и реактивов;  
• источник(и) необработанных («сырых») сред; 
• номер партии;  
• метод стерилизации и количество журналов по стерилизации сред;  
• срок годности;  
• при  надобности другая информация - pH, осмолярность, резистентность 

(способность к сопротивлению).  
Примечание: на каждой чашке Петри/пробирке/скошенном агаре укажите 
наименование (или код) соответствующей среды, срок годности и номер партии.  

Контроль качества сред, приготовленных в лаборатории  

Отметьте внешний вид, цвет, стерильность в журнале, который используется при 
приготовлении.   

Проверьте каждую партию на загрязнённость: из партии  до 100 наименований 
продуктов инкубируйте 5%, а из большей партии - 10 единиц, взятых наугад. В 
течение 48-ми часов инкубация проводится при температуре, предусмотренной для 
использования продукта, а ещё 48 часов - при комнатной температуре.  

Тест на еженедельный рост можно провести с помощью обыкновенного 
зарагистрированного штамма; в идеальном случае рекомендуется проверка разных 
инокулятов, особенно для селективных сред. 

Хранение приготовленных сред и реактивов

Среды храните на 40C, учтите, что использование таких сред возможно только по 
прошествии минимум 2-х дней (ожидание результата теста на стерильность). 
Просроченная среда выбрасывается немедленно, или хранится с целью 
использования во время учений.                                                                        

Основные питательные среды, использованнные для энтеропатогенов   
Примечание: мы даём только краткое описание и порядок использования каждой 
среды. Для более детального ознакомления обращайтесь к вашей собственной 
документации или документации, которая прилагается к питательной среде.   

• Гектоен агар (Hektoen enteric agar) 

Гектоен агар используется для выделения и дифференциации энтеропатогенов. По 
сравнению с другими дифференциальными средами, часто используемыми  в 
клинических лабораториях, гектоен агар повышает качество выделения  Salmonella 
spp. и Shigella spp., и поэтому он используется для выделения Salmonella spp. и 
Shigella spp., которые являются причиной широкого спектра серьёзных заболеваний 
желудочно-кишечного тракта человека.   

Приготовление  
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• Растворите 75 г среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась.  
• Не перекипятите. В автоклавировании не нуждается.  
• Охладите в водяной ванне.  
• Разлейте порции по 20 мл  в стерильные чашки Петри.  
• Оставьте сушить в полунакрытом состоянии в течение 2-х часов.  
• Конечный pH: 7.5 ± 0.2. 

Контроль качества

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет светло-
зеленоватую окраску с примесью цвета слоновой кости.  

В готовом состоянии: в помутневшем состоянии среда имеет окраску от светлого до 
тёмно-зелёного. 

Результат ожидаемого микробного роста: гектоен агар даёт микробный прирост          
на 35 ± 0.20C после 18-24-часовой инкубации.  
Микроорганизм Ответ Реакция 
Escherichia coli ATCC 25922  От частичной до 

полной задержки роста 
Колонии от жёлтого до оранжево-
розоватой окраски  

Enterococcus faecalis ATCC 29212  Рост задержан  _  
Shigella flexneri ATCC 12022  Средний и хороший 

прирост   
Зелёные колонии 

Salmonella typhimurium ATCC 14028  Средний и хороший 
прирост   

Зелёные колонии с чёрным 
центром  

 
• Среда Клиглера 

(См. 8.2- ряд, подготовка и использование теста пробирок.)  

Контроль качества

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет окраску 
слоновой кости.  

В готовом состоянии: среда имеет окраску от красновато-оранжевого до красного 
цвета и чуть помутневший вид.  

Результат ожидаемого микробного роста: Клиглер даёт микробный прирост на 350C 
после 18-24-часовой инкубации.  

Микроорганизм Ответ Скошенная часть столбик Газ H2S 
Escherichia coli ATCC 25922  Рост Жёлтая Жёлтый +  - 
Proteus mirabilis ATCC 12453  Рост Розовая Жёлтый - +  
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Рост Розовая Розовый -  -  
Salmonella typhimurium ATCC 14028  Рост Розовая Жёлтый +/- +  
Shigella flexneri ATCC 12022  Рост Розовая Жёлтый -  - 

Перечисленные микроорганизмы - это минимум, который  надо использовать для 
контроля качества среды.  
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Кислотный - желтый; щелочный - розовый; + положительный; _ отрицательный; +/_ 
обычно считается положительным.  

• Лизиновый железосульфитный агар (LIA) 

Лизиновый железосульфитный агар используется для дифференциации 
микроорганизмов, в основе которой лежит декарбоксилирование лизина и 
возникновение сероводорода. 

Приготовление 

• Растворите 33 г порошка в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и прокипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась. 
• Разлейте в стерильные пробирки и поместите в автоклав при температуре 

1210С в течение 15-ти минут. 
• После автоклавирования оставтьте среду в скошенном состоянии до 

затвердения.  
• Конечный pH: 6.7 ± 0.2  250C.  

Результаты теста 

• Положительная реакция декарбоксилирования лизина - пурпурный 
(щелочной) столбик и пурпурная (щелочная) скошенная часть.  

• Отрицательная реакция - жёлтый (кислотный) столбик и пурпурная 
(щелочная) скошенная часть. 

• Положительная реакция дезаминазы лизина - красная скошенная часть. 
• Отрицательная реакция - пурпурная скошенная часть (Proteus spp. и 

Providencia spp. образуют красную скошенную часть на жёлтом 
(кислотном) столбике). 

• Положительная реакция на сероводород - почерневшая среда на кончике 
скошенной части.  

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однообразный, легко пылится, имеет светло-
сероватую окраску. 

В готовом состоянии: среда красно-пурпурного цвета, имеет мутноватую 
консистенцию. 

Результат ожидаемого микробного роста: лизиновый агар  даёт микробный прирост 
на 350C после 18-24-часовой инкубации.  
Микроорганизм Ответ Скошенная часть столбик H2S 
Citrobacter freundii ATCC 8090 Рост KK AA + 
Escherichia coli ATCC 25922 Рост KK KK   _ 
Proteus mirabilis ATCC 12453 Рост   R AA + 
Salmonella typhimurium ATCC 
14028 

Рост KK KK _ 
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K: щелочный, R: красная (окислительное деаминирование); AA: кислотный, +: H2S 
положительный, _: H2S отрицательный 

• Среда Макконки  

Среда Макконки используется для выделения и дифференцирования грам-
отрицательных энтеробактерий. Она рекомендуется для обнаружения и выделения 
грам-отрицательных организмов из клинического материала, молочных продуктов, 
пищи, воды, фармацевтических и индустриальных источников.    

Приготовление 

• Растворите 50 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и прокипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась. 
• Автоклавируйте при температуре 1210С в течение 15-ти минут. 
• Охладите до 45-500C и разлейте в стерильные чашки Петри.  
• Конечный pH: 7.1 ± 0.2  250C.  

Лактозоферментирующие организмы растут в виде колоний от розоватой до 
кирпично-красной окраски, с зоной желчного преципитата или без неё. 
Лактозонеферментирующие организмы растут в виде бесцветных или прозрачных 
колоний.   

Контроль качества: 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет 
розоватую окраску с оттенком слоновой кости.  

В готовом состоянии: среда имеет красно-оранжевую окраску и слабо 
опалесценцирующая.  

Результат ожидаемого микробного роста: агар Макконки даёт микробный прирост на 
370C после 24-часовой инкубации. 

Микроорганизм Ответ Реакция 
Escherichia coli ATCC® 25922  Рост Розовые колонии 
Proteus mirabilis ATCC® 12453  Рост Бесцветные колонии,  

сползание задержан 
Salmonella typhimurium ATCC® 14028 Рост Бесцветные колонии 
Staphylococcus aureus ATCC® 25923  Рост задержан _  

 
• Сорбитоловый агар Макконки 

Сорбитоловый агар Макконки используется для выделения патогенного      
Escherichia coli.  

Сорбитоловый агар Макконки с целью дифференциации энтеропатогенного E. coli 
вместо лактозы содержит сорбит. Эти штаммы - типичные сорбито-негативные 
штаммы. Сорбитоловый агар Макконки рекомендуется для тестирования 
клинического материала и пищи.   

Приготовление 
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• Растворите 50 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и прокипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась. 
• Автоклавируйте при температуре 1210С в течение 15-ти минут. 
• Охладите до 45-500C и разлейте в стерильные чашки Петри.  
• Конечный pH: 7.1 ± 0.2  250C.  

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет светло-
розоватую окраску с оттенком слоновой кости.  

В готовом состоянии: среда имеет красно-оранжевую окраску и слабо 
опалесценцирующая.  

Результат ожидаемого микробного роста: сорбитоловый агар Макконки даёт 
микробный прирост на 370C после 24-часовой инкубации. 
Микроорганизм Ответ 

Escherichia coli ATCC 25922  Хороший прирост, розовые колонии - сорбито-положительные  
Escherichia coli ATCC 35150  Хороший прирост, бесцветные колонии - сорбито-отрицательные  
Staphylococcus aureus ATCC 25923  Рост задержан  

Перечисленные микроорганизмы - это минимум, который  надо использовать  для 
контроля качества среды.  

Результаты: E. coli O157:H7 и другие организмы, которые не ферментируют сорбит, 
образуют бесцветные колонии на сорбитоловом агаре Макконки. Организмы, 
ферментирующие сорбит, образуют розовые колонии. По сомнительным колониям 
нужно проводить подтверждающие биохимические и серологические тесты.    

Ограничения процедуры 

Из-за разных потребностей в питательных средах некоторые штаммы могут плохо 
вырасти, или совсем не вырасти на этой среде.  

Сорбитол-положительные колонии могут изменить цвет и их ошибочно можно 
принять за сорбитол-отрицательные.  

E.coli O157:H7 может ферментировать сорбит после проболжительной инкубации  
(72 ч).  

• Агар Эндо 
Агар Эндо используется для количественного анализа  колиформов, особенно  
Escherichia coli.   

Приготовление  

• Растворите 51 г порошка среды в 1 л дистилированной воды, которая 
содержит 20 мл неденатурированного этанола.  

• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 
чтобы среда полностью растворилась.  
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• Не перекипятите. В автоклавировании не нуждается.  
• Конечный pH: 7.2 ± 0.2 250С. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет светло-
пурпурную окраску.  

В готовом состоянии: среда имеет красно-пурпурную окраску, без помутнения.   

Результат ожидаемого микробного роста: агар Эндо даёт микробный прирост             
на 35 ± 0.20C после 18-24-часовой инкубации.  

Микроорганизм Ответ Реакция 

Escherichia coli ATCC 23226  Хороший/отличный  рост  Зелёная, с металлическим 
блеском 

Enterobacter aerogenes ATCC 
13048  

Хороший/отличный рост Зелёная, с металлическим 
блеском 

Salmonella typhimurium ATCC 
14028  

Хороший/отличный   рост Розовая или красная  

Staphylococcus aureus ATCC 
25923  

Рост задержан  _ 

 
• Агар Salmonella-Shigella (SS) 

Агар Salmonella-Shigella (SS) - дифференциально-селективная среда для выделения 
патогенных энтеробактерий, особенно микробов рода Salmonella. Агар SS 
используется для выделения некоторых штаммов  Salmonella spp. и Shigella spp.  

Энтеропатогены отличаются друг от друга способностью ферментировать лактозу. 
Salmonella spp. и Shigella spp. - лактозонеферментирующие организмы, и на агаре SS 
образуют бесцветные колонии.  H2S позитивная  Salmonella spp. образует колонии с 
чёрным центром. Рост некоторых Shigella spp. на агаре SS задержан. E. coli образует 
колонии с окраской от розового до красного, и может создавать желчный преципитат.  

Приготовление  

• Растворите 60 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась.  
• В автоклавировании не нуждается.  
• Конечный pH: 7.0 ± 0.2 250С. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет окраску 
от светло-розового до средне-розового с оттенком слоновой кости.  

В готовом состоянии: среда имеет светло-красно-пурпурную окраску, чуть  
помутневшая.   

Результат ожидаемого микробного роста: агар SS даёт микробный прирост на 350C 
после 18-24-часовой инкубации.  
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Микроорганизм Ответ Реакция 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  Полная задержка роста  _  

Escherichia coli ATCC 25922  От частичной до полной 
задержки роста 

Колонии от розового до красного 
цвета с преципитатом  

Salmonella typhimurium ATCC 14028  Рост  Бесцветные колонии с чёрными 
центрами  

Shigella flexneri ATCC 12022  Рост  Бесцветные колонии 
 
• Кампилобактер-агар (CVA) 

Кампи-агар (CVA) - селективная среда для первичного выделения и культивации 
Campylobacter jejuni из пробы человеческого кала.  

Эта среда состоит из дефибринированной овечьей крови, которая содержит 
дополнительные питательные вещества. Антимикробные агенты добавляются в среду 
для угнетения  роста нормальной фекальной флоры, которая  может  мешать 
выделению C. jejuni. Цефоперазон является цефалоспорином, который угнетает рост 
грам-отрицательных энтеробактерий и некоторых грам-положительных бактерий. 
Ванкомицин является гликопептидом, который задерживает рост многих грам-
положительных бактерий. Амфотерицин B является противогрибковым агентом.   

Приготовление 

• Растворите 44.4 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась.  
• Автоклавируйте при температуре 1210С в течение 15-ти минут. 
• Охладите до 45-500C и асептически добавьте 10 мл фильтрованного 

стерилизованного раствора, который содержит 3 мг цефоперазона, 2 мг 
ванкомицина, 0.4 мгамфотерицина и 5% стерильной гемолизированной 
барании крови.   

• Хорошо перемешайте и разлейте в стерильные чашки Петри.  
• Конечный pH: 7.0 ± 0.2 250С. 

Контроль качества 

• В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, 
имеет окраску слоновой кости от светлой до средней. 

• В готовом состоянии: среда имеет светло-черешневую красную окраску, 
мутная.   

• Результат ожидаемого микробного роста: прирост тест-штаммов 
Campylobacter spp. на кампи-агаре происходит на 35 ± 20C в 
микроаэрофильной среде, и осмотр должен проводиться после 24-96-
часовой инкубации. Инкубация всех других тест-штаммов должна 
проводиться в аэрофильной среде, и наблюдайте за задержкой роста после      
24-96-часов.    
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Микроорганизм Ответ 

Escherichia coli ATCC 25922  Задержка роста  
Enterococcus faecalis ATCC 29212  Задержка роста 
Proteus mirabilis ATCC 12453  Задержка роста 
Campylobacter coli ATCC 33559  Рост 
Campylobacter fetus ATCC 33246  Рост 
Campylobacter jejuni ATCC 29428  Рост 
Campylobacter jejuni ATCC 33291  Рост 

 
Рис. 2.   
Левый: 
Прирост колоний Campylobacter jejuni 
(ATCC33291) на агаре Campy CVA. 
Инкубация в микроаэрофильной среде 
48 ч на 350C  
Правый: 
Рост Escherichia coli (ATCC 25922) 
угнетён. Инкубация 24 ч в аэробных 
условиях на 350C. 
 

Колонии кампилобактерии - малые, слизистые, сероватые, с плоскими 
неравномерными краями, и они не проявляют гемолитические свойства в течение 24-
48 ч. Колонии могут быть также розовыми или жёлтовато-сероватыми. По видам они 
могут быть круглыми, выпуклыми, едиными, блестящими, с диаметром 1-2 мм. 
Некоторые штаммы C. jejuni могут иметь чуть розовую или жёлтовато-коричневую 
окраску  

• Селенитовый бульон 
Селенитовый бульон используется в качестве селективного обогатителя видов 
Salmonella. 1 мг исследуемого материала (кала) добавляется к 10 мл селенитового 
бульона  и инкубируется 24 ч на 350C.  

 Приготовление  

• Растворите 23 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  
• Нагрейте до кипячения, чтобы среда полностью растворилась.  
• В автоклавировании не нуждается. Используйте немедленно. 
• Конечный pH: 7.0 ± 0.2 250С. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет не так 
уж белую окраску.  

В готовом состоянии: среда прозрачная, имеет светло-жёлтую окраску, с 
незначительным осадком или без него. 

Результат ожидаемого микробного роста: микробный прирост на среде Макконки 
выявится в селенитовом бульоне на 350C после 24-48-часового обогащения.  
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Микроорганизм Ответ Реакция (если обновлена) 

Escherichia coli ATCC 11775  От частичной до полной 
задержки роста 

Розовая колония с 
желчным преципитатом  

Escherichia coli ATCC 25922  От частичной до полной 
задержки роста 

Розовая колония с 
желчным преципитатом 

Salmonella typhi ATCC 19430  Хороший прирост Бесцветная колония  
Salmonella typhimurium ATCC 14028  Хороший прирост Бесцветная колония 
Shigella sonnei ATCC 25931  Средний/хороший прирост Бесцветная колония 
 

• Мочевинная среда 
Мочевинный бульон и основа мочевинного агара используются для дифференциации 
микроорганизмов на основе образования мочевины. Используя  петлю, выберите 
лактозанеферментирующие колонии и перенесите их в пробирку, в которой 
содержится мочевина. После инкубации на 350C 2-4 ч  наблюдайте за изменением 
цвета на розовый (мочевина-положительная).  

• Ингредиенты растворите в дистилированной воде.  
• Не нагревайте. 
• Стерилизацию проводите фильтрованием в 0.45µm мембранном фильтре.  
• Асептически налейте порции по 1.5-3 мл в стерильные пробирки 13 X 100 

мм.  
• Конечный pH 6.8  ± 0.2 250С. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет не так 
уж белую окраску.  

В готовом состоянии: среда имеет жёлто-оранжевую окраску, чуть помутневшая. 

Результат ожидаемого микробного роста: микробный прирост мочевинная среда  
даёт на 350C после 18-24-часовой инкубации.  

Микроорганизм Реакция 
Escherichia coli ATCC 25922  Отрицательная  
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883  Слабая положительная 
Proteus vulgaris ATCC 13315  Положительная  
Salmonella typhimurium ATCC 14028 отрицательная  

 
• Среда Мюллера-Хинтона  

Агар Мюллера-Хинтона используется для определения 
антибиотикочувствительности методом диск диффузии. Настоящая формула 
соответствует рекомендациям Института клинических лабораторных стандартов 
(CLSI).  

Приготовление 

• Растворите 38 г порошка среды в 1 л дистилированной воды.  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

68



• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 
чтобы среда полностью растворилась.  

• Автоклавируйте при температуре 1210С в течение 15-ти минут. Охладите 
до комнатной температуры. 

• Условие: добавки добавляются соответственно (например, кровь).   
• Охлаждённый агар Мюллера-Хинтона разлейте в стерильные чашкаи 

Петри  
• Конечный pH: 7.3 ± 0.1 250С. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, легко пылится, имеет окраску 
слоновой кости. 

В готовом состоянии: среда имеет светло-янтарную окраску, чуть помутневшая, без 
заметного осадка   

Результат ожидаемого микробного роста: приготовьте, сделайте посев и 
распределите диски антибиотиков в соответствии с нижеописанной процедурой, 
рекомендованной CLSI. Перечисленные штаммы должны иметь средний диапазон 
тестируемой концентрации 
Микроорганизм Ответ и реакция 
Enterococcus faecalis ATCC 29212  Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций.  
Escherichia coli ATCC 25922  Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций. 
Escherichia coli ATCC 35218  Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций.  
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций. 
Staphylococcus aureus ATCC 25923  Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций.  
Staphylococcus aureus ATCC 43300  Рост; диаметр зоны - в пределах опубликованных 

спецификаций. 

См. 8.4 - тест на антибиотикочувствительность.  

6.3.  Биохимические тесты для бактериологического исследования 

Биохимические тесты в бактериологии можно разделить на две группы: 
• специфические тесты; 
• тесты по ассимиляции сахаров. 

Для более подробной информации обращайтесь к соответствующей документации. 

Специфические тесты
Тест каталазы 

Каталаза - фермент, который найден почти во всех живых организмах. Каталаза 
катализирует разложение перекиси водорода на воду и водород. Тест каталазы 
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используется для предварительной идентификации и дифференциации многих 
бактерий.

Приготовление и использование  

• Перекись водорода: 3% и ацетофенэтидин. 
• Храните реактив в темном, холодном месте. Не перегревать и 

замораживать.   
Организмы для тестирования на каталазу должны быть взяты с 18-24 ч культуры, так 
как они с возрастом теряют каталазную активность. Рекомендуется брать исследуеме 
организмы со среды, которая не содержит кровь, так как эритроциты крови 
животных также обладают каталазной активностью. 

Контроль качества:  
Микроорганизм Реакция 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Положительная - появление пузырьков  
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Отрицательная - пузырьки не 

появляются  
 

 

  Рис. 3.  Положительный тест 
   

 
 
 
 
 

 Отрицательный тест 
 

•  Гиппурат тест  
Гиппурат тест используется для предварительной идентификации Gardnerella 
vaginalis, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes и Streptococcus группы B, 
выявляя способность организма к гидролизу гиппурата. Используя стандартную 
петлю для посева, приготовьте в реактиве гиппурата густую суспензию из 18-24 ч 
культуры и поставьте для инкубации на 2 ч при 35-370C. После этого добавьте 2 
капли раствора нингидринового индикатора. Реинкубация на 35-370C 30 мин. 
Осматривайте пробирки с 10-минутным интервалом до появления тёмно-синего 
цвета, который означает положительную реакцию.  

 Контроль качества 
Микроорганизм Реакция 
Streptococcus agalactiae ATCC 12386 Положительная: тёмно-синий цвет 
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Отрицательная: изменение цвета не отмечается 

или окраска очень светло- синяя 
 

•  Индол тест 
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Индол тест - с помощью этого теста определяется способность бактерии к 
образованию индола посредством деаминирования триптофана. Используются 
реакции 3-х различных типов:  

• реактив Ковача на индол в пробирках, с инкубацией;  
• Спот-тест на индол  (на фильтровальной бумаге);   
• реактив Ковача на индол, используется как Спот-тест.  

Для проведения индол теста можно использовать любой из вышеперечисленных 
методов в зависимости от того, какой реактив доступен. Следует отметить, что 
первый их них - самый чувствительный.   

Интерпретация результатов  

Положительная реакция теста реактива Ковача на индол в пробирках - появление 
розового/красного цвета на верхнем спиртовом слое. Отрицательная реакция - 
реактив остаётся бесцветным или светло-жёлтым.  

Положительная реакция Спот-теста на индол - изменение синего/синевато-
зеленоватого цвета, или в случае Providencia alcalifaciens - красно-фиолетовый цвет в 
течение 10 секунд. Отрицательная реакция реактивостаётся бесцветным или светло-
розовым.  

Контроль качества 
Микроорганизм Индол Ковача Спот -тест 
Escherichia coli ATCC 25922 Положительная реакция - 

изменение красного цвета 
Положительная  
реакция -  
изменение голубого-синего-
зеленоватого цвета  

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 

Отрицательная реакция - 
 без цвета или светло 
жёлтый цвет 

Отрицательная  
реакция -  
без цвета или светло-розовой 
цвет 

 

Тест на оксидазу 

 Тест на оксидазу используется для определения 
способности бактерии производить цитохром С 
оксидазу. Как правило, Pseudomonadaceae 
принадлежат к  OX+, а Enterobacteriaceae - к OX_. 
Указанный тест приобретает особое значение для 

идентификации организмов, принадлежащих к родам Campylobacter, Pseudomonas и 
Aeromonas.   

Процедура исследования 

Используйте только 18-24 ч колонии, выращенные на неселективной, 
недифференцируемой среде. Поместите маленький кусок фильтровальной бумаги на 
пластмассовую стерильную одноразовую чашку Петри. Намочите фильтровальную 
бумагу несколькими каплями  реактива оксидазы. Малое количество исследуемых 
колоний платиновой петлей или деревянной палочкой вмажьте в фильтровальную 
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бумагу. Наблюдайте за развитием пурпурного или сине-чёрноватого цвета. Любое 
изменение цвета после 20-и сукунд во внимание не принимается.    

Контроль качества 
Исследуемые организмы Реакция в течение 10-20секунд 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Оксидаза-положительная; Развитие 

синего/пурпурного цвета  
Escherichia coli ATCC 25922 Оксидаза-отрицательная;  изменение цвета не 

наблюдается 
 

• Цитратный тест 
Цитратный агар используется для дифференциации грам-отрицательных бактерий. В 
основе теста лежит реакция утилизации цитрата. Положительная реакция - прирост 
интенсивного синего цвета на скошенной части агара. Отрицательная реакция - 
отсутствие прироста или наличии следа роста, только без изменении цвета (среда 
остаётся тёмно-зелёной).  

Приготовление 

• Растворите 24.2 г порошка среды в 1л дистиллированной воды.  
• Хорошо перемешайте. 
• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась.  
• Разлейте и поместите в автоклав при температуре 1210С в течение 15-ти 

минут. 
• Охладите в скошенном состоянии. Указанный агар можно также разлить 

на чашках и использовать в таком виде.  
• Проверьте образцы окончательного продукта, используя стабильные, 

типовые контрольные культуры.   
Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок однородный, без примесей, может 
содержать множество тёмных и серых частиц.  

В готовом состоянии: среда тёмная, зелёная, чуть помутневшая, с малым 
количеством преципитата и большим количеством нерастворимых посторонних 
веществ. 

Организм  ATCC Рост Реакция 
Enterobacter aerogenes 13048 Хороший Щелочная (синяя) 
Escherichia coli 25922 От частичного до полного 

подавления роста 
– 

Klebsiella pneumoniae 33495 Хороший Щелочная (синяя) 
Shigella flexneri 9199 Полное ингибирование – 

 

 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048    

Положительная реакция 
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Escherichia coli ATCC 25922, 

Отрицательная реакция 
 

• Среда для установления двигательной способности энтеробактерий  
Специальная среда используется для установления двигательной способности грам-
отрицательных энтеробактерий. Наблюдение за движением бактерий можно 
непосредственным осмотром пробирок после инкубации.  

Приготовление 

• Растворите 22 г порошка среды в 1 л дистиллированной воды.  
• Хорошо перемешайте. 
• Нагрейте при частом помешивании и кипятите в течение 1-ой минуты, 

чтобы среда полностью растворилась.  
• Разлейте и поместите в автоклав при температуре 1210С в течение 15-ти 

минут. 
• Проверьте образцы окончательного продукта, используя стабильные, 

типовые контрольные культуры.  
• Конечный pH: 7.3.  

