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В статье представлены результаты изменения концентрации ДНК вирусного гепатита В при хранении в заморожен-
ном состоянии. Определена оптимальная схема подготовки, доставки для молекулярно-биологического тестирования 
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Введение. Вектором развития службы крови является 
централизация высокотехнологичных и материалоемких со-
ставляющих службы крови [1, 2].

Совершенствование работы службы крови связано с но-
выми технологиями лабораторных исследований: автомати-
зацией всех видов исследований; гелевым методом имму-
ногематологических исследований, компьютеризацией всех 
этапов пути крови донора в организм реципиента, включая 
лабораторное обследование со штрих-кодовой маркировкой 
документации и образцов; отказом от использования изделий 
многократного применения, контактирующих с кровью доно-
ра. В службе крови появились два новых типа лабораторий: 
генамплификационного исследования патогенов и контроля 
качества компонентов донорской крови [3].

В этой связи централизация лабораторных исследова-
ний в службе крови особенно актуальна, но преимущества 
централизации лабораторных исследований не должны быть 
перечеркнуты погрешностями преаналитического этапа, яв-
ляющегося слабым звеном в условиях централизации иссле-
дований, поскольку именно с качеством долабораторной пре-
аналитической фазы напрямую связано качество результатов 
исследований в иммунологических и ПЦР-лабораториях 
[4–6].

В условиях разветвленной сети филиалов центра крови 
необходимо стандартизировать доставку образцов донор-
ской крови для тестирования в лаборатории. Для этого мож-
но организовать регулярное транспортное сообщение между 
филиалами и головным учреждением, можно также ежене-
дельно доставлять материал для исследований, в том числе 
замороженный.

В настоящее время сроки доставки образцов донорской 
крови для исследований в лабораторию не регламентированы 
нормативно-правовыми актами. Ежедневная транспортиров-
ка образцов представляет определенные сложности при уда-
ленности филиалов от головного учреждения, но возможно 

осуществление транспортировки 1 раз в неделю и реже (в за-
висимости от потребности). В литературе данных о стабиль-
ности определяемых службой крови аналитов при хранении, 
в том числе при различных температурных режимах, недо-
статочно. Так, в ГОСТе Р 53079.4-2008 в Приложении Б “Ста-
бильность аналитов в пробах крови” нет данных о стабиль-
ности ДНК вируса гепатита B, РНК вируса гепатита С; но в 
графе аналит представлена запись “ДНК и РНК анализ путем 
амплификации (ПЦР)” – для ДНК стабильность крови при 
комнатной температуре 1 нед, для РНК стабильность крови 
при комнатной температуре 2 ч, данных о стабильности ДНК 
и РНК при других температурных режимах нет. Данная ин-
формация не позволяет судить о стабильности ДНК вируса 
гепатита B, РНК вируса гепатита С при хранении. Стабиль-
ность антител к вирусам гепатитов: анти-HBsAg и анти-HBc 
анти-HCV в сыворотке при температуре 4–8оС – 4 нед, при 
температуре 20–25оС – 7 дней [7].

Недостаточность нормативно-правовой базы в части 
регламентации сроков транспортировки с учетом данных о 
стабильности аналитов тормозит процессы централизации 
лабораторного обеспечения службы крови.

В инструкции к тесту Cobas® TaqScreen MPX Test, вер-
сия 2.0 для использования с системой Cobas s 201 (Roche 
Molecular Systems, Inc., Швейцария) сообщается, что кровь, 
собранная с ЭДТА, CPD, CPDA1 или CP2D, может хранить-
ся при 2–25°C до 48 ч со времени сбора, после этого может 
храниться еще 72 ч при 2–8°C до отделения плазмы от кле-
ток. Для хранения более 5 дней необходимо отделить плазму 
от эритроцитов центрифугированием и удалить отделенную 
плазму от эритроцитов перед хранением. После отделения 
плазмы она может храниться при 2–8°C еще 7 дней и далее 
до 30 дней при температуре -18ºC и ниже. Плазму с указан-
ными антикоагулянтами можно замораживать и оттаивать 
не более 3 раз. Кровь, собранная в PPT вакутейнеры Becton 
Dickinson, может храниться до 72 ч при 2–30°C до отделения 
плазмы центрифугированием. Для хранения более 5 дней 
требуется гель-разделенная плазма в PPT пробирках, которая 
может храниться еще 7 дней [8].

