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Введение. Становление системы лабораторной 
диагностики дифтерийной инфекции в России имеет 
длительную историю и осуществлялось несколькими 
поколениями бактериологов нашей страны . Первая ин-
струкции по бактериологическому исследованию на 
дифтерию опубликована в 1951 году, в которой лабора-
торное исследование проводили путём посева биологи-
ческого материала с тампона на свёрнутую сыворотку 
лошади, быка или человека, последующей микроско-
пией и идентификацией на средах Гисса с глюкозой, 
мальтозой, галактозой, сахарозой при добавлении в 
питательные среды 10% нормальной лошадиной сыво-
ротки . Вирулентность возбудителя оценивали на мор-
ских свинках путём внутрикожного введения материла 
и выявления некроза в месте укола [1] .

Следующая инструкция опубликована в 1959 году, со-
гласно которой производили посев на свёрнутую сыво-
ротку и теллуритовую агаровую среду, далее проводили 
микроскопию подозрительных колоний . Подозрительные 
колонии отсевали для постановки пробы на токсиген-
ность, которую впервые ввели в качестве теста in vitro 
и осуществляли с использованием бумажных полосок, 
пропитанных антитоксической противодифтерийной сы-
вороткой «Диаферм-3», и посевом культур «линиями», 
перпендикулярно к полоске . Также колонии отсевали на 
свёрнутую сыворотку для получения чистой культуры и 
на среды Гисса с глюкозой и сахарозой . В качестве до-
полнительных тестов впервые введено определение ци-
стиназной (проба Пизу) и уреазной активностей [2] .

Актуализация алгоритма бактериологического иссле-
дования проведена в 1967 году в инструкции № 690-67 . 
Согласно данной инструкции подозрительные колонии, 
выросшие на средах первичного посева, рекомендова-
лось пересевать на три питательные среды: для опре-
деления токсигенности, не прожигая петли в столбик 
среды для определения цистиназы и на поверхность сы-

вороточного агара или свёрнутой сыворотки; при отсут-
ствии среды для определения цистиназы, отсев из коло-
ний следовало производить на среды Гисса с сахарозой 
и глюкозой . Определение токсигенных свойств также 
проводили с использованием бумажных полосок, но 
посев культуры осуществляли уже только «бляшками» 
диаметром 1 см . В этой инструкции определение цисти-
назной активности в пробе Пизу стало использоваться 
в качестве дифференцирующего теста для подозритель-
ных колоний . Для улучшения ростовых свойств и выяв-
ления дифференцирующих признаков рекомендовалось 
использование Мартеновского агара [3] .

Далее небольшие изменения произведены в приказе 
Минздрава № 580 от 1974 г ., которые касались приме-
нения Мартеновского агара для постановки пробы на 
токсигенность и пробы Пизу, а также использования 
контрольного штамма в пробе на токсигенность [4] .

В Методических рекомендациях 1980 г . при про-
ведении бактериологического исследования на дифте-
рию предложено с чашек первичного посева с подо-
зрительных колоний ставить пробу на токсигенность и 
не прожигая петли производить посев на среду Пизу, 
вторую половину колонии отсевать на сывороточный 
агар . В документе также рекомендовалась использова-
ние Мартеновского агара с добавлением сыворотки для 
постановки пробы на токсигенность и пробы Пизу [5] .

Наиболее подробная инструкция по бактериологи-
ческой диагностике дифтерии представлена в приказе 
Минздрава СССР от 02 .04 .1986 г . № 450, где сохра-
няется ранее описанный алгоритм проведения ис-
следования, а также перечень питательных сред для 
постановки пробы на токсигенность и использование 
бумажных полосок [6] .

В МУК 4 .2 .698-98 [7] и МУК 4 .2 .3065-13 «Лабо-
раторная диагностика дифтерийной инфекции» [8] 
сохраняется алгоритм, предложенный в раннем доку-
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менте [6] . В данных документах расширяется перечень 
питательных сред для первичного посева и постановки 
биохимических тестов за счёт использования коммер-
ческих питательных сред . Для постановки пробы на 
токсигенность предлагалось два метода – с использо-
ванием бумажных полосок, пропитанных дифтерий-
ным антитоксином, и индикаторных бумажных дис-
ков с дифтерийным антитоксином, предложенных 
Ю .Г .Фельдманом [9] .