Процедура исследования 

Посейте чистую культуру в пробирки путем укалывания так, чтоб игла проникла 
ниже половины глубины среды. Инкубация 24-48 ч на 35 ± 20C в аэробных условиях.   

Результаты теста 

После инкубации осмотрите прирост в пробирках вдоль линии укалывания. 
Недвижимые организмы растут только около линии укалывания, а движимые - за 
линией укалывания и могут распространяться по всей среде. По желанию 
отрицательные пробирки можно дополнительно поставить на реинкубацию в течение 
5-и дней на 32 ± 20C. 

Контроль качества 

В дегидрированном состоянии: порошок чистый, однородный, не содержит 
посторонних веществ.  

В готовом состоянии: среда  имеет  окраску от светло-жёлтого до жёлтовато-
коричневатого, может быть чуть помутневшей. Тёмная, зелёная, чуть помутневшая, с 
малым количеством осадков и большим количеством нерастворимых взвешенных 
частиц. 

После 18-24 ч инкубации на 350C:  
Микроорганизм  ATCC Рост Движение 
Enterobacter aerogenes 13048 Хороший + 
Escherichia coli 25922 Хороший + 
Klebsiella pneumoniae 33495 Хороший _ 

Salmonella choleraesuis, choleraesuis serotype 14028 Хороший + 
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Typhimurium 
Shigella flexneri 9199 Хороший _ 

Proteus vulgaris 8427 Хороший + 
 
 
Организм ATCC Визуальный аспект 

нная 
среда 

/ 
Чистая, 
незасея

Escherichia coli 25922 
 

Klebsiella  

 
pneumoniae 13883 

 

Тест ассимиляции сахаров 

Тест ассимиляции сахаров можно провести  
используя мануальный метод – метод пробир
когда все необходимые сахара добавлены в
обыкновенный агар, хотя гораздо удобнее 
использовать готовые киты ряда A

ок, 
 

PI (для более 

 провести 

нтроля 
качества регистрируются и архивируются в соответствии с Приложение  2. 

6.4.  Буферы для вирусологического исследования  

детальной информации см. 8.3).  

Контроль качества тестов сахаров  

Для каждого реагента необходимо
процедуру контроля качества на 

соответствующем референс-штамме минимум 1 раз в неделю. Результаты ко

Моющие буферы
Все реактивы и исследуемые образцы продержите при комнатной температуре        
(18-30

 
е 

полного 

ера используйте 

пературе готовый моющий буфер годен в течении 2-х недель.  

0C) минимум 15-30 мин. Концентрат моющего буфера проверьте на наличи
кристаллов соли. При наличии таких кристаллов подогрейте на 370C до 
растворения кристаллов. Разбавьте основной раствор моющего буфера 
дистиллированной или деионизированной водой в пропорциях 1:20 (в любом случае 
обращайтесь к рекомендациям производителя). При разбавлении буф
только чистую посуду. На пробирке напишите дату изготовления.    

На комнатной тем

HPR-конъюгат 
Все реактивы и исследуемые образцы продержите при комнатной температуре         
(18-300C) минимум 15-30 мин. Разбавление конъюгата (1/50) в буфере должно 
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произойти непосредственно перед заливкой в микропробирки (в любом случае 
обращайтесь к рекомендациям производителя).   

ый конъюгат сохраняет стабильность в течение 3-х часов при комнатной 

ить 
 заливкой в микропробирки. Он годен в течение 3-х часов при 

онтроль, положительный контроль и стоп-раствор существуют в 

0C. Не замораживайте. Для получения максимального 
резуль ганизмами 
и хими и

 Разбавленн
температуре.  

Хромоген
В зависимости от набора реактивов можно использовать готовый хромоген, или при 
необходимости приготовить его. Обыкновенный раствор хромогена А добавляется к 
ратвору хромогена в пропорциях 1:1. Такой раствор желательно приготов
непосредственно перед
комнатной температуре (в любом случае обращайтесь к рекомендациям 
производителя).   

Отрицательный к
готовом виде и нет необходимости в их приготовлении непосредственно перед 
употреблением.  

Примечание: компоненты набора реактивов можно использовать до истечения срока 
годности, при хранении на 2-8

тата набор реактивов ELISA надо оградить от загрязнения микроор
ческ ми веществами.  

6.5.   Другие реактивы для бактериологии и вирусологии  

Обращайтесь к специфической процедуре по каждому заболеванию (гл. 9 и 10).  

7. Процеду  - 
пр

в 

ры, проводимые во время лабораторных исследований
оцедуры окраски  

7.1.      Приготовление красителя и контроль качества методо
окраски  

Контроль красителей и процедур окраски (дифференциальная окраска грам-
положительных и грам-отрицательных организмов) проводите выделенными вами 

м-положительной бактерии 
Staphy o

В каки л
 для окраски по Граму;  

активов и сред; 
;  

штаммами грам-отрицательной бактерии E. coli и гра
loc ccus aureus.  

х с учаях осуществляется такой контроль?    
• при изготовлении новых реактивов
• при использовании новых ре
• при наличии проблем с окраской
• как правило, раз в неделю.  
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7.2. Приготовление мазка  

Пометка предметного стекла  
Конец предметного стекла должен быть матовым для нанесения метки и удобства
обращен

 в 
ии. Используйте специальный маркер.  

опе, 
 плотным, легко видимым и тонким для 

огии организма. Используйте чистые предметные 
стёкла

Наилучши
контейнер  их достают непосредственно перед употреблением. Их 
можно ш

Колонии 

• 

надо точно определить количество капель и 
азка). Если после высыхания мазка  на предметном стекле видны 

 очень густой, капля физиологического 
ен по очень малой площади. 

Фикса
Мазок можно зафиксировать нагревом.   

ы хе, на плоской поверхности, или положите их на 
реватель предметных стёкол при 600C до высыхания.   

Приготовление мазка
Правильно приготовленный мазок, предназначенный для исследования в микроск
должен быть однослойным, достаточно
обозрения характерной морфол

. 

е результаты достигаются тогда, когда предметные стёкла хранятся в 
е со спиртом, и

 су ить на воздухе.   

из твёрдой области

• Налейте на предметное стекло одну каплю физиологической жидкости. 
Дистиллированная вода может изменить морфологию клеток тонких 
организмов.   
Перенесите малую часть колонии стерильной аппликаторной палочкой, 
проволочной иглой или петлёй (предпочтительно). 

• Осторожно помешивайте для получения эмульсии. Полученный мазок 
должен быть чуть мутноватым и гомогенным (для получения 
оптимального результата 
место м
круговые линии, значит инокулят
раствора мала, а мазок распредел

• Примечание: никогда не помешивайте сильно, остерегайтесь появления 
воздушных пузырьков.    

ция мазка

• В сушите мазки на возду
электронаг

• Если мазки высохли на воздухе, проведите их над огнём два-три раза. 
остерегайтесь повреждения клеток. Охладите стёкла до окраски.   

7.3. Окраска по Граму  

Окраска по Граму  
Эта дифференциальная окраска разделяет большинство бактерий на две группы: 
грам-положительные и грам-отрицательные бактерии.   

Для каждодневного исследования используется модификация Хукера.  
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Общий принцип окраски  

матовый участок предметного стекла таким образом, чтоб 

 

е: лишнее ополаскивание на данном этапе может вызвать вымывание 
но 

 через мазок. По рекомендациям некоторых специалистов, 
ить в стакан с водой и поставить под проточной водой 

вечивания 

на данном этапе вызовет вымывание красителя - 

сек. Некоторые 
ьзуют 0.1-0.2 %-ный основной фуксин;  

ении 

Карбол х грам-отрицательных 
органи о а же самая, что и при модификации Хукера, только 
в качестве тся 95%-ный этанол, а для контрокраски - 
карбол у

летовый - 30 сек.;     

 1 мин.                                                  

Не наливайте краситель, воду или обесцвечиватель непосредственно на мазок. Капли 
следует наливать на 
реактив оттуда перетекал на оставшуюся поверхность.   

Метод  
1. налейте на зафиксированный мазок кристаллический фиолетовый. Окрашивайте в
течение 30 секунд;  

2. перецедите кристаллический фиолетовый и сполосните стекло в проточной воде;  

Примечани
кристаллического фиолетового из грам-положительных клеток. Поток воды мож
направить с нижней стороны одного из углов предметного стекла, чтобы вода 
медленно перетекала
предметное стекло надо полож
5 секунд;   

3. сполосните мазок йодным раствором, затем налейте свежий йодный раствор, 
оставьте на 30 сек.;  

4. смойте проточной водой;   

5. обесцвечивайте реактивом так, чтоб, держа стекло за угол, реактив стекал на 
мазок. Когда струя станет чистой, прекратите обесцвечивание. Время обесц
соразмерьте с толщиной мазка и типом обесцвечивателя;   

6. проточной водой смойте обесцвечиватель; 

примечание: лишнее ополаскивание 
йодного комплекса из грам-положительных клеток (см. рекомендацию б);  

7. налейте на мазок сафранин и окрашивайте в течение 30-и 
лаборатории для контрокраски испол

8. смойте краску проточной водой;  

9. перецедите предметное стекло. высушьте на воздухе в вертикальном полож
или используйте столик - сушилку для предметных стекол;  

10. осмотрите мазок в микроскопе.  

Контрокраска карбол-фуксином 

-фуксин рекомендован для слабоокрашиваемы
зм в. Процедура окраски т

 обесцвечивателя рекомендуе
-ф ксин или 0.8%-ный основной фуксин.   

• кристаллический фио
• йод Грама - 30 сек.;     
• 95%-ный этанол - 30 сек.;     
• карбол-фуксин или 0.8%-ный основной фуксин >
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Интер е
При окрас альные  клетки:   

лического 

аллического фиолетового/йода 
вымыв
наружной -
алкого ли карбол-
уксином, или 0.8%-ным основным фуксином.   

• Грам-положительные бактерии окрашивается в сине-пурпурный цвет.  
• Грам-отрицательные бактерии окрашивается в красный цвет. 

 

пр тация результатов 
ке по Граму бактери

• окрашиваются кристаллическим фиолетовым;   
• обрабатываются йодом для формирования комплекса кристал
 

фиолетового/йода;  
• промываются органическим растворителем (ацетоном - алкоголем);  
• снова окрашиваеются красной контркраской - сафранином.  

В грам-положительных бактериях комплекс кристаллического фиолетового/йода 
остаётся в клетке в результате воздействия кислоты - алкоголя, так как толстый 
пептидогликановый слой задерживает комплекс кристаллического фиолетового и 
йода. 

В грам-отрицательных бактериях комплекс крист
ается из клетки (т. е. клетка обесцвечивается) из-за распада богатой жиром 

 - ацетонмембраны в результате воздействия органического растворителя
ля. Эти обесцвеченные клетки контрокрашиваются сафранином, и

ф

  
Corynebacteria, грам-положительная E. coli, грам-отрицательный 

Реа и

пиртом, сафранин.  

Окраска 

 овый  
1. осно о ского фиолетового;  

кт вы для окраски по Граму 
Кристаллический фиолетовый, йод Грама, ацетон со с

по Граму в общей бактериологии    

Кристалический фиолет
вн й раствор кристалличе
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• кристаллический фиолетовый (с содержанием красителя от 90 до 95%) -
40 г;     

    

Раство т  срок 1год, храните на 
комна й л легко воспламеняется.    

том реактива) - 16 г; 

Раство т те срок 1 год, 
хранит

салата аммония (1 %) - 160 мл. 
ристаллического фиолетового в стеклянной 

бутылк П  профильтруйте раствор оксалата аммония. 
 

1. Осн

 вода - 500 мл. 
Перем а тылке, 
отметь  с й температуре.   

бонат натрия (NaHCO3) (с градиентом реактива) - 25 г; 
иллированная вода - 1,000 мл. 

Раство т ок 1 год, храните на комнатной 
температу
3. Йод

й бутылке, отметьте срок 6 месяцев, храните на 
е: йод и йодид калия вызывают коррозию. Не 

ь контакта с кожей.   
 

Медле

л; 
диентом реактива) -  100 мл.  

• этанол 95% - 400 мл.  
ри е и перемешайте в стеклянной бутылке, отметьте
тно  температуре. Примечание: этано

2. Раствор оксалата аммония (1 %)  
• оксалат аммония (с градиен
• дистиллированная вода - 1,600 мл. 
ри е и перемешайте в коричневой стеклянной бутылке, отметь
е на комнатной температуре.   

3. Рабочий раствор кристаллического фиолетового  
• основной раствор кристаллического фиолетового - 40 мл;  
• раствор ок

Профильтруйте основной раствор к
е. осле полной фильтрации
Йод Грама  
овной раствор йода Люголя  
• кристаллы йода - 25 г ;  
• йодид калия (с градиентом реактива) - 50 г; 
• дистиллированная
еш йте или оставьте до растворения  в коричневой стеклянной бу
те рок 6 месяцев, храните на комнатно

2. Бикарбонат натрия (5%)  
• бикар
• дист
ри е в стеклянной бутылке, отметьте ср

ре.   
 Грама 
• основной раствор Люголя - 60 мл;   
• дистиллированная вода - 220 мл; 
• бикарбонат натрия 5% - 60 мл.  

Раст о еклянно
комнатной температуре. Примечани

в рите в коричневой ст

вдыхать, не глотать, берегитес
Обесцвечиватели  
нного действия:этанол 95%.  

Промежуточный: ацетон-этанол: 
- этанол 95% - 100 м
- ацетон (с гра
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Налей в
комнатной
Бы о

он (с градиентом реактива). Примечание: этанол и ацетон легко 
ются. 

1. Саф

л. 
Раство т  1 год, храните на комнатной 
температу спламеняется.    

ной раствор сафранина - 20 мл; 

Налей в мнатной 
температу

сро

8. П ледований - 
ы и чувствительность  

.

те  коричневую стеклянную бутылку, отметьте срок 1 год, храните на 
 температуре.   

стр го действия:  
• ацет

воспламеня
 Контрокраска 

ранин. 

Основной раствор сафранина  

• сафранин О (сертифицированный) - 5,0 г;  
• этанол 95% - 200 м
ри е в стеклянной бутылке, отметьте срок

ре. Примечание: этанол легко во
Рабочий раствор сафранина  

• основ
• дистиллированная вода - 180 мл. 
те  стеклянную бутылку, отметьте срок 1 год, храните на ко

ре.   
2. Альтернативный способ. основной фуксин 0.1 или 0.2 % 

• основной фуксин (с градиентом реактива) 0.1или 0.2 г; 
•  дистиллированная вода - 100 мл. 

Налейте основной фуксин в коричневую стеклянную бутылку, медленно добавьте 
дистиллированную воду, хорошо перемешайте до полного растворения, отметьте 

к 1 год, храните на комнатной температуре.  

роцедуры, проводимые во время лабораторных исс
бактериальные культур

8.1    Общие процедуры для идентификации культуры  

Иноку

• об нужно проводить сразу после поступления пробы в 

• рдой 

• ьный мазок. 

ления изолированных колоний.  
ер, 

пробы должно быть больше, чем при посеве на 

ляция селективного агара  

Посев фекальных пр
лабораторию.  
Для посева селективных сред достаточно одной капли жидкой или твё
фекальной пробы.  
Для посева можно также использовать ректальный или фекал
При посеве ректального или фекального мазка нужно плотно засеять 
участок селективной среды диаметром около 2.5 см, после чего остальную 
часть надо засеять для выде

• Следует отметить, что при посеве на высокоселективные среды, наприм
на среду XLD, количество 
низкоселективные среды.  
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• Для инокуляции проб нужно использовать всю чашку для увеличения 

Посев
• 
• . 
• 

, что 
е 

ите колонию на 
р  Клиглера с 

 культуры  

вероятности высеивания.  
• Инкубация чашек происходит в течение 18-24 ч на 370C.   

 пробы в пробирках методом укалывания  
Выберите на чашке одну хорошо изолированную колонию.  
Осторожно коснитесь инокуляционной иглой центральной части колонии
Не берите всю колонию или не прикасайтесь к поверхности агара через 
колонию - так можно загрязнить инокулят. Если возникнет подозрение
колония недостаточно изолирована от других колоний, очистит
подозрительную колонию следующим образом - перенес
д угой агар, а затем методом укалывания посейте на агаре
цитратным железом или лизиновом железосульфитном агаре.  

8.2.  Тест пробирок для идентификации 

Метод идентификации бактерий подразумевает ряд «теста пробирок», куда в 
качестве составной части входит среда Клиглера.  

Агар клиглера с цитратным железом (KIA)  
Среду Клиглера можно использовать в качестве вспомогательного теста при 

 кишечных грам-отрицательных бактерий. Основа теста - 
фермен ц ра схожа с 
трисах

Приго л

• обирки 13 X 100 мм.  
 при температуре 1210С в течение 15-ти минут. 

лбик 

Проце

• я, а затем скошенная часть 

• та 

ений в 
шенной части и столбике), а также при наличии 

ния на кончике скошенной части. 

Результаты теста 

дифференциации
та ия карбогидратов (углеводов) и образование H2S. Среда Клигле
рной средой.  а

тов ение 

• Растворите 52 г порошка среды в 1 л дистиллированной воды. 
• Хорошо перемешайте и нагревайте при частом помешивании.  

Разлейте по 3 мл в пр
• Автоклавируйте
• Высушите пробирки в скошенном состоянии так, чтоб получить сто

высотой 1.5 - 2.0 см. 

дура исследования 

При засеве среды столбик прокалываетс
штрихуется посевной иглой. 
Для обеспечения аэробных условий пробка пробирки должна быть накры
неплотно. Инкубация 18-48 ч на 350С.  

• Осмотр проводится через 24 и 48 часов с целью выявления измен
приросте и цвете (в ско
почерне

• Проверка готовой среды производится с помощью характерных 
контрольных культур. 
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• Лактоза-ферментирующие организмы полностью окисляют среду, 
вследствие чего среда полностью окрашивается в жёлтый цвет. 

• Лактоза-неферментирующие организмы окисляют только столбик 
пробирки, а скошенная часть не меняет первоначальный красный цвет.  

ние сероводорода вызывает почернение среды. Интерпретация 
результатов идентична с трисахарной средой. 

Визуальный образец  

 

• Возникнове

 
N Пробирки  1 2 3 4* 5 
Деаминирование 
аминокислот   

+ + + + + 

Ферментация 
глюкозы  

– + + + + 

Ферментация 
лактозы 

– – – + + 

Возникновение H2S – – + – +** 
Типичные случай Pseudomonas

(не-entero) 
la 

Providencia Enterobacter 
ose + 

onella 

Morganel

Shigella Proteus 
Edwardsiella 

Klebsiella lact
Salm

Citrobacter 
Salmonella 

E. coli H2S + E. 
coli 

* Пробирка 4: часто в этой пробирке выделяется газ в большом объёме, о чём 
свидетельствует потрескивание среды. Лактоза-ферментирующие организмы, 
которые негативны к метиленовому красному, могут выявить «реверсию» к 
щелочной реакции, так как иногда из некоторых кислот формируются нейтральны
продукты. Что-то подобное происходит в 4A пробирке, где незначительное 
покраснение скошенной части появляет

е 

ся тогда, когда реакция деаминирования 
щелочи прекращается под воздействием кислоты, выделённой в результате 
сверхнейтрализованной ферментации.  
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** можн е газа, достаточного для то чтоб в   
рас  сульфид , что визуально  нез В тако учае бирка 
вы  ¹4.  

Су ца  
 ая часть  H

Пробирка 5: воз о возникновени го, ызвать
пад чёрного а железа аметно. м сл про
глятит как

ммарная табли
Микроорганизмы Скошенн Столбик Газ 2S 
Enterobacter Жёлтая Розовый + + _ 
Hafnia Розовая Жёлтый + _ 
Klebsiella Жёлтая Жёлтый ++ _ 

Escherichia coli Жёлтая (Розовая) Жёлтый + (_) _ 

Shigella Розовая Жёлтый _ _ 
Salmonella typhi Розовая Жёлтый _ + (_) 
S. paratyphi Розовая Жёлтый + _ 
S. choleraesuis Розовая Жёлтый + _ 
Other Salmonella Розовая Жёлтый + + + + 
Citrobacter Розовая (Жёлтая) Жёлтый + + + + (_) 
Edwarsiella Розовая Жёлтый + + + + 
Serratia Розовая (Жёлтая) Жёлтый _ _ 
Proteus   
P. vulgaris Жёлтая (Розовая) Жёлтый + + + + 
P. mirabilis Розовая (Жёлтая) Жёлтый + + + + 
P. m i  _ organ i Розовая Жёлтый _

P. rettgeri Розовая Жёлтый _ _ 
Providencia Розовая Жёлтый + или _ _ 

( ) = редкие реакции. 

8.3.  API  идентификационная система Вступление 

Вступление
Тест-система API-20E (BioMérieux) используется для идентификации кишечных 
грам-отрицательных бактерий. Каждый ряд состоит из 20-ти разных незвисимых 
тестов, в которых среда находятся в дегидрированном состоянии. С помощью 
бактериальной суспензии производится регидратация дегидрированных 
микропробирок. Среда в некоторых микропробирках меняет цвет из-за изменения pH, 
а в некоторых вырабатывается конечный продукт, для идентификации которого 
необходимо добавление специфического реактива. Код профиля определяется по 
последовательности “+” и “_” результатов теста, а затем по полученному коду 
определяется  вид бактерий  
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Образец API 20E  

       

Необходимые материалы

• Бактериальная культура на чашке Петри. 
• 0.85% раствор NaCl  (5 мл).  
• Стерильные, одноразовые пипетки (PSIpettes (5 мл).  
• Стандарт Макфарланда.  
• Стерильное минеральное масло.  
• Ряд тестов API 20E (оксидаза-грам-отрицательные палочки).   
• Инкубационная камера цветного ряда API.  
• Набор реактивов API.  
• Индекс аналитических профилей API 20E.  

Процедура исследования

• Приготовьте в пробирке с физиологическим раствором (4-5 мл) суспензию 
бактериальной культуры.  

• Введите в 0.85%-ный раствор NaCl большую колонию бактериальной 
чистой культуры (диаметром 2-3 мм), убедитесь, что суспензия гомогенная 
и не содержит больших плавающих частиц бактериальной культуры.  

• Для стандартизации суспензии используйте стандарт сульфата бария 
Макфарланда N3.  

• Инокулируйте API ряд в рекомендованном порядке. 
• Наклоняя пластинку цветного ряда под острым углом, заполняйте каждую 

микропробирку бактериальной суспензией пастеровской или механической 
пипеткой. 

• Кончиком пипетки коснитесь внутреннего края свода микропробирки и 
медленно вливайте жидкость так, чтобы она стекала вдоль стенки 
пробирки. Заполняйте пробирки таким образом, что поможет избежать 
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появления пузырьков. Каждая микропробирка должна заполняться до 
горлышка.   

• Под названиями CIT, VP и GEL 
нарисованы прямоугольники. Это 
означает, что эти микропробирки 
заполняются до конца, включая 
свод. LDC, ODC, ADH, H2S и URE 
заполняются вышеописанным 
способом - до горлышка 
микропробирки, но в конце в 
каждую микропробирку 
добавляется стерильное 

минеральное масло.     
• Инкубация засеянного цветного ряда происходит в специальной камере в 

следующем порядке:   
• На дне инкубационной камеры имеются микропробирки малого размера, 

которые до инкубации заполняются дистиллированной водой. 
• Поместите инокулированные микропроборки на дно инкубационной 

камеры. В камере должно быть столько воды, чтобы она не переливалась 
через пробирки. 

• Накройте инкубационную камеру крышкой и маркируйте. 
• Положите API систему в термостат при  370C на 18-24 ч.  

Интерпретация
Добавьте соответствующие реактивы к следующим тестам:  

• 1 каплю реактива Ковача в микропробирку IND (реакцию прочтите через 
несколькл минут).   

• По1-ой капле  A и B реактивов 
барита (Barritt's) в микропробирку 
VP (положительная реакция 
должна развиться за 10 минут).   

• 1 каплю FeCl3 в микропробирку 
TDA.  

• Остальные тесты читайте по 
нижеописанной схеме, без 

добавления реактивов.   
• Запишите результаты в 

прилагаемую диаграмму 1, 
2 или 4 балла на “+” 
реакцию, 0 на “_“ реакцию, 
как показано на рисунке). 
Для энтеробактерий тест 
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оксидазы должен быть отрицательным, и он добавляется как результат 
последнего теста.   

• Реакция трёх дополнительных тестов добавляется в конце для получения 
номера с 7-ью значными цифрами, с помощью которого осуществляется 
идентификация микроба в книге кодов API.   

Прочтение API 20E  
Тест Субстрат Реакция Отрицательные результаты Положительные результаты
ONPG ONPG Бета-галактозидаза Бесцветный Жёлтый 
ADH Аргинин Аргинин дигидролаза Жёлтый Красный/оранжевый 
LDC Лизин Лизин декарбоксилаза Жёлтый Красный/оранжевый 
ODC Орнитин Орнитин декарбоксилаза Жёлтый Красный/оранжевый 
CIT Цитрат Утилизация цитрата ярко-зелёный/жёлтый Синий-зеленовато/синий 
H2S Атиосульфат Образование H2S  Бесцветный/серый Чёрный осадок 
URE Уреаза Гидролиз уреазы Жёлтый Красный/оранжевый 
TDA Триптофан Деаминаза Жёлтый коричнево-красный 
IND Триптофан Образование индола Жёлтый Красный (2 мин.) 
VP Na пируват Образование ацетона Бесцветный Розовый/красный               

(10 мин.) 
GEL Угольный 

желатин 
Желатиназа Чёрная диффузиа не 

происходит 
Чёрная диффузия 

GLU Глюкоза Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
MAN Манит Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
INO Инозит Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
SOR Сорбит Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
RHA Рамноза Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
SAC Сахароза Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
MEL Мелибиоза Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
AMY Амигдалин Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
ARA Арабиноза Ферментация/окисление Синий/сине-зелёный Жёлтый 
OX Оксидаза Оксидаза Бесцветный/жёлтый Фиолетовый  

8.4.  Автоматические системы для идентификации и определения 
антибиотикочувствительности культуры  

VITEK 2  компакт - ультрасовременный автоматический анализатор нового 
поколения, который используется для исследования патогенного. Существуют другие 
типы автоматических анализаторов, которые используются для тех же целей.    