По мнению ряда авторов, при проведении молекулярно-
генетических методов исследований целесообразно исполь-
зовать вакуумные пробирки с К2 ЭДТА и гелем для получе-
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ния плазмы. Образцы, собранные в такие пробирки, могут 
храниться в течение 6 ч при комнатной температуре и в замо-
роженном виде (без влияния на результаты анализа на ВИЧ) 
[6, 9].

При изучении инструкций по применению вакуумных 
пробирок с К2/К3 ЭДТА и гелем для получения плазмы 
различных производителей (Becton Dickinson International, 
США; Greiner Bio-One GmbH, Австрия; Venosafe TERUMO, 
Бельгия; AMPULAB, Корея; Shanghai Ruke Medical Appliance 
Co., Ltd, Китай; Nanchang Ganda Medical Devices Co., Ltd, 
Китай; Zhejiang Kangshi Medical Devices Co., Ltd, Китай) 
установлено, что только в инструкции по использованию ва-
куумных пробирок VACUETTE® c К2 ЭДТА и гелем для по-
лучения плазмы (Greiner Bio-One GmbH, Австрия) представ-
лен протокол замораживания образцов. Согласно протоколу, 
вирусы гепатита В и С стабильны в нецентрифугированной 
пробе до 72 ч при комнатной температуре (20–25ºС), данных 
о стабильности вирусов гепатита В и С при замораживании в 
инструкции не представлено [10].

Исследование количественной нагрузки ДНК вируса ге-
патита В при различных способах транспортировки образцов 
представляет интерес для определения оптимальной схемы 
доставки лабораторного материала в централизованные ла-
боратории.

Цель исследования – определить оптимальную схему 
подготовки, доставки для молекулярно-биологического те-
стирования образцов донорской крови, заготовленной в 
учреждениях службы крови Иркутской обл.; исследовать 
влияние замораживания образцов крови в вакуумных проби-
рок VACUETTE® c К2 ЭДТА и гелем для получения плазмы 
на концентрацию ДНК вируса гепатита В.

Материалы и методы. Проведен анализ удаленности 
учреждений службы крови Иркутской обл., оснащенных обо-
рудованием для проведения молекулярно-биологических ис-
следований, от собственных филиалов и других учреждений 
службы крови Иркутской обл., возможности использования 
различных вариантов хранения биологического материала до 
проведения исследований.

Проведено изучение концентрации ДНК вируса гепати-
та В при различных вариантах хранения. Для этого иссле-
довали образцы крови 8 доноров, положительных по HBsAg 
гепатита В и проживающих на территории Иркутска. Исхо-
дный материал был отобран по результатам исследования на 
HBsAg методом иммуноферментного анализа на автомати-
ческом иммуноферментном анализаторе “Evolis” (BIO-RAD 
LABORATORIES SAS, Франция) на тест-системах “HBsAg 
ИФА Бест” (ЗАО “Вектор-Бест”, Россия) и подтверждаю-
щих исследований с использованием наборов реагентов 
“HBsAg-подтверждающий-ИФА-БЕСТ” (ЗАО “Вектор-
Бест”, Россия). Наличие в образцах ДНК вируса гепатита В 
дополнительно подтверждено методом ПЦР. Исследования 
проводились в системе ПЦР в режиме реального времени: 
выделение нуклеиновых кислот в автоматическом режиме на 
раскапывающей платформе Freedom EVO-2150 Base (Tecan, 
Швейцария) и с последующей амплификацией в термоци-
клере “СFX 96 Touch” (BIO-RAD LABORATORIES SAS, 
Франция) с использованием наборов реагентов “РеалБест 
ДельтаМаг ВГВ/ВГС/ВИЧ”, “РеалБест ВГВ ПЦР (комплект 
2)” (ЗАО “Вектор-Бест”, Россия). Образцы плазмы доноров 
для молекулярно-биологических исследований готовились в 
минипулах по 5 образцов и проводились в единичной поста-
новке каждого минипула. При получении положительного 
результата исследования повторялись дважды с сохранением 
условий первой постановки, включая реагенты. В случае по-
ложительного повторного тестирования образцы анализиро-
вались индивидуально.