Вместе с тем, в последние десятилетия отмечается 
резкий рост промышленного производства коммер-
ческих питательных сред, наборов реагентов и тест-
систем, используемых в бактериологических исследо-
ваниях, что делает необходимым и совершенствование 
методологических подходов и в бактериологической 
диагностике дифтерии . Интенсивное развитие ПЦР-
технологий и оснащение лабораторий страны оборудо-
ванием для молекулярно-генетических исследований 
также послужило основанием для внедрения этих тех-
нологий в лабораторную диагностику дифтерийной ин-
фекции с целью расширения возможностей обследова-
ния пациентов с диагностической, профилактической 
целью и по эпидпоказаниям .

Цель исследования – анализ изменений, вошедших 
в методические указания МУК 4 .2 .3852-23 «Лабора-
торная диагностика дифтерийной инфекции» .

Материал и методы. В исследовании проведён 
анализ изменений, введённых в новые методические 
указания МУК 4 .2 .3852-23 «Лабораторная диагностика 
дифтерийной инфекции» .

Результаты и обсуждение. Новые методические 
указания 4 .2 .3852-23 «Лабораторная диагностика диф-
терийной инфекции», разработанные большим коллек-
тивом специалистов Роспотребнадзора, утвержден Ру-
ководителем Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека, 
Главным государственным санитарным врачом Рос-
сийской Федерации Поповой А .Ю . и введён в действие 
взамен МУ 4 .2 .3065-13 «Лабораторная диагностика 
дифтерийной инфекции» .

В разделе II «Сущность метода» представлен новый 
алгоритм лабораторной диагностики дифтерийной ин-
фекции с использованием бактериологического и моле-
кулярно-генетического методов диагностики с учётом 
проведения исследований с диагностической и профилак-
тической целями, а также по эпидпоказаниям . Основным 
методом лабораторной диагностики дифтерийной инфек-
ции с диагностической целью остается бактериологиче-
ский метод . Впервые в алгоритм диагностики введён мо-
лекулярно-генетический метод (ПЦР-диагностика) . Так, 
для лабораторной диагностики дифтерии с диагности-
ческой целью регламентируется параллельное использо-
вание бактериологического метода и ПЦР-диагностики; 
при проведении исследований с профилактической це-
лью и по эпидпоказаниям - бактериологическое исследо-
вание и (или) ПЦР-исследование . Осуществление ПЦР-
исследования регламентируется в течение 24 часов с мо-
мента взятия биологического материала . Учитывая новый 
алгоритм лабораторной диагностики, определён порядок 
взаимодействия учреждений, проводящих исследования 
на дифтерийную инфекцию, с Референс-центром по мо-
ниторингу за коклюшем и дифтерией Роспотребнадзора 
при получении положительных результатов бактериоло-

гического и ПЦР-исследования . В рамках лабораторной 
диагностики дифтерии впервые определены возможно-
сти применения масс-спектрометрических технологий 
(MALDI-ToF масс-спектрометрии) и автоматических 
бактериологических анализаторов, которые могут быть 
использованы для видовой идентификации коринебакте-
рий . Также впервые представлено обоснование ограниче-
ний при использовании лошадиной сыворотки при поста-
новке пробы на токсигенность и возможностях определе-
ния цистиназной активности в пробе Пизу .

В разделе III представлена микробиологическая харак-
теристика возбудителя дифтерийной инфекции и клини-
чески значимых коринебактерий с учётом современных 
знаний . Впервые представлены культурально-морфоло-
гические свойства этих микроорганизмов на кровяных 
теллуритовых средах первичного посева с разными ага-
ровыми основами – среда Клауберга II, Коринебакагар, 
сухой питательный агар (ГРМ-агар, питательная среда № 
1 ГРМ), сухой питательный агар (СПА), Основа кровяно-
го агара (англ . Blood agar base), Колумбийский агар (англ . 
Columbia agar base), агар Хойла (англ . Hoyle Medium 
Agar), среда для определения чувствительности микроор-
ганизмов к антибактериальным препаратам (далее – среда 
АГВ) . Охарактеризован рост коринебактерий на жидких 
питательных средах - ГРМ-бульон, сердечно-мозговой 
бульон, на сывороточном и кровяных агарах . Впервые 
представлена информация о биохимических свойствах 
клинически значимых коринебактерий с подразделением 
на основные тесты, которые необходимо проводить при 
бактериологической диагностике дифтерии, и дополни-
тельные тесты, осуществляемые при дифференциации 
коринебактерий на уровне Референс-центра .