Процесс исследования полностью автоматизирован и основывается на обширной базе 
уникальных компьютерных данных. В отличие от других методов, которые дают 
результат за 2 дня, этого метод позволяет идентифицировать микроб и определить 
его антибиотикочувствительность за 1 день, что даёт возможность эффективного и 
своевременного лечения больного.   

С помощьюVITEK 2 становится возможным   

• Ускорение процесса идентификации и определения 
антибиотикочувствительности патогена.  

• Проведение полного анализа, что подразумевает одновременное 
идентифицирование и определение антибиотикочувствительности.  
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• В этой системе используются миниатюрные картриджи (10 см x 6 см x 0.5 
см) с 64-ью маленькими микропробирками, которые заполяются 
бактериальной суспензией. 

Идентификация микроба  
Флуоресцентная технология позволяет 
проводить широкопрофильные 
исследования и достоверную 
идентификацю организмов, имеющих 
клиническое значение. С помощью 
автоматического метода проводится 
своевременная идентификация и 
определение 
антибиотикочувствительности тех 
клинически значимых патогенов, 
которые быстро приобретают 
резистентность к антибиотикам 

широкого спектра.   

Определение антибиотикочувствительности

Процесс исследования полностью автоматизирован и основывается на обширной базе 
уникальных компьютерных данных, что позволяет определить 
антибиотикочувствительность и установить механизмы резистентности, опираясь на 
современные достижения технологической науки.   

Процедура исследования

• Растворить несколько бактериальных колоний в физиологическом 
растворе и приготовить суспензию. Плотность проверяется прибором 
DensiChek, определяющим плотность суспензии. 

• После этого пробирка (с суспензией) помещается в штатив (кассету). 
• Номер идентификации пробы с помощью баркода или компьютера 

вносится в Smart Carrier и электронно привязывается к баркоду, которым 
помечена каждая пробирка.  

• Тест-картриджи: ID (идентификационная) и AST (на 
антибиотикочувствительность) можно заменять и прилаживать к кассете в 
зависимости от специфики анализа.  

• Вся внесённая информация в дальнейшем переходит в микросхему памяти 
анализатора, которая привязана к кассете. Это даёт возможность найти 
результат нужного теста.  

Стандартизация и продуктивность рабочего процесса
Автоматический метод исследования позволяет стандартизировать анализ и 
увеличить продуктивность рабочего процесса. Все нижеприведённые ступени 
полностью автоматизированы, стандартизированы и контролируются самой 
системой.   
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• Контроль поставки анализа.           
• Раствор инокулят AST.  
• Инокуляция теста.  
• Закрепление картриджей.   
• Включение термостата.  
• Оптическое чтение и передача данных.  
• Выбрасывание картриджа. 

Быстрый результат
Оптическая система VITEK 2 читает все 64 микропробирки в каждые 15 минут. 
Такой кинетический мониторинг даёт возможность широкогоспектрального анализа 
и интерпретации. Исследование пробы с помощью такого автоматического метода 
значительно снижает время получения результата, и он совершенно безопасен. 
Компютерная программа этого метода так же проста, как  программы типа Windows.   

Определение антибиотикочувствительности с использованием улучшенной 
экспертной системы  
В современных условиях, когда микробы проявляют иногда низкую резистентность, 
а все чаще полную резистентность к антибиотикам, определение 
антибиотикочувствительности приобретает всё большее значение.  

Усовершенствованная экспертная система позволяет получить полноценный и 
достоверный результат для своевременного выявления резистентных штамов и 
проведения рационального лечения.  

Следует особо отметить, что VITEK 2 позволяет определить 
антибиотикочувствительность по самому универсальному методу - методу 
минимальной ингибиторной концентрации антибиотика - MIC. Метод минимальной 
ингибиторной концентрации антибиотика скомбинирован с идентифткацией 
микробов. Метод разработан и основывается на научных исследованиях и опыте 
компании BioMérieux в разных странах мира. Об этом опубликованы статьи, которые 
имеют международное значение. Усовершенствованная экспертная система 
основывается на трёхступенчатом действии:  

• Биологическое подтверждение (достоверность) качества результата in vitro 
технической точки зрения.  

• Интерпретация результата для правильного направления лечения.  
• Постоянное обновление рекомендаций, по которым ваша лаборатория 

будет контактировать с врачом. Такими рекомендациями могут быть 
(SLCI, CASFM, DIN) или другие специфические рекомендации, которые 
определит ваша лаборатория.     

8.5.  Определение антибиотикочувствительности по методу диск 
диффузии  

Тест на антибиотикочувствительность (метод диск диффузии Кирби-Бауэра)  
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Предисловие
Тест на антибиотикочувствительность приобретает всё большее значение, так как всё 
больше бактерий вырабатывают новые механизмы резистентности.  

Ранее используемые разные методы были заменены методом диск диффузии, 
который является стандартом и рекомендован большой частью мирового научного 
сообщества.   

Тем не менее постоянный контроль качества и стандартизация необходимы на всех 
ступенях процесса для получения результата, которого можно будет сравнить с 
результатами прежнего теста или другой лаборатории. Ниже перечислены ступени 
стандартизации, внедрение которых - одно из необходимых условий:    

• стандартизация существующего руководства (рекомендуется CLSI);  
• контроль качества питательных сред; 
• контроль качества дисков; 
• работа над чистыми культурами (изолированными колониями на агаре);  
• стандартизация инокулята (суспензии) и посевной иглы;  
• стандартизация использованных антибиотиков по признаку их отношения 

к микроорганизмам;   
• стандартизация инкубационных условий;  
• стандартизация прочтения зон сдерживания (ингибиции) (используйте 

только специальный измерительный циркуль);  
• стандартизация правил интерпретации и навыков ведущих биологов; 
• общие навыки технического персонала; 
• стандартизация форм записи результатов текста, поставляемых 

клиницистами; 
• использование минимум 3-х штаммов ATCC с целью валидации процесса.   
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Общая диаграмма
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Предупреждение
Когда природа инфекции не выясена, и образец содержит смешаную или нормальную 
флору, где, вероятнее всего, организмы полностью не представляют возбудитель 
инфекции, проведение теста на чувствительность часто не обязательно, и результаты 
могут ввести в заблуждение.   

Из множества сред CLSI рекомендует агар Мюллера-Хинтона, так как: он 
характеризуется хорошей воспроизводимостью; он содержит наименьшее количество  
сульфонамидов, ингибиторов триметоприма и тетрациклина; он создаёт хорошие 
условия роста для большинства бактериальных патогенов; существуют много данных 
о проведении теста на чувствительность с использованием этой среды.  

Агар Мюллера-Хинтона должен иметь pH от 7.2 до 7.4 при комнатной температуре. 
Поверхность должна быть влажная, но не должна протекать. Диски антибиотиков 
должны храниться на температуре 8°C или меньше, или в морозильнике на -14°C, 
пока не настанет необходимость их использования по рекомендациям производителя. 
Перед использованием  диски надо держать на комнатной температуре для 
прогревания. Не используйте просроченные диски.    

Ступени стандартного метода диск диффузии в агаре

• Выберите на чашке агара не менее 5-6 хорошо изолированных колоний с 
одинаковой морфологией.  

• Прикоснитесь к концу каждой колонии кончиком петли и перенесите в 
пробирку, в которой содержится 4-5 мл физиологического раствора.  

• Соразмерьте плотность с 0.5 стандартом Макфарланда с помощью 
турбидометра или визуальной шкалы (берегите от прямого света).  

• Опустите стерильный, нетоксичный тампон в полученную суспензию. 
Покрутите тампон несколько раз и осторожно придавите его о нижнюю 
стенку пробирки выше поверхности жидкости для удаления лишней 
жидкости.   

• Засейте сухие чашки Мюллера-Хинтона методом штриховки.  
• Повторите эту процедуру ещё дважды, и каждый раз поверните чашку на 

600, чтоб суспензия хорошо распределилась на поверхности чашки. 
Снимите крышку и продержите в таком положении 3-4 мин. для абсорбции 
лишей влаги с поверхности чашки.  

• Равномерно распределите соответствующие диски на поверхности чашки 
агара (не ближе 24 мм между центрами) с помощью стерильного пинцета 
или дискораспределительного аппарата. На 150 мм чашке можно положить 
не более 12-ти дисков, а на 90 мм чашке - не более 5-ти. После того, как 
диск прикоснётся с агаром, не трогайте его сместа, чтоб избежать 
погрешности, так как при прикосновении с агаром часть находящегося в 
диске концентрата мгновенно диффузируется в агаре, и при переносе диска 
на другое место происходит частичная потеря концентрата. 

• Переверните чашки и поместите в термостат при 35°C на 18-24 ч в 
аэробных условиях. 
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• Осмотрите каждую чашку и с помощью циркуля измерьте диаметр зоны 
полной ингибиции вместе с диаметром диска. При измерении линейкой 
измерьте зоны до ближайшего миллиметра.   

• Согласно вашим правилам валидации, постарайтесь интерпретировать 
механизмы возможной резистентности бактерии.  

• Проведите окончательное модифицирование результатов S/I/R по 
правилам интерпретации.   

• Подготовьте форму учёта результатов теста.   

Главные элементы контроля чашек с агаром Мюллера-Хинтона

• Стерильность (48-73 ч инкубация наугад выбранного образца из запасов 
лаборатории).   

• Способность роста в нормальных условиях.  
• Толщина: 4 мм (это очень важно).  
• pH между 7.2 и 7.4 (аминогликозиды, макролиды, фениколы). 
• Влажность: высушьте чашки Петри до использования.  
• Концентрация тимидина/тимина. Если она слишком высокая, 

уменьшите диаметр сульфаниламидом.  
• Концентрация двухвалентных катионов (MgM++ и Ca++ у 

аминогликозидов, Zn++ у фенем).  
• Проявляйте особую осторожность со средой Мюллер-Хинтона, 

содержащей кровь.  

 

Рис. 4.  Зоны ингибиции на агаре 
Мюллера-Хинтона 
 
На правой чашке  агар  
очень толстый   
Все зоны ингибиции имеют меньший 
размер по сравнению с контрольной 
чашкой (налево).  

 

На левой чашке   
инокулят очень интенсивный   
Все зоны ингибиции имеют меньший 
размер по сравнению с контрольной 
чашкой (налево меньше).  

Диски антибиотиков
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Диски антибиотиков, находящиеся в 
употреблении, должны храниться в холодильнике 
(4°C). При извлечении из холодильника контейнер 
для хранения картриджей дисков должен 
оставаться закрытым на комнатной температуре в 
течение около 1 часа для выравнивания 
температур. Это уменьшит конденсацию пара на 
дисках. При использовании 
дискораспределительного аппарата его надо 
накрыть крышкой и хранить в холодильнике, а до 
употребления  прогреть на комнатной 
температуре. Не забудьте прочистить 
дискораспределительный аппарат после 
употребления на 2-х чашках Петри (используйте 
гипохлорит) для предотвращения перекрёстного 
загрязнения.  

Стандарты плотности
(Стандарты плотности Макфарланда)  

Если нет в наличии какого-нибудь 
специфического денситометра Макфарланда, 
можно использовать мануальные стандарты. В 
продаже имеются 5 комплектов разных растворов 
Макфарланда. Эти стандарты Макфарланда можно использовать в лаборатории в 
течение всего года при хранении в защищенном от света месте (в таком случае ящики 
- наилучшее место). Приготовленную из бактерий суспензию нужно сравнить с 
соответствующим стандартом Макфарланда. Для лучшего прочтения в качестве фона 
используется специальный лист с резкими чёрно-белыми полосами.   

0.5 стандарт плотности Макфарланда для коммерческих целей выпускается многими 
производителями, но его можно приготовить и в лаборатории. 

Стандарта 
плотности ¹ 

Дигидрат  
хлорида бария 

(1.175%) 

Серная кислота  
 (1%) 

Соответственная 
приблизительная 

концентрация бактерий 
0.5 0.5ml 99.5ml 1X108

1 0.1ml 9.9ml 3X108

2 0.2ml 9.8ml 6X108

3 0.3ml 9.7ml 9X108

4 0.4ml 9.6ml 12X108

5 0.5ml 9.5ml 15X108

6 0.6ml 9.4ml 18X108

7 0.7ml 9.3ml 21X108

8 0.8ml 9.2ml 24X108

9 0.9ml 9.1ml 27X108

10 1.0ml 9.0ml 30X108

Иллюстрация. Состав стандартов Макфарланда  
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Прочтение зоны
 Измерьте диаметр с тыльной стороны чашки с помощью измерительного циркуля 
(см. фото). Используйте правильный стандарт, чтоб сравнить полученный диаметр с 
различными нормами.   

Рис. 5.  Прочтение зоны 

Тестирование референс штаммов
В идеальном случае соответствующий референс 
штамм проверяется свежей 24 ч культурой, посеянной 
вместе с клиническим материалом, или же минимум 1 
раз в неделю, чтобы убедиться, что все компоненты 
теста находятся в хорошем, рабочем состоянии. 

Диаметры зоны, полученные по ATCC 25922, сравниваются с границами, 
опубликованными CLSI.  

Таблица представляет диаметры зоны ингибиции для ATCC 25922 (E. coli).  

Общая табл ица данных теста на антибиотикочувствительность  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

94



 

 

Рекомендованные CLSI антибиотики для возбудителей кишечных 
инфекционных заболеваний

 

A
m

pi
ci

lli
ne

 

A
m

ox
ic

ill
in

e 

C
hl

or
am

ph
en

ic
ol

 

Q
ui

no
lo

ne
s 

Fl
uo

ro
qu

in
ol

on
es

 

C
ot

rim
ox

az
ol

e 

C
ep

ha
lo

sp
or

in
e 

2 

C
ep

ha
lo

sp
or

in
e 

3 

A
m

ox
ic

ill
in

cl
av

 

Te
tra

cy
cl

in
e 

G
en

ta
m

ic
in

 

Er
yt

hr
om

yc
in

 

D
ox

yc
yl

in
e 

Salmonella X  X X  X  X      
Shigella X  X X  X  X      
Escherichia coli X X   X X X X X  X   
Campylobacter X   X X X    X X X  
Cholera   X   X    X X X X 

8.6.  Метод определения минимальной ингибирующей 
концентрации (МИК) с использованием Е-теста  

Вступление 
E-тест состоит из пластмассовых полосок (стрипов), которые калиброваны объёмами 
МИК с 15-ю двухразовым разбавлением. Градиент предварительно определённого 
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антибиотика иммобилизован на противоположной поверхности шкалы МИК. При 
переносе на агар постоянный градиент антибиотика, находящегося под стрипом, 
остаётся стабильным в течение того периода, который является наиболее 
критическим для большинства микроорганизмов, на которых проводится тест на 

Для E-теста обязательно должны выполняться рекомендации  CLSI.  

чувствительность. Хранение Е теста должно производиться на -200С.  

 Достаньте контейнер из морозильника и подождите, пока температура 

• вных колоний 

• обию метода диск диффузии, положите чашки на 15 

• а поместите стрипы на чашку. После того, как один раз 

 с 

• есекает шкалу.  

Всегда

оложение стрипов на чашке  

Метод 

•
стрипов не сравнится с комнатной (около 30-ти минут).  
Приготовьте стандартизированный инокулят из 1-2-х дне
0.5-1 Макфарланда.   
Засейте чашку по под
минут для сушки.  
С помощью пинцет
разместите стрип на агаре, больше не шевелите его. На одной и той чашке 
можно разместить до 6-ти разных стрипов. См.  Рис. 6. 

• Инкубацию осуществляйте в соответствии
потребностями микроорганизма. 
 Читайте МИК там, где эллипс пер

 читайте последнюю точку, где имеется полная 
ингибиция, включая все виды прироста и единичные 
колонии.  
Рис. 6.  Расп
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Контроль качества 
ень точным, но при нём часто происходят ошибки из-за 

 качества. 

E-тест может быть оч
неправильного проведения теста, или неправильного хранения стрипов.   

Процедуры, рекомендованные CLSI, должны использоваться для контроля
Разные микроорганизмы, МИК которых известны в отношении нескольких 
антибиотиков, регулярно должны использоваться в лаборатории для контроля 
качества.  
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9. Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
– бактериальные инфекции 

9.1. Сальмонеллез  

Клинические признаки 

Сальмонеллез - бактериальная инфекция, которая в большинстве случаев 
проявляется в виде острого энтероколита, которому сопутствуют головная боль и 
боль в животе, диарея, тошнота, а иногда и рвота. Ему почти всегда сопутствует 
высокая температура. Анорексия и диарея часто продолжается в течение нескольких 
дней.  

S. typhi и паратифоидные серотипы (S. Paratyphi A, B и C) обычно могут вызывать 
септицемию и брюшной тиф, а другие серотипы Salmonella могут вызывать 
энтероколиты и локальную инфекцию. Они не характеризуется летальностью, и 
могут иметь летальный исход только у маленьких детей, престарелых людей и людей 
с иммунодефицитом.    

Инкубационный период: от 6-ти до 72-х часов, обычно 12-36 ч.  

Эпидемиологическая информация 
Сальмонеллез классифицируется как заболевание пищевого происхождения, так как 
загрязнённая пища (в основном животного происхождения) является основным путём 
передачи инфекции. Источниками инфекции могут быть:  

• подозрительная пища;  
• мясо/мясопродукты; 
• птица/продукты из птицы; 
• яйцо сырое и всмятку/продукты из яйца;  
• сырое молоко и молочные продукты; 
• зерновые; 
• сырые фрукты/овощи;  
• загрязнённая вода;  
• любая загрязненная пища.  

Патоген 
Краткая характеристика 

• Salmonella является грам-отрицательно палочкой из рода 
Eenterobacteriaceae.  

• Большинство видов Salmonella - подвижные (исключение составляют              
S. gallinarum и S. pullorum).  

• Большинство штаммов - прототрофы, они не нуждаются в каких-либо 
факторах роста, хотя бывают и ауксотрофные штаммы, особенно в 
неадаптированных сероварах -Typhi и Paratyphi.  

• Большинство штаммов растёт на питательном агаре в виде колоний 
диаметром 2-4 мм с ровной поверхностью.   
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• Обычно они не ферментируют лактозу.  
• Большинство из них вырабатывает сульфид водорода на среде, 

содержащем железистый цитрат аммония, образуя светлые колонии с 
чёрным центром.   

Филогенетическое древо эволюции видов Salmonella  
Существуют шесть подвидов S. enterica:  

• S. enterica. enterica (I или 1);  
• S. еnterica. salamae (II или 2);  
• S. enterica. arizonae (IIIa или 3a); 
• S. enterica. diarizonae (IIIb или 3b); 
• S. enterica. houtenae (IV или 4);  
• S. enterica. indica (VI или 6).  

В последнее время номенклатура и классификация этих бактерий часто менялась. 
Названия сероваров S. enterica уже не печатается курсивом (наклонно) и начинается с 
прописной буквы, например, штамм, ранее известный как S. typhimurium, сегодня 
известен как  Salmonella enterica серовар Typhimurium, коротко можно написать 
Salmonella Typhimurium. s.   

Другие подвиды S. enterica и виды S. bongori названия не имеют (исключение 
составляет некоторые подвиды salamae и houtenae), и их отмечают по их антигенной 
формуле.  

Перекрёстные референсы: схема классификации Кауфмана-Уайта. 

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
Образцы кала нужно собрать на ранней стадии кишечной инфекции, при высокой 
концентрация патогена в кале, и до начала антибиотикотерапии (см. 5.6). 

Исключение - лица, болеющие с сопровождением лихорадки - в случае тифоидной 
лихорадки. В течение второй и третьей недели в кале может наблюдаться высокая 
концентрация этиологического агента Salmonella typhi. Транспортировка образцов с 
подозрением на сальмонеллу производится с помощью транспортной среды Cary 
Blair, и они хранятся на температуре 2-80C (см. 5.8).   

Оборудование 

• Кабинет биологической безопасности (желательно, но не обязательно).  
• Термостат (от 350 до 370C).  
• Холодильник. 
• Микроскоп. 
• Весы. 
• Микропипетка. 
• Встряхиватель. 
• «Горячая плита». 

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

100



Реактивы и материалы 

• Стерильные чашки Петри.  
• Стерильные пастеровские пипетки. 
• Стерильные пробирки. 
• Стерильные тампоны. 
• Посевная игла и петля. 
• Предметные стёкла. 
• Реактивы для окраски по Граму (см. 7.3). 

Микроскопия препарата, окрашенному по Граму 
Рис. 7. Salmonella на препарате микроскопа, окраска по Граму 

 На препарате микроскопа Salmonella видна как грам-
отрицательная бактерия (окраска по Граму см. 7.3).   

Процедуры, проводимые во время лабораторных 
исследований 
Первичный посев на питательной среде  

Материал с подозрением на сальмонеллу инокулируют 
на питательную среду, предназначенную для 
стандартных энтеробактерий - гекто-агар (Hektoen 
enteric agar (HE), Salmonella-Shigella agar (SS), 

MacConckey agar (MAC). 

Селективной средой является селенитовый бульон, который в основном используется 
для выделения сальмонеллы из фекального материала (см. 6.2 о питательных средах).  

• Для засева чашек можно использовать ректальный тампон или материал 
кала, взятый тампоном/петлёй.  

• На питательной среде нужно посеять достаточно большое количество 
исследуемого материала; чашки нада засеять осторожно, чтобы получить 
отдельные и изолированные колонии.  

• Кроме чашек со средой SS, материал дополнительно засеивается в 
селенитовый обогатительный бульон, инкубация 24 ч на 35-370C, а затем 
пересеивается на новые чашки SS.   

• Приготовленные чашки/пробирки нужно использовать в течение 36-ти 
часов.  

Характеристика колоний Salmonella: 
Подлежит 
автоклави-
рованию 

Питательная 
среда 

Грамм на 1 л 
воды* 

Да/нет 

Характеристики роста IQC / ATCC  штаммы 
внутреннего контроля 
качества 

MacConkey 
агар (MAC) 

51.5 г 121°C  
15 мин. 

Прозрачные/белые 
бесцветные колонии 

Enterococcus faecalis 29212  
Escherichia coli 25922 
Proteus mirabilis 12453 
Salmonella typhimurium 14028 
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Salmonella-
Shigella agar 
(SS) 

57г Нет Прозрачные 
бесцветные  с хорошо 
выраженным чёрным 
центром  

Enterococcus faecalis 29212 
Escherichia coli 25922 
Salmonella typhimurium 14028 
Shigella flexneri 12022 

Hektoen enteric 
agar (HE) 

76 г Нет Синие/зелёные колонии 
с чёрным центром или 
без чёрного центра  

Escherichia coli 25922 
Enterococcus faecalis 29212 
Shigella flexneri 12022 
Salmonella typhimurium 14028 

Агар Клиглера  
(KIA) 

52 г 121°C  
15 мин. 

Щелочная скошенная 
часть (красная), 
кислотный столбик 
(жёлтый) с 
сопровождением газа и 
H2S или без них  

Escherichia coli 25922 
Morganella morganii 8019 
Pseudomonas aeruginosa 27853 
Salmonella choleraesuis 
serotype Typhi 19430 
Shigella flexneri 12022 

Лизиновый 
железосуль-
фитный агар  
(LIA) 

34 г 121°C  
15 мин. 

Скошенная часть и 
столбик щелочные 
(пурпурные), 
положительные на H2S  

Enterobacter aerogenes 13048 
Proteus mirabilis 29906 
Enterobacter cloacae 23355 

Селенитовый 
бульон (SE) 

23 г Нет На агаре MacConkey 
культуральные 
характеристики хорошо 
выражены после 
обогащения в 
селенитовым бульоне с 
цистеином 24-48 ч на  
350C. Хороший 
рост/бесцветные 
колонии   

Escherichia coli 11775 
Escherichia coli 25922 
Salmonella typhi 19430 
Salmonella typhimurium 14028 
Shigella sonnei 25931 

• * Каждый производитель имеет свои указания в соответствии с 
приготовлением среды и контрольными штаммами. В вышеприведённой 
таблице в виде образца показаны питательные среды BioMerieux.  

• Дополнительные идентификационные тесты 

Подозрительные колонии из чашек нужно пересеять на среде Клиглера (KIA) и 
другие идентифткационные среды (подробности идентификации см. 8.2).    

Общие свойства, характерные для большинства штаммов Salmonella:    

Идентификационный тест Характеристики роста 

Лактоза Отрицательная 
Глюкоза, манит, мальтоза и сорбит  Кислота и газ положительные  
Адонит, сахароза, салицин, лактоза  Кислота и газ положительные 
ONPG Отрицательная 
Индол (Ind.) Отрицательная 
Метиленовый красный Положительная 
Вогес-проскауер (VP) Отрицательная 
Цитрат (рост на цитратном агаре Симонса)  Положительная 
Уреаза Отрицательная 
Тест на движение  Положительная 
Лизин декарбоксилаза Положительная 
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Орнитин декарбоксилаза Положительная 
Образование H2S из тиосульфата   Положительная 
Рост на среде с цианидом калия (KCN)  Отрицательная 
Фенилаланин и триптофан деаминаза  Отрицательная 
Гидролиз желатина Отрицательная 

Характеристики роста для большинства штаммов Salmonella на некоторых средах:   

Агар Клиглера (KIA) Щелочная скошенная часть (красная), кислотный столбик (жёлтый) 
с сопровождением газа и H2S или без них  

Лизиновый железосульфитный 
агар (LIA) 

Скошенная часть и столбик щелочные (пурпурные), 
положительный H2S  

SS Прозрачные/бесцветные колонии с хорошо выраженным чёрным 
центром  

Гекто-агар 
Hektoen 

Синие/зелёные колонии с чёрным центром или без чёрного центра  

Агар Макконки 
MacConkey 

Прозрачные/белые/бесцветные колонии 
   

Идентификационная система API 20E 

API20E обычно используется в полуавтоматическом процессе идентификации. Она 
заменяет метод биохимической идентификации в пробирках (см. 8.3- API20E 
системы).  

Серотипирование штаммов Salmonella методом агглютинации  
Цель 

Цель серотипирования - определение, к какому серовару принадлежит сальмонелла 
(их количество >2300), для установления эпидемиологическтх связей между разными 
случаями заболевания сальмонеллой. 

Установление серотипа сальмонеллы проводится определением двух антигенных 
структур - соматических антигенов и антигенов клеточной стенки (O), или 
жгутиковых (Н) антигенов. Обнаружение этих антигенов происходит путём 
агглютинации на предметном стекле, при которой используются коммерческие 
агглютинационные сыворотки. Для обнаружения антигена О используется суспензия 
колоний, взятая с прироста на чашке, а для обнаружение антигена Н используется 
суспензия бульонной культуры. Установление серотипа происходит с помощью 
реакций агглютинации по схеме Кауфмана-Уайта.       