Для проведения количественных исследований доноры 
при получении положительного результата вызывались по-
вторно. Кровь каждого донора набиралась в две вакуумные 
пробирки VACUETTE® c К2 ЭДТА и гелем (Greiner Bio-One 
GmbH, Австрия). На первом этапе пробирки не позднее 2 ч 

центрифугировались на центрифуге ELMI CM 6MT (ELMI, 
Латвия) при 2200 g в течение 10 мин. Во время центрифу-
гирования гель поднимался вверх и формировал стабильный 
барьер, отделяющий плазму от форменных элементов крови. 
На втором этапе одна пробирка помещалась в холодильник 
при температуре 4ºС на 24 ч, вторая пробирка за 2 ч до за-
мораживания проходила стадию предварительного охлаж-
дения при 4ºС, чтобы избежать слишком быстрого падения 
температуры в процессе замораживания. После охлаждения 
образец помещался в морозильную камеру при температуре 
-15оС в вертикальном положении на 10 сут. Перед проведени-
ем исследования на количественное содержание ДНК вируса 
гепатита В проводилось размораживание образцов с предва-
рительной стадией хранения в течение 12 ч в холодильнике 
при 4ºС [10].

Количественное определение содержания ДНК ви-
руса гепатита В в плазме проводилось методом ПЦР с 
гибридизационно-флюоресцентной детекцией “Ампли-
Сенс©HBV”.

Экстракция ДНК из образцов цельной крови выполнена 
с помощью коммерческих наборов “Рибо-Сорб”, “ДНК-Сорб 
АМ” (ФБУН “ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора”, 
Россия) в соответствии с рекомендациями производителя. 
ПЦР-идентификация вирусной инфекции проведена с набо-
ром реактивов “АмплиСенс©HBV” методом гибридизацион-
ной флюоресценции в режиме реального времени на ампли-
фикаторе iQICycler (BIO-RAD LABORATORIES SAS, США) 
с усовершенствованной программой обработки сигналов 
флюоресценции по каналу ROX/фон.

Статистическая обработка результатов проведена с ис-
пользованием дескриптивных статистик при уровне значи-
мости p<0,05.

Результаты и обсуждение. Служба крови Иркутской 
обл. представлена пятью станциями переливания крови: 
государственное бюджетное учреждение здравоохранения 
“Иркутская областная станция переливания крови” (ГБУЗ 
ИОСПК) с филиалами в г. Саянске и г. Шелехове, областное 
государственное бюджетное учреждение здравоохранения 
“Ангарская областная станция переливания крови” (ОГБУЗ 
АОСПК), областное государственное бюджетное учреждение 
здравоохранения “Усольская областная станция переливания 
крови” (ОГБУЗ УОСПК), областное государственное бюд-
жетное учреждение здравоохранения “Братская областная 
станция переливания крови” (ОГБУЗ БОСПК) с филиала-
ми в пос. Энергетик и г. Тулуне, областное государственное 
бюджетное учреждение здравоохранения “Усть-Илимская 
областная станция переливания крови” (ОГБУЗ УИОСПК).

