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4.2. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Выявление антигена бактерий Legionella pneumophila 
серогруппы 1 в клиническом материале 

иммунохроматографическим методом

_____________ Методические рекомендации_______________

1. Область применения
1.1. Настоящие методические рекомендации предлагают методику 

проведения лабораторной диагностики легионеллеза на основе выявле­
ния антигена легионелл иммунохроматографическим методом.

1.2. Методические рекомендации предназначены для применения в 
лабораториях учреждений Федеральной службы по надзору в сфере за­
щиты прав потребителей и благополучия человека Российской Федера­
ции, в лабораториях других организаций, осуществляющих лаборатор­
ную диагностику заболеваний верхних и нижних дыхательных путей.

1.3. Предлагаемый метод выявления бактерий Legionella pneumo­
phila серогруппы 1 в клиническом материале согласуется с международ­
ными стандартами ВОЗ и Европейской рабочей группы по легионеллезу.

2. Термины и сокращения
ВОЗ -  Всемирная организация здравоохранения.
ПЦР -  полимеразная цепная реакция.
Нозокомиальный легионеллез -  инфекционное заболевание легио- 

неллезной этиологии, возникшее в период пребывания в лечебно­
профилактической организации (ЛПО) или в течение 10-ти дней после 
выписки из него, а также связанное с процедурами, проводимыми в 
ЛПО любого типа.
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Спорадический легионеллез -  случаи легионеллеза, не связанные с 
пребыванием или получением процедур в лечебно-профилактической 
организации, а также с поездками и путешествиями.

3. Общие положения
По данным официальной статистики, среди населения Российской 

Федерации ежегодно регистрируется до 20 случаев легионеллезной ин­
фекции. Однако современные исследования показывают, что удельный 
вес этой нозологической формы в общей структуре внебольничных 
пневмоний занимает порядка 6— 14 %. Время диктует необходимость 
более подробного изучения эпидемического процесса заболевания, ко­
торое уже приобрело определенное социальное значение, поражая лю­
дей во время путешествий, общественных мероприятий, дома и на работе.

В клинической картине заболевания отсутствуют патогномоничные 
симптомы. Подозрение на легионеллезную этиологию инфекции возни­
кает в случаях тяжелого течения внебольничной пневмонии при нали­
чии следующих факторов риска: теплое время года, возраст старше 
40 лет, мужской пол, путешествие (отдых с выездом, командировка) 
внутри страны или за рубеж, совпадающее со сроком инкубационного 
периода (от 2 до 10 дней до начала заболевания), работа в туристических 
или гостиничных комплексах, занятость на строительных или земляных 
работах, наличие вредных привычек (курение, алкоголь, наркомания), 
наличие сопутствующих заболеваний, в первую очередь: диабет, сер­
дечно-сосудистые заболевания, заболевания, сопровождаемые курсом 
гормональной или (и) интенсивной иммуносупрессивной терапии.

Легионеллез является серьезной инфекцией, часто приводящей к 
инвалидизации. Летальность в случаях позднего и неадекватного лече­
ния может достигать 20 %. Поэтому своевременная диагностика патоло­
гии приобретает особое значение, как для выбора соответствующей те­
рапии и прогноза течения заболевания, так и для определения причинно- 
следственной связи формирования эпидемических очагов, организации 
адекватных санитарно-противоэпидемических (профилактических) ме­
роприятий.

4. Сущность метода
Метод выявления антигена легионелл в клиническом материале яв­

ляется иммунохроматографическим тестом для быстрого и достоверного 
подтверждения диагноза легионеллезной инфекции, вызванной 1е- 
gionella pneumophila серогруппы 1. Растворимый антиген выявляется в
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моче больных начиная с третьего для болезни и может быть обнаружен 
в течение нескольких последующих месяцев (до 1 года).

Метод основан на взаимодействии кроличьих антител к Legionella 
pneumophila серогруппы 1, нанесенных на нитроцеллюлозную мембрану 
с растворимым антигеном возбудителя, выявляемым в достаточно высо­
кой концентрации во время заболевания в моче больного. Кроличьи ан­
титела связаны с красителем, обеспечивающим визуализацию реакции в 
течении 15— 30 мин после нанесения образцов мочи на нитроцеллюлоз­
ную мембрану.

Метод входит в международный стандарт (стандарт ВОЗ) диагно­
стики легионеллеза и является базовым. В настоящее время в более 90 % 
случаев окончательный диагноз внебольничной легионеллезной инфек­
ции в мире устанавливается данным методом. Положительные результа­
ты могут быть дополнены с помощью бактериологического или сероло­
гических методов.

Указанный тест используется только для исследования образцов 
мочи. Для других образцов (сыворотка крови, другие биологические 
жидкости), которые могут содержать антиген легионелл, метод не явля­
ется достоверным. Метод в данной модификации также не может быть 
использован для исследования образцов окружающей среды.

5. Техническое оснащение
Техническое оснащение для диагностики легионеллеза иммуно­

хром атографическим методом включает:
1) набор реагентов (стандартные, зарегистрированные в установ­

ленном порядке в Российской Федерации):
• тест-кассеты, содержащие мембрану с нанесенными иммобилизо­

ванными в виде отдельных полосок кроличьими антителами к антигену 
Legionella pneumophila серогруппы 1 и козьими антителами против IgG 
кролика в комбинации с конъюгатом, содержащим кроличьи антитела к 
антигену Legionella pneumophila серогруппы 1, конъюгированные с ок­
рашенными частицами;

• реагент А -  на основе цитратно-фосфатного буфера с Твином-20 
и азидом натрия;

• тампоны на палочке для отбора образца мочи пациента;
•  положительный контрольный тампон, содержащий термоинакти­

вированные L. pneumophila, высушенные на тампоне;
• отрицательный контрольный тампон, не содержащий L. pneumo­

phila;
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2) часы или таймер;
3) стандартный пластиковый контейнер для забора образцов мочи.