Требования, предъявляемые к образцам  

Чистый прирост бактериальной культуры на чашке неселективного агара - для 
нной культуры со дна скошенного а
для обнаружения антигена Н.   
 Рис. 8. Серологические реакции Salmon

определения антигена О, и прирост бульо гара - 

ella 

ная реакция на 

• Положительная реакция на сыворотку С1

на разные антигены  
• Отрицатель

антисыворотку В.  
.  
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• Обратите внимание на зернистость положительной реакции.  

Основной

 восковым карандашом обведите два толстых 

•  пустую чашку Петри.   
ой неселективной 

Примечан  тестирование нельзя проводить на селективной среде 

лонии в 3-х каплях физиологического 

• поместите по одной капле суспензии в 

•  на 

 

ожно 

 

• едметное стекло немедленно выбросьте 

• ию и 
ать 

 

Определе увствительности 
именяется для рутинного 

льшого 

 принцип исследования 

• На чистом предметном стекле
круга (диаметром около 1 см). 
Поместите предметное стекло в

• Для сбора бактериального прироста с KIA, LIA или друг
среды используйте бактериологическую петлю иголку или стерильный 
аппликатор.   

ие: Серологическое
(например, среде Макконки, гекто или SS агаре), так как селективная среда может 
дать ложно-отрицательный результат. 

• Растворите бактериальные ко
раствора и хорошо перемешайте.   
С помощью пастеровской пипетки 
каждый круг. Убедитесь, что капли имеют одинаковую плотность.  
Не прикасаясь пипеткой к этой капле, поместите 1 каплю сыворотки
одну суспензию, а на вторую суспензию накапайте 1 каплю 
физиологического раствора. Третья суспензия используется для контроля
над аутоагглютинацией. В случае аутоагглютинации (агглютинация с 
физиологическим раствором) серотипирование культуры становится 
невозможным. Только отчётливо выраженные реакции агглютинаци м
принять за положительный результат. Через несколько минут возьмите 
чашку Петри и осмотрите предметное стекло снизу. Осторожно двигайте 
чашку в разные стороны, чтобы суспензия хорошо смешалась. Там, где 
возникнет реакция между сывороточными антителами и гомологическими
антигенами клеточной стенки бактерии, клетки агглютинируются, и капля 
примет зернистый вид. Там, где агглютинация не происходит, клеточная 
суспензия останется однородной.  
Использованную чашку Петри и пр
в соответствии с правилами (или очистите после дезинфекции с целью 
дальнейшего использования).  Не кладите стеклянные чашки Петри в 
контейнер (посуду) использованных одноразовых предметов.   
Культуры, которые дают на KIA характерную для S. typhi реакц
серологически воздействуют с Vi или D штаммом, можно  рассматрив
как S. typhi. Агглютинацию в пробирке для выявления  жгутиковых 
антигенов D, или дальнейшие биохимические тесты можно проводить в 
референс лаборатории для подтверждения того, что полученная культура
является S. typhi.   

ние антибиотикоч

Метод диск диффузии в агаре (Кирби-Бауэра) пр
тестирования в клинической лаборатории, где проводится исследование бо
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количества образцов для выявления антибиотикочувствительности (см. 8.5- метод 
диск диффузии и перечень соответствующих антибиотиков).   

Другие методы определения антибиотикочувствительности  

• Определение минимальной ингибиторной концентрации (МИК). Метод 
разбавления используется в качестве альтернативного метода определения 
минимальной ингибирующей концентрации антибиотика (см. 8.6).  

• Мануальный метод определения антибиотикочувствительности. Систему 
ATB  используется в качестве ускоренного (быстрого) теста для 
определения антибиотикочувствительности.  

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Если результаты биохимического и серологического исследования 
совпадают друг с другом, в ответе пишется, что идентифицирован вид - 
Salmonella.  

• Если по биохимическим тестам культура идентифицируется как Salmonella 
spp., а реакция агглютинации отрицательная, культуру надо отправить в 
референс лабораторию.  

• Результат анализа для врача и/или больного. Положительный, 
отрицательный или неустановленный результат посылается врачу или/и 
больному в соответствии с установленной лабораторной формой.  

• См. 12.4 о порядке сообщения/отчёта о случае в службу общественного 
здравоохранения.   

9.2.  Шигеллез 

Клинические признаки 

Shigella вызывает широкий спектр клинических заболеваний. Заболевание иногда 
протекает без симптомов, часто бывает диарея без симптомов, или заболевание 
протекает тяжело и осложняется острой дизентерией. Симптомы следующие: 
спазматическая боль живота, ложные и болевые приступы стула и частые, малые 
кровавые выделения. Диарея, как правило, развивается через 48 часов, а дизентерия 
продолжается 2 дня и больше.   

Доза инфицирования: Shigella характеризуется малой дозой инфицирования - 
инфицирующая доза от 80-100 бактериальных клеток.  

Эпидемиологическая информация 
Шигеллиоз - источник заболевания пища и вода. Причиной самых частых отравлений 
может стать картофельный салат, сырые овощи, рубленое мясо, непастеризованное 
молоко, морские продукты и др. Шигелла переходит через грязные руки, фекалии и 
мухи.  

Известны четыре группы Shigella, в которые входят 39 серотипов и подтипов. Группа 
А - S. dysenteriae, группа В - S. flexneri и группа С - S. boydii содержат множество 
серотипов, группа D содержит только один серотип - S. sonnei.  S. dysenteriae, S. 
sonnei и S. flexneri  - самые частые патогены. Эпидемии с тяжело протекающей 
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дезинтерией вызывает патоген с высокой вирулентностью - серотип 1 (Sd1) Shigella. 
Самое частое осложнение при заболевании S. dysenteriae - гемолитический 
уремический синдром (HUS), который характеризуется классической триадой 
гемолитической анемии. Гемолизо-уремический синдром (HUS) может протекать 
легко с быстрым выздоровлением, или же протекать тяжело с повреждением почек и 
летальным исходом.  

Возбудитель 
Shigella - грам-отрицательный, факультативный анаэроб, рода Enterobacteriaceae, 
который не образует спор и не характеризуется подвижностью. Патоген не 
ферментирует лактозу и в течение 2-х дней не декарбоксилирует лизин. тогда как 
ферментирует глюкозу и другие углеводы, выделяет кислоту и не выделяет газ.  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
Фекальную пробу берут сразу же при начале заболевания, когда в кале имеется 
большое колочество возбудителя, и обязательно до начала антибиотической терапии 
(см. 5.6). 

Транспортировка образцов с подозрением на шигеллу сальмонеллу производится с 
помощью транспортной среды Cary Blair, и они хранятся на температуре 2-80C (см. 
5.8).   

Оборудование 

• Кабинет биологической безопасности (желательно, но не обязательно).  
• Термостат (от 350 до 370C).  
• Холодильник. 
• Микроскоп. 
• Весы. 
• Микропипетка. 
• Встряхиватель. 
• Нагревательный стол. 

Реактивы и материалы 

• Стерильные чашки Петри.  
• Стерильные пастеровские пипетки. 
• Стерильные пробирки. 
• Стерильные тампоны. 
• Инокуляционные петли. 
• Предметные стёкла. 
• Реактивы для окраски по Граму (см. 7.3). 

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Метод выделения 
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Для оптимального выделения Shigella используется две разные селективные среды: 
агар MacСonkey (MAC) общего типа и Hektoen enteric (HE). Ксилоза-лизиновый 
дезоксихолатный агар (XLD) и дезоксихолатный цитратный агар (DCA) можно 
использовать вместо агара Hektoen. Агар SS используется в том случае, если 
вероятность выделения серотипа 1 S. dysenteriae мала, так как эта среда часто 
вызывает ингибирование серотипа 1 S. dysenteriae.  

Примечание: вероятность выделения Shigella возрастает в случае прямого посева 
пробы на чашке. Обогатительной почвы специально для Shigella не существует.   

Исследование изолированной культуры 

После посева и инкубации запишите тип роста (например, лактоза-
неферментирующий) и количество культуры на всех средах и в случае каждого 
больного.  

Колонии Shigella на селективных средах 
Селективная среда Цвет колоний Размер колоний 
MAC Бесцветная 2-3 мм 
XLD Красная или 

бесцветная 
1-2 мм 

DCA Бесцветная 2-3 мм 
HE Зелёная 2-3 мм 

• Колонии S. dysenteriae 1 могут быть поменьше.  
• Колонии S. dysenteriae 1 на агаре XLD часто очень малы по сравнению с 

другими видами Shigella spp.  
Выберите подозрительную колонию из сред MAC и XLD и посейте на 
соответствующие среды, такими как  агар Клиглера (KIA) или трисахарный 
железосульфитный агар (TSI) и другие (см. гл. 8 - идентификационный тест 
пробирок).   

Биохимические тесты 

Идентификация видов  Shigella проводится с помощью биохимических и 
серологических тестов. 

Применение биохимических тестов необходимо как для фенотипической 
идентификации, так и для экономии антисыворотки. Многие лаборатории для 
химической идентификации использует железосульфитный агар Клиглера (KIA) или 
TSI, как единственную вспомогательную среду для идентификации подозрительных 
колоний. По нашим рекомендациям, до проведения серологического тестирования 
желательно включить в исследование дополнительные тесты, например, среду для 
определения подвижности.                                                                                                                                  

Примечание: Shigella характеризуется щелочной (красной) реакцией (на скошенной 
части) и кислотной (жёлтой) реакцией (на дне), малым количеством газа или его 
отсутствием, она не выделяет H2S. Лишь несколько штаммов серотипа 6  S. flexneri и  
S. boydii выделяет газ на железосульфитном агаре Клиглера и трисахарном 
железосульфитном агаре.  

Тест каталазы S.dysenteriae type 1 
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Тип 1 S. dysenteriae семейства Enterobacteriaceae, в отличие от других типов, 
характеризуется способностью быстрого выделения каталазы. С помощью теста на 
каталазу происходит быстрая идентификация S. dysenteriae, что особенно важно во 
время эпидемии дизентерии, когда выявление различных видов Shigella 
маловероятно. 

Серологическая идентификация Shigella  

Серологическое типирование Shigella - обязательный этап идентификации  Shigella. 
Род Shigella делится на четыре серогруппы. Каждая серогруппа включает виды, 
которые имеют различные типы антигенов. Как правило, серологическая 
идентификация проводится на предметном стекле при реакции агглютинации с 
сывороткой группы поливалентного соматического (О) антигена, после чего в 
некоторых случаях с использованием моновалентной антисыворотки происходит 
установление специфичного серотипа.  

S. dysenteriae 1  вызывает тяжёлые эпидемии дизентерии, поэтому в таких случаях 
становится необходимым  использование антисыворотки.  Изолирование лишь одной 
колонии на чашке и идентифицикация ее как Shigella достаточно для исследования  
этой  пробы.   

Реакция агглютинации на предметном стекле   

Нанесите две маленькие капли физиологической жидкости на предметное стекло и 
внесите  несколько бактериальных колоний. 

Добавьте антисыворотку в одну каплю бактериальной суспензии. 

Как правило, количество антисыворотки и суспензии должно быть равным, хотя 
количество суспензии может дважды превышать количество антисыворотки.  

Для экономии антисыворотки можно использовать 10 µl антисыворотки.  

При отсутствии пипетки для забора 10 µl антисыворотки можно использовать 
инокуляционную петлю.  

Хорошо перемешайте суспензию и антисыворотку, двигая предметное стекло взад и 
вперёд, наблюдайте за образованием агглютинации.  

В случае положительной реакции агглютинация образуется в течение 30-ти секунд - 
1-ой минуты. Хорошо наблюдайте за суспензией физиологического раствора, где нет 
антисыворотки, и убедитесь в отсутствии аутоагглютинации. В случае 
аутоагглютинации культура не серотипируется.  

Примечание:  
• S. dysenteriae 1, S. flexneri и S. sonnei - самые частые возбудители 

эпидемической дизентерии. Штаммы, которые типично реагируют на 
биохимические реакции, надо исследовать антисывороткой  A1, затем 
поливалентной антисывороткой B, и, наконец, поливалентной 
антисывороткой D.  

• Для взятия прироста из KIA, TSI, агара сердечно-мозговой инфузии (HIA) 
и других неселективних сред используйте инокуляционную петлю, 
стеклянную(деревянную) аппликационную палочку (серологическое 
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исследование на агаре MAC или XLD не проводится, так как результат 
может быть ложно отрицательным).  

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Если результаты биохимического и серологического исследования 
совпадают друг с другом, в ответе пишется, что идентифицирован 
соответствующий вид Shigella.  

• Если по биохимическим тестам культура идентифицируется как Shigella, а 
реакция агглютинации отрицательная, культуру надо отправить в референс 
лабораторию.  

• Результат анализа для врача и/или больного. Положительный, 
отрицательный или неустановленный результат посылается врачу или/и 
больному в соответствии с установленной лабораторной формой.  

• См. 12.4 о порядке сообщения/отчёта о случае в службу общественного 
здравоохранения.   

9.3.  Ешерихиоз 

Клинические признаки 
Существуют несколько классов Escherichia coli, ассоцированных с диарейческими 
заболеваниями - энтеротоксигенный, энтероинвазивный, продуцирующий 
эндотоксин, энтероагрегационный и энтеропатогенная кишечная палочка. 
Идентифицированы 6 разных классов возбудителя диареи Escherichia coli:    

• энтеропатогенный E. coli (EPEC); 
• энтеротоксигенный E. coli (ETEC); 
• энтерогеморагический или выделяющий веротоксин E. coli (EHEC или 

VTEC); 
• энтероинвазионный  E. coli (EIEC); 
• энтероадгезивный E. coli (EAEC); 
• энтероагрегативный E. coli (EAggEC). 

Симптомы, вызванные патогенным  E. coli  
Организм Симптомы 
EHEC Кровавая, водяная диарея, низкая температура, боль в животе  
ETEC Профузная водяная диарея 
EIEC  Кровавые и слизистые незначительные диарейные выделения  
EAEC Диарея 
EPEC Лихорадка, рвота, диарейный слизистый кал, плохое настроение  

Энтерогеморагический Escherichia coli. E. coli (EHEC) содержит серотип O157:H7. 

Энтерогеморагический Escherichia coli. E. coli выделяет веротоксин, который 
блокирует синтез белка и вызывает диарею с кровяным выделением. В тяжёлых 
случаях заболевания развивается гемольтический уремический синдром (HUS).  
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Эпидемиологическая информация 
В начале 70-тых годов прошлого века среди детей особенно участились эпидемии, 
вызванныё энтеропатогенным E. coli (EPEC). Чаще всего изолировали O114:H2, 
O119:H6, O127:H6, O128:H2, и O142:H6. Отмечалась высокая частота и летальночть 
заболевания.  

После 1970-ых годов частота распространения  EPEC резко снизилась, хотя в Грузии 
за последные годы было опубликовано несколько статьей об инфекциях среди детей, 
вызванных EPEC. Частота диарейных эпидемий снизилась после улучшения 
госпитальной гигиены в больницах и введения детского питания.   

Возбудитель 

E. coli - грамотрицательный факультативный анаэроб. Эта бактерия не образует спор, 
характеризуется подвижностью. Относится к семейству Enterobacteriaceae.   

E. coli O157:H7 чаще всего ассоцируется с геморагическим колитом, хотя 
существуют и дугие серотипы, выделяющие веротоксин, например O26:H11 и O111.  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 

• Фекальную пробу нужно собрать на ранней стадии кишечной инфекции, 
при высокой концентрация патогена в кале, и до начала 
антибиотикотерапии (см. 5.6о процедуре). 

• Исследование фекальной пробы начинается сразу же после доставки в 
лабораторию. Если это невозможно, пробу нужно заморозить на -700C. 

• Исследование замороженных проб надо проводить в течение 1-2 часа.  
• Если после этого исследование образца затягивается, его надо перенести в 

транспортную среду Cary Blair (см. 5.8). 
• Если исследование пробы, находящейся в транспортной среде, не удаётся 

за 2-3 дня, пробу надо поместить в холодильник. Если исследование пробы 
невозможно в течение 3 дней, ее надо заморозить на 200C, или лучше 
на700C.  

Оборудование 

• Кабинет биологической безопасности (желательно, но не обязательно).  
• Термостат (от 350 до 370C).  
• Холодильник. 
• Микроскоп. 
• Весы. 
• Микропипетка. 
• Встряхиватель. 
• Нагревательный стол. 

Реактивы и материалы 

• Стерильные чашки Петри.  
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• Стерильные пастеровские пипетки. 
• Стерильные пробирки. 
• Стерильные тампоны. 
• Инокуляционные петли. 
• Предметные стёкла. 
• Реактивы для окраски по Граму (см.7.3). 

Специфическая среда - сорбитоловый агар Макконки - Sorbitol MacConkey 
(SMAC). 

• SMAC - энтерогеморрагический селективный агар, дифференцирующий        
E. coli (EHEC) 0157:H7 из пищи и клинческого материала для выделения и  
идентификации энтерогеморрагических штаммов (см.6.2 о среде SMAC).  

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Окраска по Граму (см. 7.3). 

• E. coli - грам-отрицательная палочка. 
Идентификация E. coli (см. 6.2 об идентификации E. coli). 
Посев на SMAC  
Рис. 9. E. Coli колонии на среде SMAC 

• Проведите посев фекальной пробы на SMAC, 
инкубация 18-24ч на 35-370C. 

• На среде SMAC колонии, не 
ферментирующие сорбит, бесцветны. 

E. coli O157:H7 быстро ферментирует лактозу и на 
традиционных, содержащих лактозу средах не 
отличается от других E. coli, поэтому такие типы 
сред для дифференциации E. coli O157:H7 
непригодны. Для дифференциации E. coli O157:H7 
используется сорбитовый агар Макконки (SMAC), 
где лактоза заменена сорбитом, так как, в отличие от 
других  E. coli (приблизительно больше 80%), почти 

все штаммы E. coli O157:H7 медленно ферментируют или вовсе не ферментируют 
сорбит.  
Серотипирование 

Примечание: дифференцирование патогенных и непатогенных E. coli путём 
биохимических тестов невозможно. В клинической лаборатории идентификация 
патогенной E. coli в основном проводится с помощью специфических антисывороток. 
Если в лаборатории имеется антисыворотка E. coli O157 или реактив латекс-
агглютинации, исследуйте отрицательные колонии на сорбите, выделенные на 
SMAC.  

Примечание: колонии серологически можно исследовать прямо из чашки, или 
перенести на другую неселективную среду (например, кровяной агар) и исследовать 
на другой день.  
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Если в вашей лаборатории нет такой антисыворотки, внесите бесцветные колонии в 
транспортную среду Cary Blair и отправьте в НЦОЗКЗ для дальнейшего 
исследования.  

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Сообщите «Отрицательно (специфический штамм E. coli)». Например, 
«Отрицательно на E. coli O157:H7». Если для установления синдрома 
геморрагического колита лаборатория проводит исследование только с 
помощью сорбитолового теста, врач будет знать, что этот тест будет 
проведён именно по этому серотипу E. coli. По этому результату врач, при 
надобности, потребует анализ по другим серотипам E. coli.  

• Сообщите «Положительно на E. coli O157:H7» для последующего 
серологического тестирования в НЦОЗКЗ на O157 и флагеллярном 
антигене H7.  

• Результат анализа для врача и/или больного. Положительный, 
отрицательный или неустановленный результат посылается врачу или/и 
больному в соответствии с установленной лабораторной формой.  

• См. 12.4о порядке сообщения/отчёта о случае в службу общественного 
здравоохранения.   

9.4. Кампилобактериоз 

Клинические признаки 
Симптомы C. jejuni или C. coli: лихорадка, спазматические боли в животе, диарея, 
которые продолжаются от нескольких дней до одной недели. Campylobacter spp. 
вызывает диарею различной тяжести, с калом, содержащим кровь, а затем только 
воду. 

Заболевание развивается по-разному: от самоизлечивающегося энтерита до 
фульминантного энтероколита. Энтероколит протекает в сопровождении тяжёлой 
диареи, с сильной болью в животе, лихорадкой, мышечной болью. Кал сперва 
слизистый, а затем может перейти в профузно-водяную диарею с содержанием крови 
и гноя. Как правило, гастроэнтерит самоизлечиваемый, и не требует лечения 
антибиотиками, хотя возможны рецидивы в 5-10 % больных, которые не проходили 
лечение. Летальность очень низкая. 

Эпидемиологическая информация 
Campylobacter jejuni и C. coli вместе с видами Salmonella и Shigella - основные 
возбудители кишечных инфекций. Заболевания, вызванные C. jejuni и C. coli, по 
клиническим проявлениям не отличаются друг от друга.  

Сезонные проявления 

Как правило, инфекции, вызванные кампилобактерией, спорадические и 
характеризуются сезонностью, часто проявляются летом и ранней осенью.  

Источником инфицирования могут стать: загрязнённая вода, неправильно 
приготовленная пища, мясо птицы, молоко и др.  
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Доза инфицирования 
Возбудитель характеризуется высокой степенью инфицирования. Основным 
резервуаром видов Campylobacter является мясо птицы.   

Для выявления симптомов инфицирования и гастроэнтерита достаточно малого 
количества клеток Campylobacter. Например, доза инфицирования C. jejuni 
составляет  500-10.000 клеток, что зависит от штамма и чувствительности организма.  

Дети особенно чувствительны к этой инфекции. Группу риска представляют также 
люди, уехавшие в развивающиеся страны для путешествия. 

 Возбудитель 
Campylobacter - микроаэрофильные организмы, которые входит в состав флоры 
желудочно-кишечного тракта разных животных, птиц, собак, кошек, рогатого скота.  
Рис. 10. Campylobacter spp., окраска по Граму 

Они имеют чуть изогнутую или спиральную форму 
(подобно крыльям чайки, формы S). Campylobacter - грам-
отрицательная (см. , оксидаза-положительная бактерия с 
характерным движением вращательно-поступательного 
типа. Campylobacter jejuni, Campylobacter coli и 
Campylobacter laridis - основные виды возбудителей 
диареи.    

 
Микроорганизм Первичный инфекционный 

процесс 
Диарея 

C. jejuni Диарея Частая 
C. coli Диарея Редкая 
C. laridis Диарея Редкая 

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 

• Выделение Campylobacter происходит из фекальной пробы больных 
желудочно-кишечными инфекциями. Для культивирования пригодны 
также ректальные мазки.  

• Транспортная среда Cary-Blair или Campy-Thio используется в том случае, 
если в течение 2-х часов не удаётся отправка пробы в лабораторию         
(см. 5.8).   

• Пробы, доставленные в транспортной среде, нужно немедленно посеять 
или сохранить на 40C.   

• Обогатительная среда для исследования кала не используется.  
• Использование обогатительных сред целесообразно с больными, которые 

прошли лечение. Такие исследования проводятся только в референс 
лабораториях.  

Оборудование 

• Кабинет биологической безопасности (желательно, но не обязательно).  
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• Термостат (420C) ( см. условия культивирования).  
• Холодильник. 
• Микроскоп. 
• Весы. 
• Микропипетка. 
• Встряхиватель. 
• Нагревательный стол. 

Реактивы и материалы 

• Стерильные чашки Петри.  
• Стерильные пастеровские пипетки. 
• Стерильные пробирки. 
• Стерильные тампоны. 
• Инокуляционные петли. 
• Предметные стёкла. 
• Реактивы для окраски по Граму (см.7.3). 

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 

Условия для выделения видов Campylobacter  

• Микроаэрофильная среда.  
• Инкубация на высокой температуре (420С).  
• Специфические инкубационные условия (5 % O2, 10% CO2, 85% N2).  
• Для создания микроаэрофильных условий используются следующее 

оборудование:  
• анаэробные газогенераторы; 
• термостат, в который входит газовая смесь - 10% CO2, 10% H2,  80% N2, 

что создаёт условия, необходимые для выращения микроаэрофильных 
организмов;   

• био-сумки с микроаэрофильными газогенераторами.  
Коммерческие вопросы 

• в коммерческой продаже имеются конверты с генераторами с водородом и 
CO2, которые содержат катализаторов специально для роста видов 
Campylobacter. Конверты помещаются в анаэробную камеру. Каждый раз 
открывая камеру используйте новый конверт. В камере помещается не 
более 6-ти чашек;  

• в коммерческой продаже имеются также инкубационные системы - 
пластические сумки. При каждом использовании пластической сумки 
вручную или с помощью вакуума производится выкачивание воздуха и 
заполнение 5% O2, 10% CO2 , 85% N2.   
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• В таких системах анаэробная камера используется без катализатора. Из 
контейнера воздух следует выкачивать дважды под давлением 38 см                 
(15 ммHg) и заполнить смесью 10% H2 da 90% N2.      

Селективные среды 

Для посева видов Campylobacter используется разные виды селективных сред -  как в 
готовом виде, так и в виде порошка. Одним из оптимальных сред для посева видов 
Campylobacter считается кровяной агар с содержанием овечьей крови, в который 
входят цефалоспорин (15 мг/мл), ванкомицин (10 мг/мл) и amfotericin B (2 мг/мл). Эта 
среда называется средой Campy CVA (см. 6.2).  

Прямая инокуляция 

• Тампон: посейте пробу на агар Campy CVA методом четырёх квадратов 
для получения максимального количества.   

• Диарейный кал: налейте три капли пробы на агаре Campy CVA и сделайте 
посев. Параллельно сделайте мазок из пробы, окрасьте и исследуйте на 
наличие грам-отрицательных палочек и лейкоцитов.   

• Твёрдый кал: приготовьте фекальную суспензию в соотношении 1:10 
следующим образом - растворите массу величиной с зерно в 5 мл 
физиологического раствора (0.85%). Встряхните пробу. Три капли 
суспензии налейте на чашку агара Campy CVA и сделайте посев.  

Косвенная инокуляция 

• Мазок: положите тампон в соответствующую транспортную среду и 
заморозьте в течение ночи.  

• Диарейный кал: погрузите пипетку Пастера на глубину 1 см от 
поверхности Campylobacter Thioglycollate Medium, залейте пять капель 
пробы и заморозьте в течение ночи. В случае отсутствия среды заморозьте 
только пробу.  