В ГБУЗ ИОСПК организовано тестирование на инфекции 
образцов донорской крови, заготовленной в головном учреж-
дении в Иркутске, в филиале № 1 в г. Саянске, в филиале № 2 

Т а б л и ц а  1
Удаленность учреждений службы крови Иркутской области от 
ГБУЗ ИОСПК

Учреждение службы крови Расстояние от головного учрежде-
ния ГБУЗ ИОСПК (Иркутск), км

Филиал ГБУЗ ИОСПК №1 
(г. Саянск)

299

Филиал ГБУЗ ИОСПК №2 
(г. Шелехов)

25

ОГБУЗ АОСПК (г. Ангарск) 57
ОГБУЗ УОСПК  
(г. Усолье-Сибирское)

94

ОГБУЗ БОСПК (г. Братск) 700
ОГБУЗ УИОСПК  
(г. Усть-Илимск)

1000
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в г. Шелехове, в ОГБУЗ АОСПК, в ОГБУЗ УОСПК. В ОГБУЗ 
БОСПК организовано молекулярно-биологическое тестиро-
вание образцов донорской крови, заготовленной в головном 
учреждении в г. Братске, в филиале ОГБУЗ БОСПК в г. Ту-
луне, в филиале ОГБУЗ БОСПК в пос. Энергетик, в ОГБУЗ 
УИОСПК.

Расстояния между учреждениями службы крови и их фи-
лиалами от ГБУЗ ИОСПК представлены в табл. 1.

Расстояния между ОГБУЗ БОСПК и его филиалами, а 
также ОГБУЗ УИОСПК представлены в табл. 2.

При организации направления образцов донорской крови 
для тестирования на инфекции методом иммуноферментного 
анализа могут быть направлены следующие варианты проб 
биологического материала:

1) цельная венозная кровь, взятая в первичную пробирку 
с активатором свертывания;

2) цельная венозная кровь, взятая в первичную пробир-
ку с активатором свертывания и гелем (центрифугирование 
обязательно);

3) аналит (сыворотка) во вторичной пробирке.
Для проведения ПЦР-диагностики могут быть направле-

ны следующие варианты проб биологического материала:
1) цельная венозная кровь, взятая в первичную пробирку 

с антикоагулянтом (К2 ЭДТА, К3 ЭДТА);
2) цельная венозная кровь, взятая в первичную пробирку 

с антикоагулянтом (К2 ЭДТА, К3 ЭДТА) и гелем (центрифу-
гирование обязательно);

3) аналит (плазма) во вторичной пробирке.
В случае применения вторичных пробирок предъявляют-

ся серьезные требования к организации преаналитического 
этапа и квалификации медицинского персонала в филиалах; 
использование первичных пробирок лимитировано вре-
менем доставки; применение первичных пробирок с гелем 
имеет определенные преимущества за счет поддержания ста-
бильности аналита и чистоты образца. Гель создает барьер, 
позволяющий поддерживать стабильность аналита и чисто-
ту образца, поскольку снижается вероятность гемолиза при 
центрифугировании, снижается вероятность присутствия ла-
тентного фибрина как в сыворотке, так и в плазме (в случае 
неправильного перемешивания образца крови на начальном 
этапе забора крови), повышается воспроизводимость резуль-
татов при исследовании РНК/ДНК ВИЧ, вируса гепатита С, 
вируса гепатита В [11].

Замораживание биологического материала в первичных 
пробирках с гелем считаем целесообразным осуществлять 
при удлинении сроков доставки материала до 7 дней и бо-
лее.

При сравнении концентраций ДНК вируса гепатита В в 
образцах крови при ее хранении наблюдается тенденция к 
снижению исследуемого параметра при хранении материа-
ла в замороженном состоянии на протяжении недели с 2850 
(1950–4150) МЕ/мл до 1600 (1350–3750) МЕ/мл, но измене-
ния показателей незначимы (pw=0,09) (см. рисунок).

