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Резюме. Основой объективизации диагноза аутоиммунных ревматических заболеваний (АРЗ) яв-
ляется определение аутоантител. Аутоантитела являются важными биомаркерами, выявление кото-
рых позволяет проводить раннюю диагностику и дифференциальную диагностику АРЗ.

Для серологической диагностики АРЗ применяется традиционный поэтапный подход, использу-
ющий для скрининга высокочувствительные тесты, при положительном результате которых приме-
няются высокоспецифические подтверждающие тесты. 

В связи с разнообразием тестов для выявления аутоантител, а также различных методических под-
ходов для скрининга и подтверждения серологических реакций, результаты клинико-диагностиче-
ских лабораторий могут отличаться между собой. Новейшие технические разработки в области циф-
ровой иммунофлюоресценции дают возможность лучше согласовывать методы и обеспечивать более 
высокую сопоставимость данных от разных лабораторий. Кроме того, появляется возможность ком-
бинации скрининговых и подтверждающих тестов в одной реактивной среде для эффективного муль-
типараметрического выявления аутоантител.

Ключевые слова: аутоантитела, ревматические заболевания, стандартизация, лабораторная диагностика
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Abstract. Autoantibodies are well-established biomarkers of autoimmune rheumatic diseases. Their 
detection in the routine clinical laboratory provides key information for early and differential diagnosis, 
prognosis, and monitoring of disease-activity. However, the currently existing variety of laboratory tests and 
methods as well as different diagnostic and clinical algorithms of autoimmune testing is the reason for lack 
of reproducibility and harmonization across immunological laboratories. Novel technical developments in 
the area of digital analysis of immunofluorescent images paved the way for the improvement of intra- and 
interlaboratory standardizationof test results. Additionally, digital immunofluorescence analysis enables the 
simultaneous multiparametric combination of cell- or tissue-based indirect immunofluorescence screening 
tests with confirmatory testing employing microparticles covered with purified autoantigens in one reaction 
environment. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 3, pp 221-226)
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Аутоиммунные заболевания (АИЗ) представ-
ляют собой третью ведущую причину хрониче-
ских заболеваний в развитых странах после сер-
дечно-сосудистых и онкологических состояний 
[13]. 

В развитии АИЗ большое значение играют 
как клеточные, так и гуморальные механизмы 
иммунной системы. В основе патогенеза боль-
шинства АИЗ, вероятно, лежат клеточные ауто-
иммунные реакции. Однако их оценка, а именно 
подсчет аутореактивных Т-клеток, на сегодняш-
ний день возможна только в условиях экспери-
мента и самостоятельного клинического зна-
чения не имеет. В то же время определение 
аутоантител широко используется для ранней 
и дифференциальной диагностики АИЗ, а в от-
дельных случаях может применяться для прогно-
зирования течения и мониторинга эффективно-
сти терапии [8]. 

Лабораторное исследование является одним 
из основных методов объективизации многих 
АИЗ, прежде всего аутоиммунных ревматических 
заболеваний (АРЗ), которые характеризуются 
многообразием клинических проявлений [5, 13, 
28]. При ранней диагностике АРЗ ведущее значе-
ние имеет вдумчивое клиническое обследование 
пациента, которое позволяет исключить другие 
причины симптоматики и заподозрить диагноз 
АИЗ. 

При клиническом подозрении на системную 
красную волчанку (СКВ), синдром Шегрена, 
склеродермию, смешанное заболевание соеди-
нительной ткани, аутоиммунный гепатит, юве-
нильный хронический артрит и ряд других АРЗ, 
рекомендуется определение антинуклеарных 
антител (АНА) [2, 20, 30]. Высокая диагностиче-
ская ценность их выявления позволяет включить 
выявление АНА в классификационные критерии 
СКВ и аутоиммунного гепатита [10]. Диагности-
ка ревматоидного артрита основана на исследо-
вании антител против циклических цитрулли-
новых полипептидов и ревматоидного фактора 
(РФ). Повторные венозные или артериальные 
тромбозы, а также осложнения беременности 
обусловлены появлением антифосфолипидных 
антител (АФА). При системных васкулитах ос-
новным лабораторным маркером являются анти-
нейтрофильные цитоплазматическимие антитела 
(АНЦА) [18, 23, 26]. Выявление АНЦА при по-
дозрении на быстропрогрессирующий гломеру-
лонефрит является единственным экстренным 
тестом в диагностике АРЗ [4, 27]. Содержание 
большинства аутоантител максимально в дебюте 

или рецидиве АИЗ на фоне высокой клиниче-
ской активности.