• Твёрдый кал: приготовьте фекальную суспензию в соотношении 1:10 
следующим образом - растворите массу величиной с зерно в 5 мл 
физиологического раствора (0.85%). Встряхните пробу встряхивателем. 
Погрузите пастеровскую пипетку на глубину 1 см от поверхности 
Campylobacter Thioglycollate Medium, залейте пять капель пробы и 
заморозьте в течение ночи. В случае отсутствия среды заморозьте только 
пробу.  

Засев чашек Campy CVA  

• Погрузите пастеровскую пипетку в бульон и достаньте суспензию.  
• Налейте три капли на агар Campy CVA и засейте.  
• Инкубация агара Campy CVA происходит на 420C 48-72 ч в 

микроаэрофильнгых условиях.   

Исследование культуры 
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Исследуйте чашки после 24 и 48 часов. Характерен распластанный рост по всей 
поверхности чашки в виде маленьких, выпуклых, полупрозрачных, серых, 
жёлтоватых или розовых колоний См. рис. 6.2.)   

Campylobacter jejuni растёт в виде маленьких, слизистых, серых, распластанных 
колоний с неравномерными краями. Среда может иметь признаки гемолиза после 24-
48 часов.   

Campylobacter jejuni может вырасти также в виде круглых, выпуклых, однородных и 
блестящих колоний диаметром 1-2 мм.  

Определённые штаммы C. jejuni могут быть светло-розовыми или жёлтовато-
коричневыми.  

Предварительная идентификация Campylobacter в соответствии с ростом колоний 

Предварительная идентификация Campylobacter часто проводится исходя из роста 
колоний. Например, если на селективном агаре кампилобактерии выросла серая, 
маленькая, иногда распластанная оксидаза и каталаза-положительная, колония, 
можно предположить, что это - кампилобактерия. Хотя тут же отметим, что 
необходима далнейшая идентификация.  

Предварительная идентификация с культуры 

Общий метод предварительной идентификации: окраска по Граму материала, 
взятого из подозрительных колоний.  
Окраска: оставьте сафранин на предметном стекле в течение 3-х минут, так как 
Campylobacter при окраске по Граму принимает очень бледный цвет.   

• Альтернативная окраска: Campylobacter хорошо окрашивается  0.1 %  
основным фуксином. Фуксин надо оставить в течение 3-х минут. 

• Микроскопия: Campylobacter - маленькая, чуть согнутая грам-
отрицательная палочка, по форме похожа на крылья чайки. 

Подвижность 
Растворите малое количество культуры в бульоне Mueller-Hinton или другом бульоне 
для рассмотрения в фазовом или световом микроскопе. Физиологический раствор и 
дистилированная вода непригодны, так как они подавляют подвижность бактерий. 
Для кампилобактерий характерно движение вращательно-поступательного типа.  
Биохимические характеристики 

• Тест оксидазы: кампилобактерия оксидаза-положительная.   
• Тест каталазы: кампилобактерия каталаза-положительная.  
• Тест гипурата: из всех видов кампилобактерий на тест гипурата только C. 

jejuni - положительная,  C. coli - отрицательная.  
Дополнительные идентификационные методы 
Чувствительность к налидиксовой кислоте и цефалотину 
 
Короткое резюме 
 

Чувствительность Микроорганизм Каталаза Гипурат 
Налидиксовая кислота Цефалотин 
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C. jejuni + + S R 
C. coli + _ S R 
C. laridis + _ R R 

Примечание: чувствительность -  S - сенситивная, R - резистентная.  

Полуавтоматическая идентификационная система   

API Campy - индекс аналитического профиля для идентификации Campylobacter.  
Автоматические методы: компакт-картриджи VITEK 2 Compact GN - 
колориметрический автоматический метод для идентификации возбудителя на 
уровне вида.   

Установление серотипов 

Установление серотипов Campylobacter  происходит из колоний, выращенных на 
агаре с содержанием овечьей крови 10% (культивирование от 24 до 48 ч на 420C в 
микроаэрофильных условиях).   

Установление серотипов C. jejuni и C. coli по термостабильным О антигенам 
проводитя  по схеме Пенера. При этом, исходя из реакции гемаглютинации, 
используя антисыворотку 47, устанавливается серотип C. jejuni. Для исследования 
C. jejuni и C. coli существуют коммерческие антисыворотки, выпускаемые разными 
производителями.  

Определение антибиотикочувствительности 

• Метод диск диффузии Kirby Bauer 
• Метод диск диффузии Kirby Bauer проводится  по стандартам CLSI на 

агаре Mueller-Hinton с содержанием овечьей крови 5%. Стандарт 
чувствительности включает следующие антибиотики: nalidixic acid (30 µg), 
ciprofloxacin (5 µg), erythromycin (15 µg), clindamycin (2 µg), tetracycline (30 
µg), ampicillin (10 µg), imipenem (10 µg), cephalothin (30 µg), 
chloramphenicol (30 µg), gentamicin (10 µg) и trimethoprim-sulfamethoxazole 

(25 µg).  
• Картриджи VITEK 2 Compact ASTGN используются при определении 

чувствительности автоматической системой VITEK 2 Compact.   

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Результат анализа для врача и/или больного. Положительный, 
отрицательный или неустановленный результат посылается врачу или/и 
больному в соответствии с установленной лабораторной формой  

• См. 12.4 о порядке сообщения/отчёта о случае в службу общественного 
здравоохранения. 

• В настоящее время  отчётность на кампилобактериоз осуществляется в 
группе «Другие кишечные бактериальные инфекции (A04)», которая 
входит в перечень отчётных заболеваний. Так как перечень постоянно 
обновляется, рекомендуется следить за обновленной информацией 
НЦОЗКЗ.  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

117



9.5.  Холера  

Клинические признаки 
Холера - острое бактериальное заболевание, которое характеризуется неожиданным 
началом, профузной диареей, рвотой и дрожью конечностей на начальной стадий 
заболевания. При отсутствии лечения быстро развивается дегидратация, ацидоз, 
недостаточность кровеносных сосудов, гипогликемия (в детях) и недостаточность 
почек, вследствие чего возможен летальный исход.  Инфекция (особенно инфекция, 
вызванная биотипом El Тor) может протекать асимптомно или с диареей средней 
тяжести.  

Инкубационный период: от нескольких часов до 5-ти дней, обычно 2-3 дня.  

Эпидемиологическая информация 
Эпидемии и пандемии в основном связаны с использованием загрязнённой воды, 
плохими гигиеническими и санитарными условиями и плотным расселением. Холера 
- одна из 3-х заболеваний, которые по международным правилам, подлежат 
уведомлению.  

С эпидемиологическими характеристиками и клинической картиной холеры 
ассоцируются только серогруппы O1 и O139. Серогруппы существуют  в виде двух 
биотипов O1 (классический и El Тor) и 3-х серотипов (Inaba, Ogawa и редко 
Hikojima).   

Вибрионы - характерные организмы для поверхностных вод. Они существуют как в 
морской, так и в пресной воде, часто живут с водными живитными. V. сholerae O1 и 
O139 может очень долго существовать в воде и размножаться в влажных пищевых 
отходах.   

Подозрительные источники: 

• загрязённная питьевая вода; 
• любая пища при нечистом приготовлении, транспортировке, хранении, 

сервировке.  

Патоген 
Рис. 11 V. cholerae 

Род Vibrio - грам-отрицательные, прямые или 
согнутые палочки, которые движутся с помошью 
одного жгутика. Вибрионы характеризуются 
респираторным и ферментативным метаболизмом. 
Они не осуществляют денитрификацию. 
Большинство видов оксидаза-позитивная. У них 
сравнительно простые требования в отношении 
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факторов роста и растут на синтетической питательной среде, в которой глюкоза 
является источником углерода и энергии. Но так как вибрионы - типичные морские 
организмы, большинство видов для оптимального роста нуждается в 2-3% NaCl или в 
питательной среде с содержанием морской воды. V. cholerae вырабатывает холерный 
токсин. 

Оборудование 

• Кабинет биологической безопасности (желательно, но не обязательно).  
• Термостат (от 350 до 370C).  
• Холодильник. 
• Микроскоп. 
• Весы. 
• Микропипетка. 
• Встряхиватель. 
• «Горячая плита». 

Реактивы и материалы 

• Стерильные чашки Петри.  
• Стерильные пастеровские пипетки. 
• Стерильные пробирки. 
• Стерильные тампоны. 
• Посевная игла и петля. 
• Предметные стёкла. 
• Реактивы для окраски по Граму (см.7.3).  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 

Образцы исследуемого материала надо брать у пациентов:  

• которые не принимали антибиотик до взятия исследовательского 
материала;  

• у которых при взятии отмечается острая диарея (водяная или кровяная);  
• промежуток времени между началом заболевния и взятием материала не 

превышает четыре дня;   
• Взятие исследовательского материала должна происходить по порядку, 

указанному в5.6. Взятый материал нужно положить в транспортную среду       
Cary Blair (см. 5.8). 

• Хранение и отправку исследуемого материала надо осуществлять в 
холодильнике или холодном ящике (40- 80C). Надо отметить, что материал, 
взятый для исследования на холеру, менее чувствителен к температуре, 
чем материал, взятый на дизентерию.  В случае отсутствия холодного 
ящика и льда допускается отправка образцов на комнатной температуре. 
Примерно 90% вибрионов остаются живыми на комнатной температуре до 
четвёртого дня. Образцы засеянного в транспортную среду 
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исследовательского материала, отправленные без холодного ящика, 
пригодны для лабораторного тестирования в течение 7-14 дней. 

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 

Микроскопия препарата, окрашенного по Граму  

На препарате видны грам-отрицательные, маленькие, согнутые или полусогнутые 
палочки.   

Процедуру окраски по Граму см. 7.3

Обогатительная среда  

Щелочная пептонная вода (APW) для холеры рекомендована как обогатительный 
бульон, и в нём можно засеять жидкий кал, фекальную суспензию или ректальный 
тампон. Объём кала не должен превышать 10% объёма бульона. Инкубация засеяннй 
пробирки проводится с открученной крышкой на 350 -370C в течение 8 часов 
(максимум). Обогащение в щелочной пептонной воде (APW) повышает шанс 
выделения патогена.   

Посев 

Селективной средой для холеры является агар с тиосулфат-цитрат-желчной солью и 
сахарозой (TCBS)  

После инкубации в обогатительной среде (APW) на среде TCBS нужно посеять 1 - 2 
петли, полные APW, которая взята с самого верхнего слоя, так как рост вибрионов 
происходит в основном на поверхности жидкости. Не встряхивайте и не смешивайте 
пробирку до посева. Если посеять бульон не удастся в течение 6-8 ч после 
инкубации, снова пересейте петлёй в свежий бульон APW, и после инкубации 6-8 ч 

пересейте на чашку со средой TCBS.  
Рис. 12. колонии V. cholerae на среде TCBS 
Подозрительные колонии V. cholerae на 
среде TCBS растут в виде жёлтых, 
блестящих колоний диаметром 2-4 мм. 
Жёлтый цвет обусловлен ферментацией 
существующей в почве сахарозы. 
Сахароза-неферментирущие организмы -  
V. parahaemolyticus образуют зелёные или 
синевато-зеленоватые колонии. TCBS 
существует в коммерческом виде, его 

легко приготовить, он не нуждается в автоклавировании и являются 
высокоселективной дифференцирующей питательной средой. Использовать при 
серотипировании V. cholerae колонии, выращенные на среде TCBS, недопустимо.  
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Общая схема лабораторного диагностирования холеры 
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Выделение V. cholerae  

Из разных типов сахароза-ферментирующих колоний, образовавшихся на чашке с 
агаром TCBS, внимательно подберите минимум одну колонию от каждого типа и 
пересейте на неселективную среду. Не применяйте пищевой агар, так как к нему не 
добавлена соль, и он не создаёт условия для оптимального роста V. cholerae. С 
помощью посевочной иглы легко коснитесь только центра колонии. Не берите всю 
колонию, не проходите через колонию и не касайтесь дна чашки. Так сможете 
избежать загрязнения.  

Идентификация культуры с помощью полуавтоматической системы   

Для идентификации  V. cholerae применяется тест-система API 20E  (см. 8.3).  

Биохимические тесты  

Скрининг тест Реакция V. cholerae  
Оксидаза 
Ниточный тест 
KIA 
 
 
TSI 
 
 
LIA 
 
 
Окраска по Граму  
Мокрая гора 

Положительная 
Положительный 
Щелочь/кослота (K/A), образование газа -
отрицательное (красная скошенная часть/жёлтый 
столб)а
Кислота/кислота (А/А) образование газа -
отрицательное (жёлтая скошенная часть/жёлтый 
столб)а 
Щелочь/щелочь (K/К), образование газа -
отрицательное (пурпурная скошенная 
часть/пурпурный столб)б 

 Маленькие, грам-отрицательные согнутые палочки 

Маленькие, согнутые палочки с резким движением  
а K = щелочь; A = кислота. 
б Щелочная реакция (пурпурная) на дне среды указывает, что 
лизин декарбоксилирован. . 
Кислотная реакция (жёлтая) на дне среды указывает, что 
лизин не декарбоксилирован. . 
 

 
Оксидаза 

положительная 

Серологическая идентификация O1 и O139 V. cholerae  

Предварительная идентификация с использованием сывороток O1и O139  

Для агглютинации с помощью поливалентных сывороток O1 и O139 на предметном 
стекле примените чистую культуру V. cholerae, выращенную на неселективном агаре. 
Использование культуры, выращенной на агаре TCBS, может вызвать ложно-
отрицательную реакцию. Обычно культура, взятая с поверхности скошенной части 
после инкубации 5-6 ч, полностью удовлетворяет условия агглютинации на 
предметном стекле, в противном случае необходимо продолжение инкубации. Если 
выделенная культура не даёт реакцию агглютинации с сывороткой О1, проверьте его 
с сывороткой О139. Если культура положительная с поливалентными сыворотками 
О1 и О139, в сообщении указывается, что подтверждается предположение о               
V. cholerae с использованием сывороток Inaba и Ogawa.  
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Позднее серотип V. cholerae O1 разделили на три серотипа: Inaba, Ogawa и Hikojima. 
В основе идентификации серотипа лежит реакция агглютинации между 
моновалентной сывороткой и типо-специфическими О антигенами. Положительная 
реакция с сыворотками инабы или огавы рассматривается как подтверждение            
V. cholerae O1. Штаммы, которые слабо или медленно агглютинируются с 
ыысывороткой серогруппы О1, но не агглютинируются ни с инабой, ни с огавой, не 
входят в серогруппу О1.   

Агглютинация в адсорбционном растворе Серотип V.choleraе O1  

Сыворотка Ogava  Сыворотка Inaba  
Ogava + _ 

Inaba _ + 
Hikojima + + 

 

Определение антибиотикочувствительности 
См. 5.8- метод диск диффузии и перечень соответствующих антибиотиков, которые 
подлежат тестированию во время бактериальной инфекции. Представлены также 
антимикробные препараты, рекомендованные для определения чувствительности 
Vibrio cholerae O1 и O139.   

• триметоприм-сульфаметоксазол (Trimethoprim-sulfamethoxazole);  
• фуразолидон (Furazolidone); 
• тетрациклин (Tetracycline)а; 
• налидиксовая кислота (Nalidixic acid)б. 

________________________________________________________________________________________________________________ 

а Результаты, полученные с помощью тетрациклинового диска, используются для 
прогнозирования чевствительности к доксициклину.  
б Если культура резистентна в отношении налидиксовой кислоты, её надо проверить 
на чувствительность к ципрофлоксацину.   

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Холера входит в перечень особо опасных инфекций, что регулируется 
законом. Она входит в перечень инфекций, подлежаших уведомлению по 
правилам международного здравоохранения, и сообщать о ней следует 
немедленно.  

• См. 12.4о порядке сообщения/отчёта о случае в службу общественного 
здравоохранения. 
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10. Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований - 
вирусные инфекции 

10.1.  Аденовирусная инфекция - общая информация  

 Клинические признаки  

Известно о существовании 41 серотипа аденовирусов, клинические признаки 
вызванных ими заболеваний неодинаковы.  

• Инфекция желудочно-кишечного тракта 
• Острая фаринго-конъюнктивальная лихорадка  
• Острое респираторное заболевание 
• Эпидемический                        кератоконъюнктивит  

Эпидемиологическая информация 

Аденовирус распространён во всех странах мира. Вирус характеризуется 
устойчивостью к внешним условиям, соответственно, он распространяется в среде, 
которая содержит загрязнённый кал или употреблённую воду. Инфицирование 
человека аденовирусом возможно в любое время года. Взрыв эпидемий наблюдается 
в основном зимой, ранней весной и летом. Аденовирусная инфекция легко 
передаётся людям,  не обладающим типоспецифическим иммунитетом.       

Возбудитель  

Рис. 13. Аденовирус 

Аденовирус - вирус средней величины, (около 
90-100 нм), не имеющий оболочку, 
икосаэдрической формы,  носителем 
наследственной информации является ДНК с 
двойной спиралью. Найдено более 40 
иммунологически различных типов (6 подтипов: 
от А до F), которые вызывают инфицирование 
человека. Аденовирус проявляет стабильность к 
химическим веществам и физическим агентам, 
что обеспечивает его устойчивость к 
окружающей среде.  

 

10.2.  Аденовирус - диагностика с использованием быстрых тестов. 

 Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
 См.5.6. Правила забора фекальной пробы.  

 Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
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Представленный тест является быстрым методом 
иммунохроматографии, который используется для диагностики 
аденовирусного антигена в кале человека.  

Для диагностики аденовируса применяется множество 
диагностических тестов. Рассмотрим один из них, который 
одновременно распознаёт и аденовирус, и ротавирус.    

 Принцип теста  

• Быстрый тест аденовируса - качественный тест ин витро, 
который основывается на принципе 
«Qualititave/sandwich» и используется для диагностики 
аденовирусного антигена в кале человека с применением 
иммунохроматографического метода.  

• С помощью этого теста происходит быстрое 
диагностирование аденовирусной инфекции, вследствие чего повышаетса 
эффективность лечения. 

Процедура теста 
• Добавление образца: анализ проводится путём добавления 

аликвотированного кала в кассету. 
Ход анализа 

• После добавления образца кала исследуемый материал просачиваетса по 
длине кассеты, которая содержит аденовирусные антитела, связанные с 
окрашенным в красный цвет коллоидным золотом. Если исследуемый 
материал содержит аденовирусный антиген, тогда антиген свяжется с 
частицами колоидного золота, покрытыми антителами, что создаст 
комплекс антиген-антитело-золото.  

• Эти комплексы движутся на нитроцеллюлозной мембране капилярным 
движением в направлении линии теста, где иммобилизированы 
специфические для аденовируса антитела. 

Результат и верификация результата 

• Дотигнув отметку линии теста, комплекс антиген-антитело связывается с 
антителами, образуя форму линии. Если тест выполнен правильно, должна 
появиться вторая (красная) линия, или контрольная линия. 

• В случае если в образце кала не содержится антиген аденовируса, или его 
концентрация  ниже разрешающей способности, появится только 
контрольная линия. Если контрольная линия не появляется, тест считается 
неправильным и его следует повторить.  

10.3.  Аденовирус -  диагностика по методу ELISA  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
См 5.4 для процедуры взятия крови.   
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Оборудование 

• Диспенсеры или пипетки (одноканальные или двухканальные), 
одноразовые кончики для пипеток. 

• Термостат или водяная ванна 37±0.5°C.   
• Микровстряхиватель для смешивания конъюгата и образцов.  
• Спектрофотометрический считывающий прибор со своими программами 

(450 нанометр для одноволнового фильтра или  450 и 630 нанометр для 
двухволновой системы). 

• Система/аспиратор для мойки микропланшетов. 

Реактивы и материалы  

• Свежеприготовленная дистиллированная или деионизированная вода.  
• Одноразовые перчатки и таймер. 
• Контейнер для специфических отходов. 
• V-образный одноразовый пинцет. 
• Промокательная бумага или чистое полотенце.    
• Планшет с 96-тью микропробирками с содержанием антител anti-IgM.  
• Готовые стандарты 
• Стандарт A = отрицательный контроль;  
• Стандарт B = контроль приграничной полосы;     
• Стандарт C = слабо-положительный контроль; 
• Стандарт D = положительный контроль 
• Антиген аденовируса, связанный с хреном.  
• Концентрат моющего раствора. 
• Субстрат. 
• Растворитель. 
• Завершающий реакцию реактив. 
• RF абсорбент.  

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Принцип реакции  

Твёрдофазовый иммуносорбционный метод или ELISA основан на принципе 
«sandwich». На дне планшета с 96-ью микропробирками зафиксированы 
специфические антитела. Специфические антитела, находящиеся в исследуемом 
образце, связываются с антигенами, зафиксированными на дне микропланшетки. С 
этим комплексом связывается вторичное антитело (E-Ab) для специфического IgM. 
Интенсивность цвета после добавления субстрата зависит от количества антител в 
сыворотке. Вычисление результатов анализа производится с помощью 
специфической стандартной кривой. 

Ход анализа 
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1. Приготовление реагентов 

Поместите реактивы и исследуемый материал на комнатной температуре за 15-30 
минут до начала анализа. 

Моющий буфер проверяется на наличие кристаллов соли. Если в моющем растворе 
обнаружатся кристаллы соли, надо разогреть раствор на 370С.  

Моющий буфер разбавляется дистиллированным или деионизированным раствором в 
пропорции 1:10. Остальные реактивы готовы к употреблению, и их не следует 
обрабатывать до добавления в микропробирки.   

2. Приготовление образца 

Приготовление образца производится путём добавления сыворотки в растворителе в 
пропорции 1:101. Стандарты и контроль имеются в готовом виде и не нуждаются в 
разбавлении.  

Примечание: для того, чтоб блокировать воздействие специфического IgG и 
ревматоидного фактора на результат анализа, разбавленная сыворотка пациента 
обрабатывается специфическим абсорбентом RF. Добавьте 20 µl абсорбента RF в 400 
µл разбавленной на 1:101 сыворотки. Хорошо перемешайте. Разогреваите в течение      
1-ной минуты (< 15 мин.) на комнатной температуре (18-250C). Стандарты и контроль 
в обработке абсорбентом RF не нуждаются.     

3. Добавление сыворотки 

Перенесите в соответствующие микропробирки 100 μl разбавленных и обработанных 
абсорбентом RF сывороток, а также готовые контроль и стандарты.   

4. Инкубация сывороток  

Проведите инкубацию планшета с микропробирками в течение 60 минут на 
комнатной температуре.    

5. Мойка  

Сразу же при окончании времени инкубации вылейте жидкость из микропробирок. 
Каждую микропробирку нужно промыть трижды с использованием разбавленного 
моющего раствора. После последней промывки микропробирки вытряхнуть на 
чистое полотенце или фильтровальной бумаге, чтоб оставшаяся жидкость полностью 
вылилась.   

6. Добавление конъюгата и последующая инкубация 

 Добавьте 100 μl конъюгата  в каждую микропробирку, кроме бланка-контрольной, и 
согревайте на комнатной температуре в течение 30-ти мин.   

7. Мойка 

См. процедуру мойки в четвёртой и пятой частях.      

8. Цветообразование  

Добавьте 100μl хромогена в каждую микропробирку, включая микропробирку 
бланка-контрольной, и проведите инкубацию в течение 20-ти минут на комнатной 
температуре. 
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9. Остановка реакции 

Добавьте 100μl реактива для остановки реакции, после чего синяя жидкость, 
образовавшаяся в микропробирках стандарта, принимает интенсивный жёлтый цвет.   

10. Чтение результатов реакции 

Оптическая плотность вычисляется на 450 нм. При применении двухфильтрового 
инструмента используется референс волна 630 нм.     

Рис. 14. Пороговый приграничный 
показатель  

11. Валидация реакции 

Если использованные в реакции стандарты 
соответствуют  критериям, вычисляется  
cut of величина  См. Рис. 12 для 
вычисления cut of величины. 

Примечание: если какой-либо стандарт или 
контроль не соответствует критериям, 
указанным в инструкции, анализ считается 

неправильным, и его следует повторить.   

12. Интерпретация результатов 

 Результат по каждому пациенту вычисляется с помощью сравнительной стандартной 
кривой оптической плотности. Оптическая плотность стандартов, полученная в 
результате каждого анализа, помещается на зоне Y оси ординат, а их концентрация - 
на X. Построение графика происходит на полулогарифмической бумаге, или же 
результаты высчитываются автоматическим методом.   

После вычисления концентрации Ig M в каждой сыворотке полученная концентрация 
в U/мл сравнивается с интерпретационными значениями, приведёнными в 
специальной таблице, где положительный результат преобладает в том случае, если 
концентрация Aadenovirus Ug M больше 12 UU/мл. Если она от 8-ми до 12-ти, 
результат считается сомнительным, и его следует повторить.   

U/ML Интерпретация 

<8 Отрицательный 

8-12 Сомнительный 

>12 Положительный 

Примечание: если какой-либо стандарт или контроль не соответствует критериям, 
указанным в инструкции, анализ считается неправильным, и его следует повторить.   

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований   

• Положительный, отрицательный или сомнительный результат анализа 
отправляется больному и лечащему врачу в соответствии с установленной 
лабораторной формой. 
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• В настоящее время острая аденовирусная инфекция не входит в перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, в качестве отдельного заболевания. 
Отчётность по нему должна осуществляться в группе «Диарей (A09)  
предположительно инфекционного происхождения». Так как перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, постоянно обновляется, 
рекомендуем следить за обновленной информацией НЦОЗКЗ.  

10.4.  Не полиоэнтеровирусная инфекция  

Общая информация 
Энтеровирус человека принадлежит к семейству (Рikornaviridae). Этим вирусом 
ежегодно во всём мире инфицируются тысячи больных. Он вызывает разные 
заболевания: инфекции дыхательных путей, конечностей, ротовой полости, острый 
геморрагический конъюнктивит, асептический менингит, миокардиты, заболевания, 
похожие на неонатальный сепсис, острый вялый паралич и гастроэнтериты. 

Указание: представленный здесь метод - краткое описание метода, который 
рекомендован WHO для лабораторий полиомиелита и других энтеровирусных 
заболеваний. Полную версию можно посмотреть по указанному адресу: 
www.who.int/vaccines/en/poliolab/WHO-Polio-Manual-9.pdf  
Возбудитель-патоген 

Группа Группа IV (+)ssRNA) 
Семейство Picornaviridae
Род Enterovirus 

По патогенности энтеровирусы делятся на 4 группы:  

• Рolioviruses;  
• Сoxsackie A viruses (CA);  
• Сoxsackie B viruses (CB); 
• Еchoviruses. 