Для организации централизованного тестирования до-
норской крови на инфекции наиболее целесообразным яв-
ляется налаживание регулярного транспортного сообще-
ния с филиалами: доставка пробирок из Саянска, Ангарска, 

Усолья-Сибирского и Шелехова в ГБУЗ ИОСПК 3 раза в не-
делю с использованием первичных пробирок с гелем. Для 
тестирования на инфекции донорской крови, заготовленной 
в г. Тулуне, г. Усть-Илимске, пос. Энергетике целесообразно 
организовать доставку образцов в ОГБУЗ БОСПК 3 раза в 
неделю. При возникновении сложностей в доставке образ-
цов 3 раза в неделю возможно замораживание образцов. Для 
стандартизации преаналитического этапа целесообразно 
исключить использование вторичных пробирок, предпочти-
тельнее использовать вакуумные пробирки с гелем.

Выводы. 1. Для организации централизованного молек-
улярно-биологического тестирования донорской крови необ-
ходима организация регулярного транспортного сообщения 
между структурами службы крови региона.

2. При замораживании образцов донорской крови в ваку-
умных пробирках c К2/К3 ЭДТА и гелем для получения плаз-
мы наблюдается снижение концентрации ДНК вируса гепа-
тита В, но замораживание образцов в вакуумных пробирках 
c К2/К3 ЭДТА и гелем для молекулярно-генетического иссле-
дования может применяться при сложностях с организацией 
регулярного транспортного сообщения между структурными 
подразделениями.

3. Оптимально доработать нормативно-правовую базу с 
учетом возможных сроков доставки биологического мате-
риала и данных о стабильности аналитов.
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Сиволодский Е.П.1, Зуева Е.В.2, Кунилова Е.С.2, Богумильчик Е.А.2, Домакова Т.В.3

Идентификация  клинических  штаммов  Pseudomonas  fulva  методами 
maldi-tof  масс-спектрометрии  и  традиционных  исследований

1ФГБВОУ ВПО «Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова» МО РФ, 194044, Санкт-Петербург; 2ФБУН «Научно-
исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» Минздрава РФ, 197101, Санкт-Петербург; 
3ЗАО «Ситилаб», 192289, Санкт-Петербург

Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии с применением прибора Microflex с базой данных MALDI Biotyper (“Bruker 
Daltonics Inc.”) идентифицировали с высоким уровнем достоверности 8 штаммов P.fulva из коллекции псевдомонад, вы-
деленных из клинического материала в Санкт-Петербурге. При изучении тех же штаммов методом MALDI-TOF масс-
спектрометрии прибором Vitek MS (“bioMerieux”) они были ошибочно идентифицированы как P.putida. Для контрольной 
дифференциации P.fulva и P.putida апробирован и предложен комплекс тестов традиционных исследований. Подтверж-
дена медицинская значимость P.fulva.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  MALDI-TOF масс-спектрометрия; Pseudomonas fulva; Pseudomonas putida; медицинское значе-
ние; синтетическая среда King BS; оксидаза; пигменты псевдомонад.

Sivolodskii E.P., Zueva E.V., Kunilova E.S., Bogumiltchik E.A., Domakova T.V.
The identification of clinical strains Pseudomonas fulva using techniques of MALDI-
TOF mass spectrometry and common analysis
The technique MALDI-TOF mass spectrometry was applied using device Microflex with database MALDI Biotyper (Bruckeer 
Daltonics Inc.) to identify with high level of reliability 8 strains P. fulva from collection of pseudo monads isolated from clinical 
material in St. Petersburg. When analyzing the same strains applying technique MALDI TOF mass spectrometry using device Vitek 
MS (bioMerieux) these starins were wrongly identifies as P.putida. The complex of tests of common analysis was approved and 
proposed for control differentiation of P.fulva and P.putida. The medical significance of P.fulva was approved.

K e y w o r d s :  MALDI-TOF mass spectrometry; synthetic medium king BS; Pseudomonas fulva; Pseudomonas putida; oxidase; 
pigment of pseudo monads
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