6. Отбор, хранение и транспортирование материала 
для исследования

Образцы мочи для исследования помещают в стандартные пласти­
ковые контейнеры и хранят при комнатной температуре (15— 30 °С) не 
более 24 ч после забора перед постановкой реакции. В случае необходи­
мости образцы могут храниться при температуре 2— 8 °С до 14 дней или 
при -2 0  °С в течение длительного времени для первичного или повтор­
ного исследования. В качестве консерванта может быть использована 
борная кислота.

Образцы мочи можно пересылать в герметично упакованных кон­
тейнерах при температуре 2— 8 °С или замороженными. Перед поста­
новкой реакции с использованием быстрых тестов для выявления анти­
гена легионелл в моче охлажденные или замороженные образцы мочи 
оставляют в лаборатории до достижения комнатной температуры.

7. Проведение исследования
Для проведения теста тампон на палочке погружают в образец ис­

следуемой мочи, вынимают и помещают в тест-устройство. Затем до­
бавляют реагент А из прилагающейся пластиковой капельницы. Устрой­
ство закрывают, с тем чтобы привести исследуемый образец в контакт с 
тест-полоской.

Результаты учитываются спустя 15 мин и интерпретируются по на­
личию или отсутствию визуально различимых окрашенных линий от 
розового до пурпурного цвета.

Положительный результат включает выявление двух окрашенных 
линий в зоне чтения как результата тестирования пациента, так и кон­
трольной линии, в то время как отрицательный результат дает только 
одну окрашенную контрольную линию. Отсутствие окрашенной кон­
трольной линии вне зависимости от наличия или отсутствия окрашен­
ной линии в зоне чтения результата пациента свидетельствует о недей­
ствительности теста.
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Контроль качества постановки реакции

Положительный контроль.
Появление окрашенной линии от розового до пурпурного цвета в 

зоне контрольной линии может рассматриваться в качестве внутреннего 
контроля надлежащей постановки (проведения) теста. В случае наличия 
капиллярного потока эта линия всегда проявляется на полоске.

Отрицательный контроль.
Исчезновение фоновой окраски конъюгата в зоне чтения результата 

анализа пациента предоставляет возможность осуществления отрица­
тельного контроля процедуры постановки теста. Цвет фона в зоне чте­
ния результата теста должен стать от слабо розового до белого в течение 
15 мин после постановки и не должен мешать чтению результата теста.

Интерпретация результатов Отрицательный результат

Негативный (отрицательный) образец 
дает одну окрашенную линию от розового 
до пурпурного цвета. Эта контрольная ок­
рашенная линия расположена в верхней по­
ловине окна чтения результатов, указывая Образец 
на предположительно отрицательный ре­
зультат. Наличие этой контрольной линии 
свидетельствует о том, что процедура по­
становки теста прошла корректно (правиль­
но), но антиген L . pneumophila серогруппы 1 
не был обнаружен.

Положительный образец дает две ок­
рашенные линии от розового до пурпурного 
цвета. Это значит, что антиген был выявлен. 
Исследуемые образцы с низкими уровнями 
антигена могут давать слабо окрашенную 
линию в области чтения результата образца. 
Любая видимая линия в этой зоне свидетель­
ствует о положительном результате теста.

Положительный результат 
Контроль

Образец
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Недействительный результат
В случае отсутствия

ВИДИМЫХ ЛИНИЙ ИЛИ П ри Контроль
наличии одной видимой 
линии в зоне чтения ре­
зультата образца резуль- 
тат теста считается недей­
ствительным. Недействи­
тельный тест должен быть 
повторен.

Контроль

Образец

Нет или Линия только
линий в зоне чтения

результата
образца

8. Обработка результатов
Рекомендуемое заключение по результату.
Положительный результат на наличие антигена L. pneumophila се- 

рогруппы 1 в моче позволяет сделать вывод о наличии текущей или не­
давно перенесенной инфекции, вызванной данным возбудителем.

Отрицательный результат на наличие антигена L. pneumophila серо- 
группы 1 в моче позволяет сделать вывод об отсутствии недавней или 
текущей инфекции, вызванной L. pneumophila серогруппы 1.

Отрицательный результат теста не исключает возможность инфек­
ции, вызванной другими серогруппами L. pneumophila или другими ви­
дами Legionella species. Хотя практически все крупные эпидемические 
вспышки внебольничных пневмоний легионеллезной этиологии и около 
90 % спорадических случаев легионеллеза вызваны Legionella pneumo­
phila серогруппы 1, при отрицательных результатах теста следует при­
менить бактериологический метод или ПЦР для исследования отделяе­
мого респираторного тракта, бронхоскопии или биопсии больных. При 
нозокомиальном (внутрибольничном) легионеллезе вероятность этиоло­
гической роли других серогрупп Legionella pneumophila и других видов 
Legionella species повышается.

9. Требования безопасности
Исследования клинического материала на наличие антигена 

Legionella pneumophila серогруппы 1 иммунохроматографическим мето­
дом проводят в соответствии с СП 1.3.2322— 08 «Безопасность работы с 
микроорганизмами Ш —IV групп патогенности и возбудителями парази­
тарных болезней».
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