Забор образца 

См. забор фекальных проб. 5.6 Забор образца можно за пределами лаборатории, 
дома, в больнице и т. д. Транспортировка указанных образцов должна 
осуществляться как можно скорее, но не позже 2-х дней. Для избежания высушки его 
можно хранить в транспортной среде вирусов или в холодильнике на 40С. См. 5.8.  

Правила получения образцов в лаборатории 

Упаковку с образцом желательно открыть в кабинете 2-го уровня безопасности или 
на чистом рабочем столе, который будет оснащён контейнером биоотходов, и 
имеется 70%-ный спирт 

Биобезопасность 
Энтеровырусы инактивируются 70%-ным спиртом, который является хорошим 
антибактериальным и антигрибковым средством.   
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Реактивы и лабораторное оборудование 
Реактивы 

• Трипановый синий. 
• Трипсина EDTA. 
• FBS  (fetal bovine serum) - (сыворотка крупных рогатых животных, бычья 

сыворотка).   
• Питательные среды и буферы   
• Клеточные культуры, поставленные лабораторией тканевых культур 

NCDC.  
Техническое оснащение 

• Термостат с CO2, 5% CO2 - 370C. 
• Кабинет биобезопасности. 
• Инвертированный микроскоп. 
• Механические пипетки и кончики. 
• Пипетки 20 и 200μl. 
• Гемоцитометр. 

Материалы 

Кончики 200μl пипетки. 

Индивидуально упакованные стерильные 1, 10, 25 мл пипетки.   

Бутылки тканевых культур T-75.     

Пробирки тканевых культур.  

Штатив для пробирок. 

Криофлаконы 1,5 мл.   

Встряхиватель. 

Чистые, стерильные стеклянные бутылки.   

Буферы 

70%-ный этаноловый спирт.         

Сохраняющая среда.  

Среда для роста.   

Стерильный PBS (фосфатный буфер). 

Приготовление и контроль реагентов  

(Подробно о процедурах см. в руководстве о полиомиелите МЗИСЗ).   

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Метод выделения вирусов на тканевых культурах для идентификации энтеровируса 
делится на 2 этапа:  
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изоляция вируса: инокуляция на клетках RD и Hep-2, в результате которой возникает 
характерный для энтеровирусов цитопатический эффект (ЦПЭ);     

серотипирование вируса: для идентификации энтеровируса проводится реакция 
нейтрализации.  

Общие советы по работе с вирусами 

В комнату, где проводится работа с тканевыми культурами, вход ограничен.  

Весь рабочий ареал надо прочистить 70%-ным этаноловым спиртом.  

По указаниям заполняется лабораторный журнал.  

Наблюдайте за ростом вирусов в течение 3-5 дней. Если заметите тенденцию к 
быстрому росту переложите в термостат с 280C. После 5-6 дней возвратите обратно 
на 370С  Сплошной рост 100% должен наблюдаться на 6-ой день после пересева 

Краткое описание этапов работы в лаборатории  

1) Обработка трипсином EDTA. 

2) Подсчёт клеток  

3) Приготовление пробирок тканевых культур.  

4) Приготовление планшетов. 

5) Приготовление образцов фекалий для изоляции вируса.   

6) Хранение фекалий и фекальной суспензии.  

7) Высев вирусных культур на клеточные линии, и наблюдение за ними.  

8) Реакция неитрализации, которая проводится для окончательной идентификации 
энтеровируса.  

1. Обработка трипсином EDTA  

• Разогрейте трипсин на комнатной температуре,  маркируйте колбу 
Freeze/Thaw (F/T) - замерзание/таяние. После трехкратного вытаивания не 
употребляйте .  

• Отлейте жидкую питательную среду и добавьте 5 мл трипсина. Потрясите 
колбу так, чтобы трипсин покрывал клетки.   

• С помощью пипетки полностью достаньте трипсин из колбы, вновь 
добавьте 2 мл, потрясите колбу и оставьте на комнатной температуре, пока 
клетки не начнут отделяться. Большинство клеток отделятся от стенок в 
течение 1-2 минут. Клетки RD и Hep-2  инкубируются на 370С. Процесс 
продолжается около 10-ти минут.  

• Лёгким ударом руки полностью сбросьте клетки.  
• Добавьте 8 мл питательной среды. Для переноса клеток применяйте 10 мл 

пипетку. Перенесите клетки 4 раза. Для Hep-2 повторите то же 10 раз. При 
переносе среды кончик пипетки должен быть придавлен ко дну колбы . 
Просмотрите капли в микроскопе на наличие скоплении клеток. В капле 
должно быть не более 10% клеточных скоплений.   
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2. Подсчёт клеток

С помощью гемоцитометра начните считать 
какую-нибудь клеточную линию.  

• К одному объёму клеточной 
суспензии добавляется два объёма 
трипанового синего 
(окрашиваются только неживые 
клетки). Фактор разбавления - 3.   

• С использованием 20μl пипетки 
добавьте 10μl клеточной 
суспензии в каждый ящичек 
гемоцитометра. Суспензия 
добавляется медленно и 
непрерывно до образования 

серебристого цвета. Питательная среда может высохнуть, поэтому чтение 
надо проводить в течение 10-ти минут.    

• На обеих половинах гемоцитометра считайте в среднем 4 квадрата в 4-х 
противоположных от центра сторонах. Если максимальное число на 150% 
больше минимального, считайте заново.   

• Считайте клетки с пересчётом на мл и пробирку в следующем порядке: 
среднее количество клеток в 8-ми ящичках умножается на 3 (факторе 
разбавления) ×10,000 = клетка/мл (т. е. это - количество клеток для мл).  

• Для вычисления количества в пробирке результат умножается на 10.  

Например, если количество клеток в 8-ми клетках равняется - 19, 25, 22, 23, 26, 18, 22 
и 21, то среднее число будет - 22. Значит, обшее число клеток будет 
22×3×10,000=6,6×105 клетка/мл, а в случае пробирок -  0,66×107 клетка/мл. 

 
3. Приготовление пробирок тканевой культуры  

• Напишите на каждой пробирке наименование линии (например, RD, Hep-
2) и номер инокуляции. На штативе напишите число и тип клеток. 
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• Добавьте нужное количество клеток и питательную среду до 35 мл.  
• Подберите обьем - массу клеток для того, чтобы получить 80%-ный 

сплошной монослой к соответствующему дню.  
• Добавьте в каждую пробирку 1 мл клеточной суспензии. Не позднее 2-х 

минут расположите пробирки в штативе в горизонтальном положении.  
• Чуть встряхните штатив (держа одним концом), чтобы среда равномерно 

распределилась по пробирке.   
• Помните - крышки не должны быть плотно закрыты.  
• Осмотрите среднюю часть пробирки, т. е. среду, которая удалена от конца 

пробирки приблизительно на 1 см (плотность клеток возрастает в 
направлении дна и боков пробирки).  

4. Инокуляция клеток  
Сделайте надписи на флаконы T-75:  

• число; 
• номер пассажа; 
• тип клетки; 
• количество инокулята.  
• Добавьте в пробирки 25 мл питательной среды пробирки положите так, 

чтобы среда по крайней мере на 1см накрывала поверхность роста 
(составные  компоненты FBS способствуют прикреплению и прилипанию 
клеток на стенке пробирки). разогрейте среду на 370С (60-90 мин.).   

После пипетирования добавьте в пробирки соответствующие клетки.  
Так как клетки уже растворены в 10 мл питательной среде, в флаконе T-75, 
перенесите 100 мл суспензии для разбавления 1:100 в новый флакон T-75. Инкубация 
на 370С. 
Наблюдение за ростом клеток 
В 1-ый день проверьте клетки и посмотрите, прикреплены ли они.  
На 3-тий - 5-тый день проверьте процент роста, посмотрите, насколько 
распространились клетки по поверхности чашки.  

• Пока не произойдёт 100%-ное накрывание.  
• Если получите переросшие клетки до 7-ого дня, перенесите их на 280С, и 

вновь возвратите на 370С на 24 часа раньше до пассажа.  
На 6-ой день, при наблюдении, медленно растущие клетки (засеянные в соотношении 
1/50), должны накрыть уже 90-95%. Быстро растущие клетки (соотношение 1/200) 
охватывают 80-95% обьема. Главное, чтобы клетки за день до инокуляции 
прикрепились к стенке.   
Результат с 100%-ным сплошным ростом  всегда является наилучшим.  
5. Приготовление фекальных проб для изоляции вируса  
Материал для процесса 

• 15 мл или 50 мл хлороформоустойчивые полиэтиленовые центрифюжные 
пробирки  
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• 1 мл или 5 мл стеклянная пипетка для разливания хлороформа.  
• 5 мл и 10 мл пипетки.  
• Специфические 5 мл пробирки с завинчивающейся крышкой.  
• Стеклянные шарики диаметром около 3 мм.      
• PBS с добавленным антибиотиком. 
• Хлороформ. 

В кабине биобезопасности 
• Пронумеруйте пробирки центрифуги в соответствии с номером пробы.  
• В каждую пробирку добавьте 10 мл раствора PBS/ATB, 1 г стеклянных 

шариков и 1 мл раствора хлороформа. 
• Перенесите приблизительно 2 г фекалии в соответствующую пробирку 

центрифуги.  
• Оставшийся образец храните на -200С, желательно в первичном 

контейнере. 
• С помощью механического встряхивателя сильно встряхните накрытые 

пробирки центрифуги. 
•  Центрифугируйте 20 мин. на 1500 г (идеальна 4-80-ная центрифуга-

холодильник). 
• Берите раствор над осадком и распределите по 2-м соответственно  

пронумерованным  пробиркам (если раствор над осадком недостаточно 
чист, дополнительно обработайте хлороформом.   

• Храните одну пробирку на 200С, а вторую - для инфицирования - на  4-80С.  
6. Хранение фекальных проб и суспензий  

Обработка принесённых фекальных проб должна проводиться сразу после 
поступления в лабораторию по протоколу WHO. Желательно обработать его в тот же 
день, чтоб приготовить фекальную суспензию для инокуляции клеточных культур.  

Так как монослойные клетки не всегда готовы в лаборатории клеточных культур, и 
необходимо дожидаться наступления определённых дней, суспензия хранитя в 
соответствии с правилами хранения.  

Если  клеточные культуры будут готовы для инокуляции в течение 48-и часов или  
раньше, храните на 4-80С, ессли для приготовления культуры нужно больше 48-ми 
часов, храните на -200C.    

В случае аномального или несоответствующего ответа может понадобиться 
повторное исследование, и поэтому фекальные пробы нужно хранить на -200C в 
оригинальном контейнере хотя бы 6 месяцев с получения. В идеальном случае пробы 
хранятся 1год. Если в -200C холодильнике нет места, пробы можно перенести для 
хранения в специальную закрытую 2 или 5 мл пробирку или криопробирку. Из-за 
возможного инфицирования надо проявлять большую осторожность.   
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Фекальные суспензии нужно хранить хотя бы 3 месяца с получения, или до тех пор, 
пока не осуществится интратипическая идентификация. И в этом случае при наличии 
места в холодильнике пробу желательно хранить даже в течение 1 года.  

7. Выделение вируса  
Материалы и реагенты 

• Пробирки с клеточными культурами RD и Hep-2.   
• Сохраняющая питательная среда. 
• Пластмассовые одноразовые 1 и 5 мл пипетки.  
• Соответствующий образец.    

Ход реакции 
• В микроскопе проверяются клетки - насколько они здоровы и охватывают 

ли они хотя бы 75% моно-слоя (идеальный случай - 100%-ный охват). 
Нужный моно-слой может образоваться в течение 2-3-х дней с посева.     

• Перелейте питательную среду и добавьте 1 мл сохраняющую среду.  
• Для каждой пробы по 2 пробирки снабжаются надписью с номером, 

пассажем и числом того дня.  
• Для каждой культуры берём по 2 контрольные пробирки и надписываем в 

том же порядке.  

Примечание: обе клеточные линии должны быть инфицированы в один и тот же 
день.   

Налейте в каждую пробирку 0.2 мл суспензии соответствующей пробы и положите 
на стойку горизонтально для инкубации на 360С.  

Для выявления цитопатического эффекта (ЦПЭ) в последующие дни ведите 
наблюдение через обыкновенный или инвертированный микроскоп. 

После осмотра зараженных и контрольных пробирок наблюдайте и отмечайте:  

• развитие ЦПЭ в процентном отношении от 1+ до 4+ (ЦПЭ 1+ 
соответствует выше 25%, 2+ соответствует 25-50%, 3+ соответствует 50-
75%, 4+ соответствует 75-100%). Отметьте также токсическую 
зернистость, дегенерацию клеток и заражение.   

• Если ЦПЭ не разовьётся в течение 5-ти дней, по такому же методу 
проводится т. н. слепой пассаж и ведётся наблюдение в течение 
следующих 5-ти дней (важное указание: если обе пробирки отрицательные, 
следующий пассаж проводится индивидуально из каждой пробирки).  

8. Реакция нейтрализации. Идентификация энтеровируса
Материалы и реагенты 

• Закрытый плоскодонный планшет микронейтрализации.   
• Нетоксическое покрытие герметичного планшета ( в случае 

неиспользования инкубатора с СО). 
• Пробирки 5 мл для разбавления.   
• Пипетки 1 и 2 мл.   
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• 5 мл капельнпцы или пипеторы с аэрозолестойкими кончиками.  
• Посуда с клетками RD.  
• Разбавленные сыворотки разных групп энтеровирусов.   
• Сохраняющая среда. 

 
Ход реакции 

• Сделайте соответствующие надписи на наружной стороне планшета. 
• Закапайте 50 мкл соответствующего антитела в 1-9 рядах.  
• Накапайте 50 мкл среды в микропробирки контроля вируса от А до D в      

10-ом ряду.  
• Закапайте 100 мкл среды от А до D в 11-том, 12-том рядах.  
• Приготовьте разбавление 10-2 вируса (необходимо определить титр вируса 

и соответствующее разбавление).  
• Залейте в 1-2 и 5-7 пробирки 0.9 мл среды, а в 3-4 пробирки - 1.8 мл.  
• В первую пробирку залейте 0.1 мл вируса (разбавление =10-1). Используйте 

стерильную пипетку (с кончиком ART). 
• Замените кончик пипетки и осторожно помешайте (пипетируйте). 

Берегитесь возникновения пузырьков.  
• Перенесите 0.1 мл разбавленного вируса в следующую пипетку, выбросьте 

кончик пипетки. 
• Добавьте 50 мкл вируса - в 1-10 рядах A и B линий пробу X, в C и D 

линиях  пробу Y.  
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• Проведите обратную титрацию в (E-F) линии X вируса и (G-H) линии Y 
вируса. 

 
• Хорошо накройте и положите на 360C для инкубации. 
• В период инкубации происходит трипсинизация RD и приготавливается 

суспензия - 1,5.10-5 клеток на 1 мл. Для каждой панели берётся в расчёт       
10 мл суспензии. 

• Залейте по 100 мкл клеточной суспензии в каждую микропробирку.  
• Накройте планшет нетоксичным покрытием и поставьте на инкубацию при 

360С. 
• Каждодневно проверьте микроскопом  и записывайте ЦПЭ. 
• Продолжайте контроль и запись до достижения ЦПЭ вируса 100%.   
• Идентификация вируса осуществляется по тому, в какой микропробирке 

происходит подавление вируса.  
• Если ЦПЭ наблюдается во всех микропробирках с внесёнными вирусами, 

посылается сообщение об изоляте.    

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Результат анализа для врача и/или больного. Как положительный, так и  
отрицательный результат анализа посылается врачу или/и больному в 
соответствии с установленной лабораторной формой. 

• В настоящее время гастроэнтерит, вызванный не полоиэнтеровирусом, не 
входит в перечень заболеваний, подлежащих отчётности, в качестве 
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отдельного заболевания. Отчётность по нему должна осуществляться в 
группе «Диарей (A09) предположительно инфекционного 
происхождения». Так как перечень заболеваний, подлежащих отчётности, 
постоянно обновляется, рекомендуем следить за обновленной 
информацией НЦОЗКЗ.  

• В рамках лабораторного надзора полиовируса из НЦОЗКЗ, который 
является референс лабораторией МСИСЗ в Грузии, в региональную 
лабораторию МСИСЗ в г. Москве еженедельно посылаются отчёты, а в 
случае необходимости - образцы исследования.  

10.5.  Ротавирусная инфекция 

Возбудитель 
Ротавирус вызывает кишечные заболевания, а особенно - диарею в новорождённых и 
детях. Смертность, вызванная этим вирусом, за год достигает 600.000.   
Рис. 15. Ротавирус 

Различают 7 групп ротавируса: A, B, C, D, E, F, G. 
Инфицирование человека происходит вирусом групп A, B и 
C, а чаще всего - вирусом А. Остальные группы вызывают 
заболевания животных.  

Во всех странах мира серотип человека - ротавирус группы А 
вызывает гастроэнтериты (диарею), особенно в маленьких 
детях, а также подростках и взрослых.  

В педиатрических отделениях и отделениях для 
новорождённых этот вирус часто ассоцируется с 

внутрибольничными инфекциями.  

В коммерческом плане самыми доступными являются киты  диагностики ротавируса 
типа А. 

Примечание: в настоящее время в Грузии идёт работа над специальным проектом по 
исследованию ротавируса.   

Надзор над ротавирусом можно начинать до того, пока лаборатория приобретёт 
диагностические киты и морозильный агрегат. До приобретения этого оборудования 
фекальные пробы из больницы должны посылаться в Национальный центр 
общественного здравоохранения и контроля за заболеваниями. Их надо 
зарегистрировать в лабораторном журнале, разделить на 3 части и хранить в -200C 
холодильнике. После приобретения соответствующих китов из 3-х аликвот 
размораживается один, и проводится его тестирование. По стандартному 
операционному протоколу о результатах следует сообщить НЦОЗКЗ и 
национальному координатору.  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 

См. следующие процедуры:  

• Взятие фекальных проб (быстрые тесты) - 5.6;  
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• Взятие проб крови (серология) - 5.4.  

10.6.  Ротавирус - диагностика с 
использованием быстрых тестов  

См. процедуру 10.2 (общедиагностический кит 
аденовируса/ротавируса).  

10.7. Ротавирус - диагностика с 
использованием EIA  

Существуют разные иммуно-тесты и киты. Есть множество лицензированных китов, 
пригодных для использования. В нашем случае рассмотрим IDEA Dako Kit. 

При использовании надо следует соблюдать строго определённую инструкцию кита.  
Для обнаружения специфического антигена ротавируса А группы в тесте 
используется ферментная иммунореакция твёрдофазного сендвич-метода 
поликлональных антител.    

Получение пробы 

• Для проведения разных исследований разделите образец на нужные 
порции. 

• На 2 хорошо закрытые криопробирки напишите уникальный номер 
пациента. 

• Шпателем перенесите 1/3 фекалий в предварительно пронумерованную 
пробирку так, чтоб пробирка наполнилась наполовину (фекалии не должны 
касаться винта и крышки). Данные образца внесите в соответствующий 
журнал.  

Хранение пробы 

• Кратковременное хранение: аликвота хранится в течение 1-го месяца               
на 2-80C.   

• Долгосрочное хранение: 2 криопробирки хранятся на -200C.  Их можно 
использовать для генотипирования. Пробирки следует хранить до тех пор, 
пока 1) из НЦОЗКЗ перенесут в референс лабораторию для 
генотипирования; 2) не будет установлен протокол - какую пробу 
уничтожить, а какую - сохранить. Все образцы следует хранить в -200C 
холодильнике.  

Лабораторное оснащение 

• Набор лабораторных пипеток (Gilson, Eppendorf, Finnpipettes).  
• Кончики пипеток (200 мкл, 1000 мкл). 
• Промокательная бумага.  
• Автоматическая система мойки планшетов.  
• Специальный прибор - считыватель ELISA планшетов.  
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• Деревянный шпатель. 
• Специальные контейнеры для хранения фекалий, например, 2 мл 

криопробирки с завинчивающимися крышками. 

Реагенты и растворы  

• Лабораторные обезвреживающие средства (например, 70%-ный спирт, 
раствор гипохлорита натрия).    

• Иммуно-ферментный кит. 

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Реагенты до использования поместите на 20-300 C. Контроль качества кита: каждый 
Dako IDEA - положительный и отрицательный контроль в наборе кита EIA. С их 
помощью можно судить о правильном течении опыта.   

Краткое описание реакции IDEA на ротавирус  

До начала опыта убедитесь, что все реагенты имеют комнатную температуру (150-
300C).    

Добавьте 2 капли (100 мкл) контроля или образца

Добавьте 2 капли (100 мкл) конюгата

Мойка (×5)

Добавьте 2 капли (100 мкл) субстрата ТМВ           

Визуально должен наблюдаться (синий цвет)

Добавьте 2 капли (100 мкл)  реактив для остановки реакции

Измерите оптиескую плотность 450 нм (желтый)

конюгат

субстрат

Реактив для остановки 
реакции

инкубация на 
20-30оc 60 мин   

инкубация на 
20-30оc 10 мин

или

 
Рис. 16. реакции IDEA на ротавирус 
Процедурные ограничения 
Отрицательный результат теста не исключает наличие 
ротавируса. Невыделение ротавируса может быть 
вызвано разными факторами, например, фекалии могут 
быть взяты после пиковой фазы экстракции ротавируса, 
что составляет около 5-6 дней. Возможно 
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неправильный забор, хранение и транспортирование пробы. Возбудителем может 
быть и ротавирус другой группы, распознавание которого с помощью теста  EIA 
невозможно.   

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Положительный, отрицательный или сомнительный результат анализа 
посылается клиницисту и пациенту в соответствии с установленной  
лабораторной формой. 

• В настоящее время осуществляется проект предохранительного надзора 
над ротавирусной инфекцией. Он требует специальную систему 
отчётности, которая в настоящем руководстве не рассмотрена. 

• В настоящее время ротавирусная инфекция не входит в перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, в качестве отдельного заболевания. 
Отчётность по нему должна осуществляться в группе «Диарей (A09)  
предположительно инфекционного происхождения». Так как перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, постоянно обновляется, 
рекомендуем следить за обновленной информацией НЦОЗКЗ. 

10.8.  Норовирусная инфекция  

Клинические признаки 
Характерный признак норовирусной инфекции -  внезапное проявление рвоты, 
диарей или обоих симптомов одновременно; чувство тошноты, боль в животе. Для 
норовирусной инфекции характерны также спазмы в области живота, потеря 
аппетита, мышечная боль и лихорадка слабой интенсивности. Его не характеризует 
кровавая диарея. Инкубационный период заболевания составляет 1-2 дня после 
экспозиции, течение болезни очень непродолжительное, и заканчивается через 1-3 
дня.    

Эпидемиологическая информация 
Генетически различные типы норовируса считаются одними из частых возбудителей 
небактериальных гастроэнтеритов в Соединённых Штатах Америки и странах 
Западной Европы. Страны Кавказа информацией о распространении норовируса не 
располагают. Гастроэнтериты, вызванные норовирусом, встречаются в течение всего 
года, а пиковое колочество наблюдается в холодные зимные месяцы. Американский 
Центр контроля за заболеваниями установил, что калицивирус человека вызывает 
заболевание примерно 23-х миллионов человек. Соответственно, в Соединённых 
Штатах Америки приблизительно 66% заболеваний, переданных через пищу и воду, 
ассоцируются с норовирусами. 

Норовирус в основном передаётся фекально-оральным путём. Большинство главных 
эпидемических взрывов вызвано как загрязнением пищи и воды фекальными 
массами, так и прямым заражением человека.  

Норовирусы часто называют норфолкоподобными вирусами, что связано с большим 
взрывом эпидемии в Норфолке (США) в 1967 году. 
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Патологический агент 
Рис. 17. Норовирус 

Норовирус человека - маленький вирус 
без оболочки, генетическим материалом 
которого является одноцепочечная РНК. 
Норовирус относится к семейству 
калицивирусов и делится на I и II 
генотипы.  

В соответствии с полным 
филогенетическим анализом гассерова 
гена  (VP1) выделено 5 основных групп. 
Из этих основных геногрупп  I, II и IV 
группы - генотипы человека, III 
геногруппа - норовирус овцы, а V - 
генотип мыши. I, II и III  геногруппы 
также делятся на генетические кластеры 
или генотипы и содержат 8, 17 и 2 

кластеров.   

Иммунитет 
Противоноровирусный имунитет - группоспецифический, и в случае инфицирования 
норовирусом иммунитет вырабатывается конкретно в отношении той группы, 
которой была вызвана инфекция. Повторная экспозиция норовирусом также 
вызывает устойчивость к реинфекции в отношении заболевания. Механизм 
вырабатывания иммунитета при инфицировании норовирусом неизвестен. Научными 
исследованиями установлено, что между титром противоноровирусных антител и 
устойчивостью к заболеванию корреляции нет.  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
См. процедуру 5.4- правила взятия крови.  

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
 Мгновенная полимеразная цепная реакция - основной метод диагностики 
норовирусной инфекции, хотя можно использовать и обыкновенную полимеразную 
цепную реакцию. Специфические для вируса праймеры используются для 
амплификации наиболее специфического участка (полимеразный или VP1 ген). Из-за 
большого разнообразия его геномы пока не выработана такая пара праймеров, 
которой можно было бы обнаружить все типы норовируса, хотя с помощью пары 2-х 
различных праймеров можно обнаружить больше 90%  I и II геногруппы.   

Обнаружение разных типов норовируса можно также с помощью следующих 
методов:  

• Коммерческих тестов, например, теста AnDiaTec Norovirus;  
• Разных RT-PCR методов, разработанных в лабораториях. В них 

используются праймеры и пробы, которые доступны на коммерческом 
рынке.  
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Течение методов RT-PCR рассмотрено на примере теста AnDiaTec Norovirus.  
В состав теста мгновенной полимеразной цепной реакции входят специфические 
праймеры, такман пробы и другие дополнительные реагенты, которые необходимы 
для диагностики I и II типов норовируса в образце кала.  
Специфические реактивы и аппаратура для диагностики норовируса методом RT-
PCR   
Специфическая аппаратура AnDiaTec для диагностики норовируса методом  
RT-PCR перечислена ниже.   

• Аппарат LightCycler.  
• Капилляры LightCycler.  
• Капиллярная центрифуга.  
• Настольная центрифуга (10000 -12000 об/мин.).  
• Кит экстракции РНК.  