В разделе IV «Показания к обследованию» уточнена 
информация о спектре показаний к обследованию на 
дифтерийную инфекцию в соответствии с Междуна-
родной классификацией болезней и СанПин 3 .3686-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по про-
филактике инфекционных болезней» раздел XXXVIII 
«Профилактика дифтерии» .

В разделе V «Организационно-методическая ра-
бота» представлены новые расширенные формы на-
правления на проведение исследования и ответа по его 
результатам; периодичность инструктажа по взятию и 
транспортированию биологического материала в со-
ответствии с СанПин 3 .3686-21 . Впервые определены 
требования к квалификации специалистов и видам про-
водимых ими исследований . Уточнён порядок взаимо-
действия учреждений с Референс-центром Роспотреб-
надзора по мониторингу за коклюшем и дифтерией по 
вопросам верификации биологических образцов .

Впервые введены разделы VI «Требования безопас-
ности» и VII «Условия проведения исследований» .

В разделе VIII «Бактериологическая диагностика» 
представлен модернизированный алгоритм проведения 
исследования, продолжительность которого составляет 
3-5 дней . Расширен раздел по взятию и транспортиро-
ванию биологического материала для бактериологиче-
ского исследования на дифтерию . Уточнено исполь-
зование сухих тампонов для взятия биологического 
материала с учётом материала тампона . Определены 
условия использования жидких транспортных сред и 
жидких транспортных систем, а также условий их хра-
нения и транспортировки . Согласно новому алгорит-
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му, в первый день производится посев биологического 
материала на питательные среды первичного посева . 
Определены методология приготовления чашек со сре-
дами первичного посева, техника посева биологиче-
ского материала и условия инкубирования . Также пред-
ставлены условия высева биологического материала из 
жидких транспортных сред . Во второй день исследо-
вания просматривают чашки с помощью микроскопа 
бинокулярного стереоскопического и производят отбор 
подозрительных колоний для дальнейшей идентифи-
кации культуры по всем тестам . В случае роста подо-
зрительных по культуральным свойствам колоний, по-
хожих на колонии коринебактерий, сразу приступают 
к оценке их токсигенных свойств, которые изучают не 
менее чем у 2-х изолированных колоний путём посева 
одной половины каждой колонии на среду для опреде-
ления токсигенности, а другой половины колонии – в 
пробирку со скошенным сывороточным агаром для со-
хранения и накопления чистой культуры . В третий день 
исследования при появлении специфических линий 
преципитации в пробе на токсигенность, изучаемую 
культуру идентифицируют как коринебактерии токси-
генные и выдают предварительный ответ о выделении 
токсигенной культуры . При отсутствии специфических 
линий преципитации на среде для определения токси-
генности чашки инкубируют ещё 24 часа . Культуру, 
выросшую на скошенном сывороточном агаре, засе-
вают на среды для определения фермента цистиназы 
(среда Пизу), ферментов уреазы и нитратредуктазы, 
биохимического варианта (ферментация глюкозы, са-
харозы, крахмала) . Со скошенного сывороточного ага-
ра наличие фермента цистиназы на среде Пизу можно 
идентифицировать уже через 6 часов после посева по 
появлению облачка по ходу укола в среду . При отсут-
ствии колоний, подозрительных на коринебактерии 
дифтерии, выдают окончательный ответ, что корине-
бактерии дифтерии не выявлены . На четвёртый день 
при появлении специфических линий преципитации в 
пробе на токсигенность выдают документированный 
ответ о выделении токсигенных коринебактерий диф-
терии и производят учёт биохимических тестов . Так-
же на четвёртый-пятый день проводят исследования, 
аналогичные проводимым на третий-четвертый день 
при появлении подозрительных колоний на средах пер-
вичного посева через 48 часов роста . Следовательно, 
в новом алгоритме бактериологической диагностики 
дифтерии определение токсигенных свойств остается 
основным тестом для выявления возбудителя дифте-
рии, однако тест на определение цистиназной активно-
сти (проба Пизу), и постановка других биохимических 
тестов (оценка уреазной, нитратредуктазной и сахаро-
литической активностей) осуществляется с сывороточ-
ного агара . Расширен раздел, регламентирующий опре-
деление токсигенных свойств у возбудителя дифтерии, 
которое производится с использованием двух методик 
- модифицированного теста Элека с бумажными поло-
сками и теста Ю .Г . Фельдмана и соавторов [9] с бумаж-
ными дисками . Для каждой из используемых методик 
определены условия и процедура приготовления чашек 
для постановки пробы на токсигенность (с условиями 
и сроками хранения), методология постановки пробы, 
впервые представлены демонстрационные схемы и фо-
тографии учёта полученных результатов (с вариантами 