Процедура RT PCR  
Полная процедура объединена в 3-х последовательных этапах:  

• Экстракция РНК: экстракция РНК из образцов кала возможно с помощью 
специальных коммерческих китов с учётом инструкции поставщика. 

• Обратная транскрипция, амплификация РНК и детекция комплементного 
ДНК с помощью инструмента LightCycler.   

• Интерпретация полученных результатов происходит программной 
обработкой с учётом инструкции поставщика.  

• Для информации по диагностике норовируса с использованием 
мгновенной полимеразной цепной реакции обращайтесь к инструкциям 
поставшика.  

Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Положительный, отрицательный или сомнительный результат анализа 
посылается пациенту и лечащему врачу в соответствии с установленной 
лабораторной формой. 

• В настоящее время норовирусная инфекция не входит в перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, в качестве отдельного заболевания. 
Отчётность по нему должна осуществляться в группе «Диарей (A09)  
предположительно инфекционного происхождения». Так как перечень 
заболеваний, подлежащих отчётности, постоянно обновляется, 
рекомендуем следить за обновленной информацией НЦОЗКЗ. 

10.9.  Гепатит A - общая информация  

Клинические признаки 

Заболевание, вызванной вирусом гепатита А, относится к числу 
самоизлечивающихся заболеваний, хроническое и тяжёлое течение с осложнениями 
которого встречается очень редко.  Клинические признаки заболевания: 

• Ранние гриппоподобные симптомы.  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

143



• Диарея. 
• Слабость. 
• Лихорадка. 
• Боль в области живота. 
• Тошнота. 
• Потеря аппетита. 
• Депрессия. 
• Желтизна. 
• Потеря веса. 
• Сильная боль под правым боком.  

Эпидемиологическая информация 

Инфекция, вызванная вирусом гепатита А, самоизлечивающееся заболевание, 
которое передаётся фекально-оральным путём. При соблюдении гигиены и 
санитарных условий заболевание задерживается, и иммунитет к заболеванию 
возрастает.  

Патоген  
Вирус, вызывающий гепатит А - вирус без оболочки, который содержит 
двухцепочечную РНК. Известен только один серотип вируса. Вирус гепатита А 

состоит из 4-х структурных 
полипептидов, которые 
локализуются в цитоплазме 
гепатоцита человека.   

Стратегия диагностики 
Онаружение противовирусных  
антител вида IgM в отношении 
гепатита A (Anti-HAV IgM) 
возможно в течение 3-х недель 
после экспозиции. Его титр 
возрастает на 4-6-ой неделе и 
затем убывает в течение 6-ти 
месяцев с появления 
клинических признаков 
заболевания. Обнаружение 
инических признаков 

заболевания с целью подтверждения диагноза.  

Титр Anti HAV IgG антител

HAV IgM в основном происходит после выявления кл

 иногда проявляется и на поздней стадии заболевания и 

ся в 
остаётся на всю жизнь. Произвольное обнаружение Anti HAV IgG указывает на 
наличие инфекции в прошлом. Исследование на наличие Anti HAV IgG проводит
основном по указанию врачей с целью установления дифференциального диагноза.   
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Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 

 с использованием быстрого теста 

См. процедуру 5.4 - правила взятия крови.  

10.10.  Диагностика гепатита A
иммунокомба  

Проце е во время лабораторных исследований 

AV IgM - косвенный, 
 фаза 

 

 HAV.  

Выявл щ  (A - F) и 12-ти микропробирок. Каждый 
но, 

дуры, проводимы

Идентификация HAV IgM быстрым тестом иммунокомба  

Принцип метода 
Тест иммунокомб H
твёрдофазный иммуноферментный тест. Твёрдая
представлена 12-тью т. н. «зубчиками». На каждый 
зубчик нанесены 2 позиции:    

• верхняя точка - IgM человека (внутренний
контроль); 

• нижняя точка - антиген

яю ая плита состоит из 6-ти рядов
ряд содержит готовый реактив для разных уровней теста. Тест выполняется поэтап
переносом комба из одного ряда в другой ряд. На каждой ступени происходит 
инкубация.   

 
Примечание: мы даём только обрисовку использования этого метода. Для детальной 

компоненты, выявляющие плиты, комбы, реактивы положите на 

•  зубчику.  

•  - на 

информации обращайтесь к инструкциям поставщика.  

Примечание:  

• Все 
комнатной температуре и проведите тест опять же на комнатной 
температуре (22 -26 0C).  
Для того, чтоб работа теста была совершенной, не прикасайтесь к

• Не удаляйте поверхность фольги от выявляющей плиты. Выявляющую 
плиту следует прокалывать специальным инструментом, т. е. 
перфоратором, только по указаниям инструкции поставщика 
Инкубацию сывороток проводите на 370C, а процедуру мойки
комнатной температуре (22 - 26 0C).  
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• Пользуйтесь таймером и особое внимание обращайте соблюдению 
времени инкубации.  

Принцип

•  и плазма предварительно обрабатываются 
работанными в отношении человека. Эта ступень 

а 

• 
с помощью раствора, залитого в микропробирку ряда 

• 
ней точке зубчика свяжется с антителом.  

чке IgM человека 

•  F 
осфатаза войдёт в реакцию с хромогенным компонентом.  

Подго

•  выявляющей плиты на 370C в течение 45 минут.  
ощающей тканью и после использования 

Подготов
Порвите а

овать целиком или частично.  

ся 
 зубчик. Каждый зубчик имеет 

 100 мкл очищающего 
ции.  

ельный 
айте пипеткой.  

 проведения теста 

До начала анализа сыворотка 
антителами IgG, вы
уменьшает воздействие IgG антител человека и ревматоидного фактора н
результат анализа.  
На следующей ступени происходит инкубация предварительно 
обработанных проб 
А.  
После этого кладите комбу в ряд А. Если в пробе имеется анти-IgM, он в 
ниж

• Несвязанные компоненты в ряде В вымываются. В ряде С анти-IgM 
схвачен в нижней точке зубчика, а в верхней то
(внутренняя контроль) войдёт в реакцию с помеченной щелочной 
фосфатазой посредством антител IgM, выработанных в отношении 
человека,  
В следующих двух рядах несвязанные компоненты вымываются. В ряде
связанная ф

• В результате получается выдимое серо-синее пятно на поверхности 
зубчиков комби.  

товка выявляющей плиты    

Проведите инкубацию
Накройте рабочий стол погл
выбросьте. Встряхните выявляющую плиту для смешивания реактивов.  

ка комба 
люминевый мешочек комба и выявляющей плиты. Комб и выявляющую 

плиту можно использ

В случае частичного использования комба установите, сколько зубчиков понадобят
для проб и контроля. Для каждого теста нужен один
кодовое число «01» для идентификации зубчиков. Согните и разбейте комб 
вертикально, или разрежьте ножницами для получения нужного количества зубчиков 
(количество тестов и 2 контроля). Неиспользованный комб положите обратно в 
алюминиевый мешочек. Мешочек хорошо закройте (например, бумажным 
креплением) для обеспечения сухости. Храните комб в своём ящичке на температуре 
2 - 80C до следующего использования.  

Предварительная обработка проб и контроля 

• Для каждой пробы и контроля распределите
раствора в микропробирки микроцитра

• В каждую микропробирку добавьте 25 мкл пробы, а также положит
и отрицательный контроль. Хорошо перемеш
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Добав

• й пипетки 
щей 

у 

• 
арительно обработанных штук контроля. Используйте новую 

• 
Процедур имые во время лабораторных исследований
1. Реакция

обирку ряда А, 
, достаньте и положите 

•
нут разрежьте ряд В 

 
• 
• 

 2. Реа

• 
те комб в 

орите несколько раз, встряхните 

• 
енем. 

 3. Реа

• мешайте так, как показано 
кубацию выявляющей 

е 

 4. Реакци

• обирку ряда D. Встряхивайте 2 минуты, как 

мб 
магой.  

ление предварительно обработанных проб в выявляющую плиту  

Залейте 25 мкл предварительно обработанной пробы. Головко
или перфоратором разрежьте одну микропробирку ряда А выявляю
плиты и залейте пробу в конце микропробирки. Перемешайте 
повторяющимися движениями выкачивания-заливания. Выбросьте головк
пипетки.  
Повторите 4-ую ступень для других предварительно обработанных проб и 
двух предв
микропробирку в ряде А для каждой пробы и контроля. Замените кончик 
пипетки.  
Засеките время и проведите инкубацию 10 мин. на 370C.  

ы, провод
 антиген-антитело (ряд А на выявляющей плите)  

• Положите комб (с помеченной стороной к вам) в микропр
которая содержит пробы и контроль. Перемешайте
комб в микропробирку несколько раз.   

 Оставьте комб в ряде А  на 30 минут для инкубации на 370C. Засеките 
время. До полного прошествия 30-ти ми
перфоратором. Не открывайте ненужные для работы микропробирки.  
По прошествии 30 минут достаньте комб из ряда А.   
Протрите кончики зубчиков чистой фильтрованной бумагой. Не 
прикасайтесь передней поверхности зубчика.  

кция антиген-антитело (ряд В на выявляющей плите)  

Положите комб в микропробирку ряда В. 
• Встряхните, хорошо промойте (достаньте и положи

микропробирку) в течение 10 минут. Повт
комб в течение следующих  2-х минут. 
Одновременно проколите фольгу ряда С. После 2-х минут достаньте комб 
и протрите в соответствии с 7-мым ступ

кция антиген-антитело (ряд С на выявляющей плите)  

Положите комб в микропробирку ряда С. Пере
на ступени 7а. В течение 20-ти минут проводите ин

0плиты вместе с комбом (засеките время) на 37 C. Одновременно проколит
фольгу ряда D. После 20-ти минут достаньте комб и вытрите 
фильтрованной бумагой.  

я антиген-антитело (ряд D на выявляющей плите)  

Положите комб в микропр
показано на 8-ой ступени. 

• Одновременно проколите фольгу ряда Е. После 2-х минут достаньте ко
и вытрите фильтрованной бу
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 5. Реа

• а Е. Встряхните несколько раз в 
у ряда F. После 2-х 

6. Реакция

• дите 
 10-ти минут (засеките 

7. Реакция

• станьте комб и 

кция антиген-антитело (ряд Е на выявляющей плите)  

Положите комб в микропробирку ряд
течение 2-х минут. Одновременно проколите фольг
минут достаньте комб и вытрите фильтрованной бумагой.   

 антиген-антитело (ряд F на выявляющей плите)  

Положите комб в микропробирку ряда F и встряхните, прове
инкубацию выявляющей плиты и комба в течение

0время) на 37 C. После 10-ти минут достаньте комб.  

 антиген-антитело (ряд E на выявляющей плите)  

Вновь положите комб в ряд Е. После 1-ой минуты до
высушите на воздухе.  

 

Положительнй 
контроль 
 

Отрицательный 
 контроль 

 

Недостоверный
результат

 
Валидация теста 
Для правильной работы теста и подтверждения достоверности результата надо 

щие четыре условия.  

• При измерении рефлектометром ombscan сигнал нижней точки 

ей точки 
, или настолько 

• 

ы, и 
троль нуждаются в перепроверке.  

выполнить следую
 

• Зубчик положительного контроля должен иметь две точки.  
 C

положительного контроля должен быть не менее 35-ти.  
• Прохождение отрицательного контроля означает выявление верхн

(внутренний контроль). Нижняя точка или не появляется
слаба, что не оказывает воздействие на интерпретацию результатов.   
Все исследованные пробы должны иметь верхнюю точку (внутренний 
контроль).  

• Если хоть одно из этих условий не выполнено, результаты недостоверн
пробы и кон
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Положительный                  образец 
Контроль 
IgM антитела на HAV

Отрицательный результат 
 
  

Количественная интерпретация результатов 
Визуальная интерпретация 

• Сравните нижнюю точку каждого зубчика с нижней точкой зубчика 
положительного контроля.    

• Если интенсивность цвета точки равна или больше интенсивности точки 
положительного контроля, это указывает на наличие антител IgM гепатита; 
если интенсивность цвета точки чуть меньше интенсивности точки 
положительного контроля, результат считается неясным и пробу надо 
исследовать заново. Бледная окраска точки или её отсутствие 
рассматривается как отрицательный результат.  

Чтение с помощью прибора 

• Рефлектометр Combscan позволяет проводить быстрые и объективные 
измерения цвета точки на иммунокомбе. Читайте результаты теста как 
условную абсорбцию с использованием программы №92 Combscan.  

• Проба, показатель которой 700 или больше, указывает на наличие антител 
IgM или IgG; проба, показатель которой колеблется между 600 и 700, 
рассматривается как неясный результат, и требуется перепроверка теста; 
Показатель пробы меньше 600 рассматривается как отрицательный 
результат.   

10.11.  Диагностика гепатита A по методу  ELISA 

Оборудование 

• Диспенсеры или пипетки (одноканальные или многоканальные), 
одноразовые кончики пипеток.  

• Сухой инкубатор или водяная ванна 37±0.50C.   
• Микровстряхиватель для смешивания конъюгата и образцов.  
• Спектрофотометрический считывающий прибор с программами (450 

нанометр - для одноволнового фильтра или 450 и 630 - для двухволновой 
системы). Система мойки/аспиратормикропробирок. 

Реактивы и материалы 

• Свежеприготовленная дистиллированная или деионизированная вода.  
• Одноразовые перчатки и таймер.  
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• Контеинер для специфических отходов.  
• Одноразовый V-образный пинцет.   
• Промокательная бумага или чистое полотенце.  
• Реагенты: планшет с 96-тью микропробирками, контроль, конъюгат, 

моющий буфер и хромоген. 
Примечание 

• Все реактивы положите на комнатной температуре, проведите тест на 
комнатной температуре за 13-30 минут до начала анализа.   

• Моющий буфер проверяется на наличие в нём кристаллов соли. Если в 
моющей жидкости обнаружились кристаллы соли, рекомендуется 
разогреть раствор на 370C. Моющий буфер разбавляется 
дистиллированным или деионизированным раствором в пропорции 1:20. 

• Пометьте 3 микропробирки для отрицательного контроля (например, B1, 
C1, D1) и 1 - для бланка (образца). 

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
Так как процедура ELISA детально рассмотрена в главе 4.10, в этой главе не будем 
повторять его. Мы предлагаем обрисовку аналитической процедуры ELISA в виде 
таблицы. До начала анализа обязательно прочтите о ходе процедуры (прилагается к 
комплекту).   
Обрисовка аналитической процедуры 
Разбавьте жидкость растворителем 1:1000 
Добавьте растворенную сыворотку 100 мкл 
Инкубация 20-60 минут 
Мойка 5 раз 
Добавление конъюгата 100 мкл 
Инкубация  30-60 минут 
Мойка 5 раз 
Цветная реакция 50 мкл A + 50 мкл B 
Инкубация 15-20 минут 
Окончание реакции 50 мкл завершающего реакцию 

раствора 
Прочтение оптической плотности 450 нм или 450/630 нм 

Интерпретация результатов 
Примечание: в коммерческом комплекте имеется специальная формула для расчёта 
порогового показателя. Если оптическая плотность какого-нибудь контроля не 
соответствует контрольным характеристикам, анализ недостоверный, и его следует 
повторить.   

Если положительная и отрицательная контроль соответствуют указанным в 
комплекте критериям, то можно высчитать пороговый показатель.  

Образец формулы для расчёта порогового показателя:  

(C.O.) = Nc × 2.1, где 
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(C.O.) - пороговый показатель, Nc - средняя оптическая плотность трёхкратного 
отрицательного контроля. Если оптическая плотность какого-нибудь контроля не 
соответствует критериям, он при расчёте среднего арифметического во внимание не 
принимается. Результат каждого пациента рассчитывается путём сравнения 
оптической плотности пациента с пороговым показателем.   

Отрицательный результат(S/C.O. <1): образцы, оптическая  плотность которых ниже 
порогового показателя, отрицательные. «Отрицательный» указывает на то, что в 
образце не обнаружены противоположные HAV антитела класса IgM. Значит, 
отсутствует характерный для острой инфекции серологический показатель и пациент 
не инфицирован вирусом гепатита А.  

Положительный результат (S/C.O.≥1): образцы, оптическая  плотность которых равна 
или выше порогового показателя, положительные. «Положительный» указывает на 
то, что в образце обнаружены противоположные HAV антитела класса IgM. Значит, 
присутствует характерный для острой инфекции серологический показатель и 
пациент инфицирован вирусом гепатита А.  

Неясный результат (S/CO =0.9-1.1): образцы, оптическая плотность которых 0.9 -1.1, 
считаюнся неясными. В случае такого результата целесообразно повторение парного 
анализа. Если зафиксируется аналогический результат, тогда его можно считать 
положительным. Проведение анализа новой пробы рекомендуется через 10 дней.    

10.12.  Отчёт о результатах анализа гепатита  A  

• Отчёт о результатах анализа с лечащим врачём и пациентом. 
Положительный, отрицательный или сомнительный результат анализа 
посылается пациенту и лечащему врачу в соответствии с 
установленнойлабораторной формой. 

• Сообщение об итогах анализа в местную эпидемиологическую службу и 
НЦОЗКЗ. Каждая лаборатория должна сообщить о положительном и 
сомнительном результате инфицирования вирусом гепатита А местной 
службе здравоохранения. Острая инфекция, вызванная вирусом гепатита 
А, входит в число заболеваний, подлежащих срочному уведомлению и, 
соответственно, результат должен быть послан в течение того же рабочего 
дня посредством специальной карточки для срочного сообщения. 
Эпидемиологическая информация накапливается эпидемиологом и 
посылается в НЦОЗКЗ в установленном порядке. См. 12.4.   

11. Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований -
паразитарные инфекции 

11.1.   Амебиаз 

Клинические признаки 

• Острый кишечный амебиаз: характеризуется дизентерейным синдромом, 
протекающим без лихорадки, жидким кровавым калом. При отсутствии 
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лечения может перерасти в постамебиазный колит и/или висцерально 
распространиться по всему организму.   

• Висцеральный амебиаз: в основном локализуется в печени (редко - в 
лёгких и мозге). Клинические признаки переменчивые, от классического 
гепатита до абсцесса печени, сопровождающейся лихорадкой, изменение 
общего состояния, болезненная гепатомегалия, иногда правосторонний 
плеврит лёгкого.     

Возбудитель 
Педставитель простейших Entameoba histolytica - патоген, вызывающий кишечный 
амебиаз. Различают 3 формы: 

• негематофагальную вегетативную форму «minuta»;  
• негематофагальную вегетативную форму «histolytica»; 
• цистную форму. 

В человеческом организме можно обнаружить не менее 6-ти различных форм амебы. 
Из них только E. histolytica вызывает висцеральную инфекцию. 

Эпидемиология и распространение (общий обзор) 

• Заражение: от воды или пищи, заражённой цистой и/или амебой.  
• Цикл. 
• Непатогенная (инвазия или здоровый носитель): вегетативная форма или 

циста в кишечнике.   
• Патогенная (заболевание): патогенная форма проникает в слизистую 

мембрану кишки, и в дальнейшем может распространиться по внутренним 
органам.  

• Профилактика: дезинфекция питьевой воды, воды для промывки фруктов и 
овощей, мытьё рук, изоляция туалетов. 

Оборудование и реагенты 

• Микроскоп. 
• Предметные стёкла и стеклянные покрытия для мазка.  
• Раствор Люголя. 

Концентрация фекалий формальдегидом 
• Эфир. 
• Конусообразные стеклянные пробирки. 
• Стеклянной смешиватель (встряхиватель).  
• Пастеровская пипетка.  
• Конусообразный стеклянный коллектор мочи (25 мл).  

• Реагент Риччи:. 
o 100 мл формальдегида  

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

152



o 9 г NaCl 
o 900 мл дистилированной воды. 

Смешайте эти три продукта, полученный реагент поместите в тёмной стеклянной 
посуде и накройте крышкой как можно быстрее (пар формальдегида токсичен).  

Процедуры, проводимые до начала лабораторных исследований 
См. взятие фекальной пробы. Немедленно обработайте фекалии.   

Процедуры, проводимые во время лабораторных исследований 
 Приготовьте негустой фекальный мазок и накройте стеклянным покрытием. 

Обратите внимание, что мазок лучше брать из кровяной и слизистой части. Для 
наблюдения используйте ×100 линзу.   

На этом рисунке представлены несколько разновидностей амебы, которых можно 
обнаружить при осмотре мазка кала.  

     1. Вегетативные формы

minuta form 
  
histolytica form 

Endolimax nanus 

 
Entamoeba coli 

  
Entamoeba hartmanii 

Pseudolimax butschlii 

Увидеть эти вегетативные формы при микроскопировании достаточно трудно. 
Некоторые фекальные пробы могут быть разбавлены в 0.5 мл растворе Люголя 
(см. окраску по Граму в ) для улучшения разборчивости   7.3

2. Цисты
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Entamoeba histolytica  

Entamoeba coli 

 
Entamoeba hartmanii 

 
Pseudolimax butschlii  

Endolimax nanus 

При разбавлении образца фекалий в нескольких каплях люголя различить цисту 
будет легче, как и в случае вегетативных форм.  
Рис. 18. четырёхнуклеиновая циста 

Для различия цист используются 7 критериев, которые представлены в 

таблице

Название Entamoeba coli Entamoeba 
histolytica 

Entamoeba 
hartmanni 

Pseudolimax 
butschlii 

Endolimax 
nanus 

Размер µm 15-30 12-14 6-10 8-15 7-12 
Количество 
ядер 

8 (16-32) 4 4 1 1-4 

Показатель 
перелома 
луча цисты  

+++ + + +++ +/_ 

Кристаллы  Иглообразные Форма веретена, 
«сосиски»   

Форма веретена, 
«сосиски»   

/ / 

Вакуоли / / / Большие / 

Формы Сферический 
овал 

Сферический Сферический Переменчивые Сферический 
овал 

Деформация Возможна Редко Редко     

 Всё же надо отметить, что чувствительность прямой 
микроскопии достаточно низка, и увидеть паразита в 
фекалиях может только опытный лабораторный 
работник. Именно поэтому используется метод 
концентрации, во время которого в препарате 
концентрируеся количество цист. 

Метод концентраций фекалий 

Концентрационный метод Риччи 
(формальдегид/эфирный метод)  
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Предупреждение: процесс обработки эфиром опасен, обратите внимание, чтоб печь 
Бенсена перекрывался, и никогда не курите в лаборатории. Лучше работать в 
безопасном ламинарном боксе или лаборатории при открытых окнах.   

Утилизация (использование) 
Этот метод используется для цистных форм амебы. Вегетативные формы при 
концентрации разрушаются и их заметить невозможно. При использовании этого 
метода также разрушаются яйца аскариды и анкилостомида, а яйца других паразитов 
сохраняются, и их можно идентифицировать. 

Процедура 

• В конусообразном 250 мл коллекторе мочи разбавьте 1 долю фекалий с 10-
ю долями реагента Риччи.   

• Перенесите после 30 сек. седиментации в конусообразную стекелянную 
пробирку, которая подогнана к центрифуге.  

• Добавьте эфир в жидкость в пропорции 1/3 - 2/3. Накройте парафильмом 
или другой устойчивой к эфиру крышкой.  

• Быстро накройте крышкой посуду с эфиром.   
• Сильно втряхивайте 30 секунд. Время от времени осторожно выпускайте 

воздух. (избегайте возникновения фекального аэрозоля). 
• Центрифугируйте 2 мин. на 2000g.   
• Быстро слейте все 3 верхние слои, чтоб остался только осадок.  
• Достаньте осадок с помощью пастеровской пипетки и приготовьте новый 

мазок. 
• Проведите прямое микроскопическое исследование.  

Примечание: для концентрации используются и другие 
методы, например, «Метод концентрации Като и 
Мюра» (малахитовый зелёный и глицерин).  
Подтверждение диагноза 
Подтверждение инфекции Eentameoba histolytica 
возможно 2-мя разными способами. 
Быстрый тест  
Используются разные быстрые тесты, например, в 
Грузии проводилось широкомасштабное исследование 
для изучения распространения E. histolityca, где с 

успехом применяли быстрый тест - «E. histolityca ll». Это - быстрый тест ELISA 
(нужно 3 часа), который обнаруживает скопившиеся (а не цистные) формы паразитов 
в фекальных пробах. Нужно учесть стоимость этого теста. Он во много раз дороже, 
чем микроскопирование. 
Серология 
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Обыкновенную серологическую реакцию можно провести и на образце крови; 
серология положительна через 8-10 дней.  
 
Процедуры, проводимые после завершения лабораторных исследований 

• Положительный, отрицательный или сомнительный результат анализа 
посылается пациенту и лечащему врачу в соответствии с установленной 
лабораторной формой. 

• После завершения лечения рекомендуется повторное исследование 
пациента, чтобы убедиться в его полном выздоровлении и отсутствии в его 
фекалиях паразита. 

• Рекомендуется также исследование лиц, которые вместе с больными 
принимали пищу, и бытовых условий пациента.   

 

12. Процедуры, проводимые после завершения лабораторных 
исследований  

12.1.   Проверка и подтверждение правильности полученного 
результата  

Методология 

• Достоверность лабораторного исследования зависит от правильно 
поставленного внутреннего контроля качества, наличии системы 
управления качеством, её функционирования и результатов её 
функционирования.  

Режим работы 
Микробиолог отвечает за контроль проведения исследования. Он должен проверять:   

• правильно ли осуществляется внутренний контроль качества. В противном 
случае лаборант и микробиолог принимают решение о повторном 
проведении исследования;  

• проведена ли калибровка прибора (при надобности); 
• не возникла ли какая-нибудь проблема в процессе анализа;  
• соответствует ли результат  клиническим требованиям формы запроса 

анализа.  
• Если результат критический, его надо рассмотреть с особым вниманием и 

сообщить о нём в соответствующее учреждение (см. гл. о срочном 
уведомлении). 

• В случае получения несоответственного результата надо провести 
повторное исследование (этот анализ для больного должен быть 
бесплатным) и микробиолог может потребовать отправку пробы в 
реферальную лабораторию.     
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• Для облегчения восприятия результаты анализа могут быть снабжены 
комментариями.  

• Если результат требует дополнительного анализа, микробиолог советуется 
с врачом или работником здравоохранения. В случае надобности, если 
возможно, надо провести дополнительное исследование. Микробиолог 
фиксирует данные нового анализа и поручает лаборанту проведение 
нового анализа.  

• Ответы должны быть напечатаны. 
• Микробиолог должен прочесть ответ и подписать его. Микробиолог таким 

образом подтверждает, что ознакомился с ответом и берёт ответственность 
за его достоверность.  

• Подтверждение и подпись означает, что микробиолог отвечает за 
достоверность результата с медицинской, административной и 
юридической точки зрения.   

12.2.  Печатание-копирование результата исследования  

Методология 

• Лаборант проверяет правильность внутреннего контроля качества и 
проведения анализа до того, как микробиолог ознакомится с результатом, 
подтвердит его и подпишется под ним. 

Режим работы 

• Все лаборатории должны иметь в напечатанном виде список этапов 
проведения исследования, по которым осуществляется работа в данной 
лаборатории.  

• Лаборант проводит исследование в соответствии со стандартными 
операционными процедурами и проверяет внутренний контроль качества.  

• Если всё выполнено правильно, он печатает ответ и делает его копию. Во 
всех ответах должен быть указан идентификационный номер больного. 

• При копировании копию надо хорошо перепроверить, так как именно при 
переписке копии чаще всего происходят ошибки.  

12.3. Отправка Отчета, отправка «критического» результата  

Все лаборатории должны знать:  
• как послать особо опасный, неотложный, «критический» результат врачу и 

руководству здравоохранения; 
• как послать результат просто и безопасно без лишних затрат, при этом 

лаборатория должна быть уверена, что адресат обязательно получит его.  

Пример сообщения «критического» результата 

• Микробиолог по возможности должен перепроверить «критический» ответ 
исследования. Все «критические» результаты подлежат срочной (без 
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запоздания) передаче соответствующему лицензированному 
медицинскому лицу.   

• Позвоните в место пребывания больного (отделение, клинику). 
Представьтесь работником лаборатории и попросите связать вас с 
соответствующим медицинским работником.  

• Ознакомьте медицинского работника с результатом (или результатами) 
анализа, укажите фамилию, имя больного и номер медицинской 
документации.   

• Примечание: если на одного больного получены «критические» результаты 
больше одного, все «критические» результаты можно передать во время 
этого звонка. После передачи «критического» результата ответственное 
лицо службы здравоохранения вербально реагирует на звонок, 
представляется вам и называет должность.   

12.4.  Отправка Отчета, Срочное уведомление 

Какое заболевание подлежит уведомлению и кому сообщить?  

• В нижеприведённой таблице представлены кишечные инфекционные 
заболевания, которые подлежат уведомлению в Грузии. В списке внесены 
только те заболевания, которые подлежат срочному уведомлению.  

Сообщение посылается в 
раионный ЦОЗ 

№ Название Код 
ICD-10 

Лицом 
мед. 
практ.  

Лабораторией  

Из районного 
ЦОЗ 

сообщение 
посылается в 
региональный 

ЦОЗ и 
НЦОЗКЗ  

10 Острый вирусный гепатит А B15 X X   
14 Холера  A00 X X X 
15 Брюшной тиф A01 X X   
16 Паратифы A, B, C A01.1-4 X X   
17 Другие сальмонеллезы A02 X X   
18 Шигеллиоз A03 X X   

19 
Другие кишечные бактериальные 
инфекции  A04 X X   

20 В том числе: ешерихиоз A04.4 X X   
21                        иерсиниоз                          A04.6 X X  
22 Бактериальные пищевые отравления A05 X X   
23     В том числе: боттулитзм A05.1 X X X 
24 Диареи предп. инфекц. происхождения A09 X X   

Как передать сообщение 

• Срочное уведомление означает срочную передачу информации о 
заболевании вышестоящему звену системы общественного 
здравоохранения сразу при клиническом и лабораторном выявлении 
заболевания (в тот же рабочий день, в любом случае не позднее 24-х часов 
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с выявления). В таком случае выявитель обязан всеми имеющимися 
средствами (карточкой сообщения, телефоном, факсом, эл. почтой) 
передать сообщение районному/городскому ЦОЗ, который, в свою 
очередь, передаст информацию по такому же порядку центральной 
(НЦОЗКЗ, министерству труда, здравоохранения и социальной защиты) и 
краевым службам здравоохранения. 

Уведомление осуществляется лицом, ответственным за результат лабораторного 
ответа, в соответствии со стандартной «Формой лабораторного 
подтверждения/уведомления  по заразным заболеваниям» № 58/2 (см. ниже). 
Если сообщение посылается  телефонограммой, переданная информация должна 
соответствовать структуре формы.  

При получении отрицательного ответа отправки сообщения в ЦОЗ не требуется.   

Если в одном эпизоде заболевания у пациента взяты более одной пробы, посылать 
сообщение о результатах тестирования всех образцов материала необязательно.  

О положительном или отрицательном  результате лабораторного исследования по 
этой же форме надо сообщить медицинскому работнику, направившему пробу 
(пациента) на исследование.  
КОНФИДЕНЦИАЛЬНО ФОРМА ЛАБОРАТОРНОГО ПОДТВЕРЖДЕНИЯ/УВЕДОМЛЕНИЯ  ПО 

ЗАРАЗНЫМ ЗАБОЛЕВАНИЯМ  № 58/2 
Дата: 
 
/       /      /  
Число    месяц    год 

Время^ 1. Место отправления сообщения             ______________________________________ (учреждение)  
 

Случай выявлен (кем):  
 
______________________________________________   (И. ф., должность) 
 

Случай отправлен (кем):  
          
 
____________________________________________    (И. ф., должность, учреждение) 
 
____________________________________________      Подпись 

  

Фамилия               I Имя          I Отчество         I Возраст         I Пол I  
 
Адр. [дом¹; улица; город (село); страна]  I Тел:        I Дата взятия материала 
                                                          
                                                                                                         [Число/месяц/год] ____/_____/____                

Направление  

 Самонаправление 

 Врач 

 Медицинское 
учреждение/ЦОЗ  

 Лаборатория  

 Другое________ 

Контактная информация учреждения или врача, пославшего больного:  

Наименование 

 (И. ф.):______________________________________ 

Адрес:  ___________________________________________ 

Тел.:     ___________________________________ 

Факс:     ___________________________________ 

Эл. почта; ___________________________________ 

Результат лабораторного исследования (при выделении возбудителя укажите патоген):  
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Наименование   Материала 

 

Кровь/ 

сыворотка 

Ликвор 

Кал 

Моча 

Мокрота 

Другие _____ 

Мазок глотки  

Мазок носоглотки 

Мазок влагалища 

Мазок ротовой 
полости 

Кожа 

Мазок глаза 

Другие_____ 

Проведённый тест 

  Бактериологический 

  Вирусологический 

  Паразитологический 

     

  Серологический 
(укажите) 

_______________________ 

 Микроскопический 

 Гистологический 

 Молекулярный 

 

12.5. Отправка Отчета,  Классификация Лабораторных 
Вмешательств 

При подготовке отчета о лабораторных вмешательств (на пример финансовый отчет 
для страховой компании) используется  Классификация Лабораторных 
Вмешательств. Эта Классификация представляет собой стандартизированный 
перечень лабораторных тестов организованных по принципу кодирования. 
Классификация Лабораторных Вмешательств доступна на сайте Министерства Труда, 
Здравоохранения и Социальной защиты.  

12.6. Информационная система управления лабораторией  

Информационная система управления лабораторией (ИСУЛ) (LIMS) является 
системой, которая обеспечена компьютерной программой. Он используется в 
лаборатории для описания проб и работ, а также для функционирования приборов, 
стандартов и лаборатории - для управления информацией, необходимой для ведения 
работ по инвойсам, продукции сред и др. Система информационного управления 
лаборатории и информационная система лаборатории выполняют одну и ту же 
функцию. Обычно регуляции ИСУЛ четко не определены (например, в стандарте ISO 
для аккредитации лаборатории - ISO15189 и ISO17025), хотя некоторые 
нижеперечисленные вопросы подчеркиваются особо.    

Безопасность и конфиденциальность 

• ИСУЛ содержит конфиденциальную информацию, которая касается 
состояния здоровья личности, и поэтому она не должна быть доступна для 
посторонних лиц.  

• При этом ИСУЛ должен иметь:  
• защищенный пароль (для каждого лица - отдельный пароль);  
• возможность нахождения информации о всех больных при надобности.   
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• Сотрудники лаборатории должны иметь разрешение соответствующей 
авторизации по выполняемым ими работам (например, приём пробы, 
внесение данных, подтверждение, печатание, статистика и др.).   

• В случае надобности требуйте ключевое слово при стирании или 
аннулировании информации.  

• При этом все сотрудники подписывают заявление о конфиденциальности, 
где будут чётко определено, что никакие индивидуальные данные ни в 
коем случае не будут уничтожены ни в каких обстоятельствах и третьей 
стороной.  

Дубликаты и архив 
Дублирование и архивизация информации ИСУЛ должна производиться 
каждодневно, и в случае потери их сразу же надо восстановить. Архивация должна 
быть запланированной и точно выполненной.  

Документация 

• ИСУЛ является главным критерием при добывании стандартов и норм 
оффициальной аккредитации. Поэтому, начиная работать с программой,  
помните, что вам понадобится её детальная документация, характеристики 
и структура для соискания аккредитации или присвоения международного 
стандарта.  

 

13. Обеспечение качества 

13.1.  Местонахождение руководства по обеспечению качества  

После разработки настоящего руководства его получит технический персонал всех 
лабораторий. Персонал, который отвечает за дезинфекцию, мытьё и чистоту, получит 
специальные руководства по биобезопасности и гигиенической безопасности.  

Его полная версия будет храниться также и в кабинете директора или менеджера по 
управлению качеством лаборатории, а копия будет храниться конфиденциально, так 
как в ней содержится детальная информация о сотрудниках лаборатории.   

Примечание: настоящее руководство касается только некоторых рутинных 
биологических анализов в микробиологической лаборатории. Ниже приводится 
содержание полного руководства.   

1)   Вступление 

2)   Организация и менеджмент 

3)   Управление качеством 

4)   Менеджмент документации                         

5)   Персонал 

6)   Безопасность и гигиена 

7)   Здание и окружающие условия 

8)   Менеджмент аппаратуры, 
реагентов и расходных 
материалов  

• Аппаратура 
• Реагенты, медия, расходные 

материалы  
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9) Процедуры, проводимые до 
начала лабораторных 
исследований 

12)     Обеспечение качества 

• Процедуры внешнего 
контроля 

• Взятие пробы • Общие процедуры 
обеспечения качества  • Транспортировка пробы 

• Получение и хранение 
пробы 

• Процедуры внутреннего 
контроля 

10)    Процедуры, проводимые во 
время лабораторных 
исследований 

13)     Информационная система 
лаборатории 

14)       Менеджмент случаев 
• Приготовление реагентов 15) Оценка и улучшение системы 

менеджмента качества   • Приготовление медии 
• Процедуры идентификации 

культуры 
• Мероприятия по 

профилактике  и улучшению  
• Процедуры определения 

антибиотикочувстви-
тельности 

• Внутренний аудит 
• Внешний аудит 
• Пересмотр менеджмента • Процедуры  ПЦР 
• Постоянное улучшение • Серологические процедуры 

16)      Сервис потребителя • Процедуры окраски 
17) Коммуникации, отчётность и 

другие отношения  
• Субконтракт 

11)    Процедуры, проводимые после 
завершения лабораторных 
исследований 

13.2.  Последовательность процедур в лаборатории  

Общая информация 

Все лаборатории имеют установленные нормы последовательности процедур, 
которые охватывают мероприятия, направленные на обеспечение работ, начиная с 
запроса на проведение анализа и заканчивая отправкой результатов анализа и 
дальнейшим наблюдением. Последовательность процедур начинается с заказа 
анализа и заканчивается отправкой отчёта и возможным проведением дальнейших 
консультаций.   

Лаборатория использует обязательную систему управления качеством, которая 
обеспечивает последовательность процедур, и соответственно внедряет 
универсальные правила, процессы для лаборатории.  

Обязательная система управления качеством рассмотрена в каждой главе 
вышеупомянутого руководства, которое предусматривает ответственность и 
отчётность тех сотрудников, которые включены в осуществлении процедур.  
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Внедрение новых тестов 

До внедрения новых тестов нужно провести идентификацию процедур 
специфического анализа, проводимой до начала исследования, во время 
исследования и после завершения исследования, а затем разработать, валидизировать 
и документировать стандартные операционные процедуры.   
Полученная документация о процедурах специфического анализа, проводимой до 
начала исследования, во время исследования и после завершения исследования (см. 
2.1 ) должна входить в руководство по обеспечению качества. 

13.3. Общие процедуры по обеспечению качества  

За обеспечение качества в лаборатории отвечает менеджер по качеству. 
Лабораториям, действующим в Грузии, нужен штат менеджера по качеству.  

Менеджеру по качеству должны помогать два человека, которые обеспечат контроль 
аппаратуры и холодной цепочки. Менеджер по качеству должен опираться на 
заведующего отделом и старших лаборантов. В ответственность менеджера по 
качеству входит создание/обновление руководства по обеспечению качества.  

В сравнительно маленьких лабораториях вместо вышеупомянутых трёх может 
работать один человек.  

Образование менеджера по качеству: в идеальном случае менеджер по качеству 
должен иметь медицинское/биологическое образование с практическим опытом 
и/или быть научным сотрудником высокого уровня. При отсутствии таких кадров это 
место может совместить и лаборант, имеющий высокую мотивацию. 

В Лионе, офисе Мировой организации здравоохранения4, проводится однонедельная 
учёба по вопросам обеспечения качества. Наименование курсов - «Управление 
качеством в лабораториях здравоохранения». Менеджер по качеству должен знать 
также разные руководства,  созданные в Грузии (эпиднадзор и контроль заболеваний, 
управляемых иммунизацией, в Грузии, внедрение лабораторной сети и т. д.).   

13.4. Процедуры внешнего контроля качества  

В Национальном центре общественного здравоохранения и контроля за 
заболеваниями в процессе создания находится отдел по обеспечению качества 
лаборатории. Он осуществит программу добровольного внешнего контроля разных 
лабораторий. Программа добровольного внешнего контроля поможет лабораториям 
справиться с проблемами, возникшими при проведении разных анализов. 
Информация, полученная программой добровольного внешнего контроля, может 
быть использована в разных направлениях: а) исключить ожидаемую субъективность 
в процессе использования метода; б) подтвердить качество анализа и повысить 
надежность лаборатории.  

                                                 
4 Детальная информацию на http://www.who.int/csr/ihr/lyon/quality/en/index.html
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Программа добровольного внешнего контроля обеспечит лаборатории учебными 
мероприятиями, консультациями, профессиональным тестированием и 
информационным материалом.   

Программа добровольного внешнего контроля пока ещё находится в процессе 
разработки и вскоре можно будет им воспользоваться.  

13.5. Процедуры внутреннего контроля, книга записей, управление и 
представление данных  

В лабораториях должны осуществляться следующие процедуры внутреннего 
контроля: 

• внутренний контроль качества методов окраски;   
• внутренний контроль качества медии;    
• внутренний контроль качества реагентов.   

Внутренний контроль вышеупомянутых методов осуществляется с помощью культур 
ATCC, а результаты вносятся в специальную таблицу (см. Приложение  2 ). Номера 
использованных лотов, которые указаны в таблице, те же, что и при окраске по 
Граму.  

• Использование, контроль и обслуживание инкубаторов.  
• Использование, контроль и обслуживание  холодильников и 

морозильников.  
• Использование, контроль и обслуживание  автоклава и печи.   
• Температура инкубаторов, холодильников, морозильников, автоклава и 

печи контролируется термометром и записывается в специальную форму, 
что делает в основном лаборант.   

• Проверка стерильности осуществляется помещением пробирок и тарелок в 
инкубатор с целью обсервации роста.         

• На каждом аппарате прикреплена таблица температурного контроля.  
Процедуры подготовки среды также включают в себя процедуры внутреннего 
контроля (см. Приложение  3).  

13.6. Контрольный материал 

НЦОЗКЗ готовит регуляции по снабжению, распределению и управлению ATCC 
штаммами. НЦОЗКЗ готовит также регуляции по программе добровольного 
внешнего контроля, которые начнутся скоро. После того, как обе программы будут 
готовы, станет возможным получение контрольного материала из НЦОЗКЗ.  
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Приложение  1. Журнал приборов   
 

 

1 23 15 6 29 20 10

2 24 16 7 30 21 11

3 25 17 8 31 22 12

4 26 18 9 23 13

5 27 19 10 1 24 14

6 28 20 11 2 25 15

7 29 21 12 3 26 16

8 22 13 4 27 17

9 1 23 14 5 28 18

10 2 24 15 6 29 19

11 3 25 16 7 30 20

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Учёт температуры на___________ Наименование лаборатории

Август

Сентябрь НоябрьИюнь ИюльЯнварь

Феврал

Февраль Апрель

Март

4 26 17 8 31 21

5 27 18 9 22

6 28 19 10 1 23

7 29 20 11 2 24

8 30 21 12 3 25

9 22 13 4 26

10 1 23 14 5 27

11 2 24 15 6 28

12 3 25 16 7 29

13 4 26 17 8 30

14 5 27 18 9

15 6 28 19 10 1

16 7 29 20 11 2

17 8 30 21 12 3

18 9 22 13 4

19 10 1 23 14 5

20 11 2 24 15 6

21 12 3 25 16 7

22 13 4 26 17 8

23 14 5 27 18 9

24 15 6 28 19 10

25 16 7 29 20 11

2 26 17 8 30 21 12

3 27 18 9 22 13

4 28 19 10 1 23 14

5 29 20 11 2 24 15

6 30 21 12 3 25 16

7 31 22 13 4 26 17

8 23 14 5 27 18

9 1 24 15 6 28 19

2 25 16 7 29 20

3 26 17 8 30 21

4 27 18 9 31 22

5 28 19 10 23

6 29 20 11 1 24

7 30 21 12 2 25

8 31 22 13 3 26

9 23 14 4 27

10 1 24 15 5 28

11 2 25 16 6 29

12 3 26 17 7 30

13 4 27 18 8 31

14 5 28 19 9

Ноябрь

Декабрь

Октябрь

Июль

Апрель

Июнь

Сентябрь

ь

Май



 
Форма контроля пипетки 

 

Торговый знак:                  

Модель:                  

Идентификация 
N° 

                Дата:    

Тест веса        Электронные весы/ точность 
1mg /1µl 

      

Спецификация  
Верификация  

           Точность погрешности    Повторяемость 

Минимальный 
объём   Vo  

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 V x µl Vx-Vo µl Vx-Vo % SD CV % 

                     

                     
Максимальный 
объём Vm  

                   

                     

                     
                     

Заключение  :               Подпись:     
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Приложение  2. Формы контроля качества тестов  
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Staphylococcus aureus        
ATCC 25923

Антибиотики BИнициалы Потенция диска
мгр

Зона потенции 
диска (мм)

Дата Дата Дата Дата Дата

Penicillin P 10 28-29
Ciprofloxacin CIP 5 22-30
Clindamycin CC 2 24-30
Erythromycin E 15 22-30
Gentamicin GM 10 19-27
Nitrofurantoin FD 300 18-22
Oxacillin OX 1 18-24
Rifampin RA 5 26-34
Tetracycline TE 30 24-30
Trimethoprim TMP 5 19-26
Trimethoprim-Sulfamethoxazole SXT 1.25/23.75 24-32
Vancomycin VA 30 17-21

Комментарий/исправления

Контроль качества антибиотиков: Starhylococcus species

Рассмотрено:

Инициалы лаборанта:
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Escherichia coli  ATCC 25922

Антибиотики Инициалы Потенция 
диска мгр

Зона потенции
диска (мм)

Дата Дата Дата Дата Дата

Amikacin AN 30 19-26
Ampicillin AM 10 16-22
Ampicillin-Sulbactam SAM 10/10 19-24
Aztreonam ATM 30 28-36
Carbenicillin CB 100 23-29
Cefotaxime CTX 30 29-35
Ceftazidime-Clavulanic Acid CAZ/CLA 30/10
Ceftriaxone CRO 30 29-35
Cephalothin CF 30 15-21
Chloramphenicol C 30 21-27
Ciprofloxacin CIP 5 30-40
Gentamicin GM 10 19-26
Imipenem IPM 10 26-32
Nalidixic acid NA 30 22-28
Nitrofurantoin FM 300 20-25
Tetracycline TE 30 18-25
Ticarcillin-Clavulanic Acid TIM 75/10 24-30
Trimethoprim-Sulfamethoxazole SXT 1.25/23.75 24-32

Комментанрий/исправления

Рассмотрено:

Контроль качества антибиотиков: грам-отрицательные палочки

Инициалы лаборанта:
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Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853

Антибиотики Инициалы Потенция
диска мгр

Зона потенции
диска (мм)

Дата Дата Дата Дата Дата

Ceftazidime CAZ 30 22-29
Ciprofloxacin CIP 5 25-33
Gentamicin GM 10 16-21
Piperacillin PIP 100 25-33

Комментарий/исправления

Когнтроль качества антибиотиков: грам-отрицательные палочки

Рассмотрено:

Инициалы лаборанта:

 

Лабораторные Исследования Кишечных Инфекционных Заболеваний 
Руководство по обеспечению качества,  Версия 1.0 

171



 
Приложение  3. Формы контроля приготовления сред  

  
Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

 
Номер больницы 
 Рассмотрено: Дата:  
Железосульфитный агар Клиглера (KIA) 

Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности S. typhimurium 

(ATCC 14028) 
E. coli  
(ATCC 25922) 

P. aeruginosa  
(ATCC 27853) 

Инициалы Примечание 

   Щелочь/кислота
H2S/ газ 

Кислота/кислота/газ
 

Щелочь/щелочь 
  

Дата 
уничтожения
 

        
        
        
        

Согласие руководителя: 
Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории.  
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Номер больницы 
______________________________________________ 
 

Программа контроля качества приготовления сред  

Кровяной агар (BA) 
Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности E. coli 

(ATCC25922) 
S. pneumoniae 
(ATCC49619) 

S. aureus  
(ATCC 25923) 

S. pyogenes 
(ATCC 
19615) 

Инициалы Примечание 

   Рост Рост/α Рост/β Рост/β  Дата уничтожения 
 

         

         

         

         

Ожидаемые результаты  

контроля качества:                                                             G = рост         G/α =  рост           G/  = рост          G/ β = рост             Согласие 
руководителя: ________________                                                            α=альфа                 β = бета                 β = бета                                                     
Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

Номер больницы 
Бактериологическое отделение 

Рассмотрено: Дата: 
Cary-Blair (CB) 

Организм для контроля 
качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности E. coli 

(ATCC25922) 

Sh. flexneri 
(ATCC 
12022) 

Инициалы Примечание 

   Рост Рост  
Дата 
уничтожения 
 

       

       

       

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Номер больницы 
 

Программа контроля качества 
приготовления сред 

Шоколадоподобный агар (CHOC) 
Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности H. influenzae 

(ATCC49247) 
N. meningitidis 
(ATCC 13090) 

Инициалы Примечание 

   Рост Рост  
Дата 
уничтожения 
 

       

       

       

       

 

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

Номер больницы 
 

Рассмотрено: Дата: 
Hektoen Enteric Agar (HE) 

Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности S. typhimurium 

(ATCC 14028) 
Sh. flexneri (ATCC 
12022) 

E. faecalis  
(ATCC 
29212) 

Инициалы Примечание 

   
Рост/синий с 
чёрным 
центром  

Рост/зеленоватый Роста нет  Дата уничтожения 
 

        

        

        

        

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

Номер больницы 
 

Рассмотрено: Дата: 
Лизиновый железосульфитный агар (LIA) 

Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности Sh. flexneri 

(ATCC 12022) 
P. mirabilis  
(ATCC 25933) 

S. typhimurium 
(ATCC 14028) 

Инициалы Примечание 

   Щелочь/кослота Красный/кислота Щелочь/щелочь
H2S  

Дата 
уничтожения 
 

        

        

        

        

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Номер больницы 
______________________________________________ 
 

Программа контроля качества приготовления 
сред 

Агар Макконки (MAC) 
Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности 

E. coli 
(ATCC 
25922) 

P.vulgaris 
(ATCC 
13315) 

S. aureus 
(ATCC 25923) 

Инициалы Примечание 

   ЛФ  ЛНФ Роста нет  Дата уничтожения 
 

        

        

        

        

Ожидаемые результаты 

контроля качества:                                         ЛФ = лактоза ферментирующая   ЛНФ = лактоза неферментирующая    

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории.
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Номер больницы 
______________________________________________ 
 

Программа контроля качества 
приготовления сред 

Агар мюллера-Хинтона  (MHA) 
Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности E. coli 

(ATCC25922) 
P. aeruginosa 
(ATCC27853) 

S. 
aureus  
(ATCC 
25923) 

E. 
faecalis 
(ATCC 
29212) 

Инициалы Примечание 

   Рост Рост Рост Рост  
Дата 
уничтожения 
 

         

         

         

         

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

Номер больницы 
 

Рассмотрено: Дата: 
Салмонелло-шигелловый агар (SS) 

Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности S. typhimurium 

(ATCC 14028) 

Sh. flexneri 
(ATCC 
12022) 

E. faecalis 
(ATCC 
29212) 

Инициалы Примечание 

   Бесцветный/H2S Бесцветный Рост угнетён  Дата уничтожения 
 

        

        

        

Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории. 
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Контроль качества сред 
Приготовлено: Дата: 

Номер больницы 
 

Рассмотрено: Дата: 
Urea Broth (Urea) 

Организм для контроля качества 

Дата 
 
Номер 
 

Проверка 
стерильности E. coli  

(ATCC 25922) 
P. vulgaris 
 (ATCC 13315) 

Инициалы Примечание 

   Отрицательный Положительный  Дата уничтожения 
 

       

       

Ожидаемый результат 

Контроля качества:                              отрицательный = бесцветный       Положительный = тёмно-красный                                         
Согласие руководителя: _______________________ 

Процедура: 

Поместите среды в термостат при 370С на 24 ч. Наблюдайте за ростом бактерий и запишите количество загрязнённых чашек. В 
случае если загрязнены более 5% чашек, выбросьте всю партию, если все чашки стерильны, храните чашки на 2-80С.  

Засейте среду соответствующим бактериальным штаммом ATCC для определения характерных химических реакций. Повторите 
тесты контроля качества из новой коллекции бактериальных штаммов. Если реакции не соответствуют стандарту, среда не даёт 
ожидаемый результат, выбросьте всю партию и сообщите об этом руководителю лаборатории 
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