оценки результатов) . Впервые представлен перечень 
условий получения неудовлетворительных результатов 
постановки пробы на токсигенность .

Раздел, определяющий постановку биохимических 
тестов, расширен и структурирован по однотипно-
му плану, в котором отражается принцип постановки 
каждого теста, варианты постановки тестов, учёт ре-
зультатов, контроль качества и используемые контроль-
ные штаммы, а также интерпретация полученных ре-
зультатов . Впервые введён дополнительный обратный 
CAMP-тест для идентификации C. pseudotuberculosis .

Проведены уточнения в разделе «Питательные сре-
ды и реактивы» . Так, в новом документе регламентиро-
вано использование коммерческой среды Пизу . В разде-
ле приготовления реактивов для определения уреазной 
активности по методу Заксе добавлены условия стери-
лизации реактива В и сроки хранения реактивов А и В . 
В рецепте приготовления бульона с мочевиной уточне-
ны условия стерилизации и сроки хранения . При при-
готовлении нитратного бульона прописаны сроки хра-
нения и прописан рецепт приготовления реактива Гис-
са . Модернизирован рецепт приготовления сред Гисса, 
а также прописаны сроки их хранения . Усовершенство-
ван рецепт приготовления реактива Андреде . В рецепт 
приготовления растворов красителей для окраски по 
Граму добавлены сроки и условия хранения; внесены 
уточнения в рецепты приготовления карболового рас-
твора фуксина Циля и окраски по Нейссеру .

В новом документе модернизирован раздел «Кон-
трольные штаммы», где расширен перечень контрольных 
штаммов для постановки необходимых тестов . Так, для 
проведения бактериологической диагностики дифте-
рии в лаборатории необходим следующий обязательный 
набор контрольных штаммов - токсигенный штамм C. 
diphtheriaе биовара gravis № 665, токсигенный штамм C. 
diphtheriaе биовара mitis № 6765, токсигенный штамм C. 
ulcerans № 7819 или штамм C. pseudodiphtheriticum «Со-
колов», штамм S. аureus АТСС 25923 . Остальные штаммы 
используются для проведения дополнительных тестов и 
не являются обязательными . Все контрольные штаммы 
приобретаются в специализированных государственных 
коллекциях патогенных микроорганизмов . Значительно 
расширен раздел хранения контрольных штаммов в лабо-
раторных условиях с рецептами их приготовления . Впер-
вые введён раздел восстановления штаммов в зависимо-
сти от вида и формы хранения культур .

В новом нормативном документе пересмотрен раз-
дел внутрилабораторного контроля качества, проведе-
ние которого необходимо для поддержания высокого 
качества и эффективности проведения лабораторной 
диагностики дифтерийной инфекции . Внутрилабора-
торный контроль качества включает: правильное под-
держание (ведение) контрольных штаммов; проведение 
контроля качества всех питательных сред, реагентов, 
наборов реагентов, используемых для: приготовления 
питательных сред первичного посева (входящий кон-
троль – каждая новая серия питательной среды, каж-
дая новая партия реагентов); периодический контроль); 
приготовления среды для постановки пробы на токси-
генность (входящий контроль – каждая новая серия пи-
тательной среды, каждая новая партия реагентов); пе-
риодический контроль); сред, наборов реагентов и тест-
систем для проведения биохимической идентификации, 

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2024; 69(4)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-4-169-173

ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ СЛУЖБЫ



173

как приготовленных в лабораторных условиях, так и 
коммерческих (входящий контроль – каждая новая серия 
питательной среды, каждая новая партия реагентов, на-
боров реагентов, тест-систем; периодический контроль); 
контроль постановки пробы на токсигенность (каждая 
постановка); контроль проведения биохимических те-
стов – постановка положительных и отрицательных 
контролей при проведении биохимической идентифи-
кации (каждая постановка); контроль качества жидких 
транспортных сред (каждая новая серия / приготовлен-
ная партия) . Представлен перечень условий и сроки, при 
которых проводится дополнительный внутрилаборатор-
ный контроль качества . Описано целевое использование 
каждого контрольного штамма в лаборатории .

Раздел «Контроль качества питательных сред для 
первичного посева» соответствует документу МУК 
4 .2 .3065-13 [8] . Вместе с тем, добавлены критерии и сро-
ки, по которым проводится оценка качества питательной 
среды, - всхожесть клеток C. diphtheriae и размер коло-
ний (24 часа), интенсивность роста колоний (48 часов), 
размер и культурально-морфологические свойства (48 
часов), ингибирующая активность в отношении сопут-
ствующей микрофлоры (24 и 48 часов) . Впервые введе-
ны разделы контроля качества среды для определения 
токсигенности и сред для определения биохимических 
свойств (каждого используемого теста) . В разделе при-
водятся номера используемых для этих целей контроль-
ных штаммов, условия получения и интерпретация по-
ложительных результатов, а также возможные причины 
получения отрицательного результата .

Впервые в систему лабораторной диагностики диф-
терийной инфекции введена ПЦР-диагностика (раздел 
X) . В документе впервые представлены правила, усло-
вия взятия и транспортирования биологического мате-
риала, порядок проведения пробоподготовки и ПЦР-
исследования . Также сформулированы варианты выда-
чи заключений по результатам исследования . Обращено 
внимание специалистов на необходимость соблюдения 
требований по организации ПЦР-лаборатории, прави-
лам работы персонала с оборудованием и реактивами 
и требования, указанные в инструкции и методических 
рекомендациях производителей конкретного набора 
реагентов для предотвращения появления недостовер-
ных, в т . ч . ложноположительных, ПЦР-результатов . 
Определён порядок проведения внутрилабораторного 
контроля качества ПЦР-исследования, что является не-
обходимой составляющей осуществления таких иссле-
дований с целью предупреждения загрязнения лабора-
тории продуктами амплификации .

При диагностике дифтерийной инфекции сероло-
гические методы по-прежнему остаются как дополни-
тельные методы для оценки напряжённости иммуните-
та . В качестве серологических методов предлагаются 
- реакция пассивной гемагглютинации (РПГА), также 
как и в предыдущем документе [8], и в впервые реко-
мендуется использование иммуноферментного анали-
за (ИФА) (раздел XI) . В данном разделе расширены 
условия взятия и транспортирования биологического 
материала . Уточнено, что обследование пациента про-
водится в динамике и первый забор крови осуществля-
ется не позднее 5 дней от начала заболевания и строго 
до начала введения противодифтерийной сыворотки; 
повторно кровь берут не ранее, чем через 14 дней от 

первого забора . Представлены принципы постановки 
ИФА и РПГА для выявления специфических противо-
дифтерийных антитоксических антител класса IgG, 
интерпретация полученных результатов, а также опре-
делён порядок осуществления внутрилабораторного 
контроля качества серологических исследований .

Заключение. Впервые в методических указаниях 
4 .2 .3852-23 «Лабораторная диагностика дифтерийной 
инфекции» введён новый алгоритм проведения лабо-
раторной диагностики дифтерийной инфекции, вклю-
чающий проведение бактериологического, серологи-
ческого и ПЦР-исследований с учётом обследования 
с диагностической, профилактической целями и по 
эпидпоказаниям .
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