Таким образом, при подозрении на АРЗ, па-
раллельно с общелабораторными тестами, на-
пример, маркерами воспаления, должно выпол-
няться выявление аутоантител [8, 13]. Для ранней 
серологической диагностики АРЗ рекомендуется 
использовать высокочувствительные скринин-
говые тесты для выявления аутоантител, выбор 
которых зависит от предполагаемого диагноза [1, 
19, 24]. Выявление аутоантител на раннем этапе 
обследования исключает или подтверждает кли-
нический диагноз АРЗ. Кроме того, обнаружение 
аутоантител к известным аутоантигенам позво-
ляет уточнить течение и прогноз заболеваний, 
определить вероятные осложнения, сформули-
ровать тактику терапии. В то же время актуальной 
проблемой является выбор лабораторного теста 
для выявления аутоантител, который затруднен 
разнообразием лабораторных методов, сложно-
стью их сопоставления между собой, недостат-
ками стандартизации выявления аутоантител, 
а также использованием методов с субъективной 
оценкой [3, 29]. 

Ряд особенностей отличает тесты для выяв-
ления аутоантител от других лабораторных по-
казателей. Аутоантитела представлены имму-
ноглобулинами различных классов с разными 
физико-химическими свойствами, кроме того, 
существует значительное разнообразие мишеней 
аутоантител даже при одном АИЗ. Определение 
клинической специфичности выявления аутоан-
тител нередко дает неоднозначные результаты, 
поскольку аутоантитела отмечаются до развития 
клинической симптоматики заболевания, а так-
же указывают на предрасположенность к разви-
тию АИЗ, а в ряде случаев их синтез может про-
воцироваться внешними факторами, например, 
инфекциями. 

При большинстве АИЗ высокая информатив-
ность выявления аутоантител не вызывает сомне-
ний, однако существует ряд нерешенных вопро-
сов в области их клинического использования. 
Несмотря на многолетний опыт диагностическо-
го выявления аутоантител при АРЗ, согласовать 
и стандартизировать методы их обнаружения, 
а также разработать необходимую автоматиза-
цию для обеспечения удовлетворительной вос-
производимости методов удалось лишь недавно 
[14].

На сегодняшний день в аутоиммунной диа-
гностике широко используются два основных 
подхода к лабораторному тестированию: непря-
мая реакция иммунофлюоресценции (НРИФ) 
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на клетках или срезах тканей и твердофазные 
иммунометрические методы, к которым отно-
сятся иммуноферментный, радиоиммунный, 
хемилюминесцентный и флюоресцентный ана-
лиз, а также лайн/дотблоттинг и различные ва-
рианты анализа на иммунореактивых микроча-
стицах, которые позволяют поводить селективое 
тестирование с отдельными аутоантигенами [11]. 
Хотя твердофазный иммунометрический метод 
легче поддается автоматизации, использование 
его результатов для скрининговых исследований 
ограничено. Это связано с тем, что метод НРИФ 
с фиксированными клетками позволяет прово-
дить выявление АНА на «биологическом муль-
типараметрическом чипе», который позволяет 
выявить намного больше потенциальных аутоан-
тигенов, чем все доступные тесты с очищенными 
или рекомбинантными одиночными антигена-
ми [14, 25]. Поэтому в соответствии с междуна-
родными рекомендациями для первоначально-
го скрининга АНА следует применять НРИФ, 
в случае тестирования с помощью других методов 
клиническая лаборатория обязана предоставить 
информацию о том, использованием каких оди-
ночных аутоантигенов ограничивался скрининг. 
Новым перспективным направлением является 
объединение НРИФ и иммунометрических мето-
дов для совмещения скринингового и подтверж-
дающего теста в одном реакционном поле (рис. 1, 
см. 3-ю обложку). 

Если для определения АФА, РФ и анти-CCP 
в основном используются иммунометрические 
методы, то для выявления ряда семейств аутоан-
тител, таких как АНА и АНЦА, основным мето-
дом скрининга является НРИФ. За счет выявле-
ния масимального спектра аутоантител, НРИФ 
является «золотым стандартом» выявления АНА 
при подозрении на АРЗ в соответствии с реко-
мендациями экспертов Европейской Лиги про-
тив Ревматизма (EULAR) и Американского Кол-
леджа Ревматологов (ACR) [6, 19]. 

Несмотря на сравнительную простоту, быстро-
ту и дешевизну, основным недостатком метода 
НРИФ является его субъективность, поскольку 
до недавнего времени результат теста оценивался 
врачом клинической лабораторной диагности-
ки. Это затрудняло сопоставление результатов 
различных лабораторий, интерпретацию титров 
и типов свечения НРИФ. В то же время инстру-
ментальное количественное измерение содержа-
ния аутоантител может быть чрезвычайно важ-
ным для оценки динамики заболевания на фоне 
проводимой терапии. 

Поскольку НРИФ является обязательным 
методом скрининга, предпринимаются попытки 

стандартизации этого исследования с помощью 
автоматизации микроскопии и использования 
компьютерных программ распознавания изо-
бражений. За последние годы удалось разрабо-
тать объективную и частично автоматизирован-
ную систему для учета результатов выявления 
аутоантител с помощью НРИФ [25]. Переход 
на инструментальную оценку результатов НРИФ 
может рассматриваться как компонент меро-
приятий по обеспечению качества в рамках 
международных требований по аккредитации  
(ISO/EN/ГОСТ Р ИСО 15189). Соответствующие 
помещения, аналитическое оборудование, ква-
лифицированный персонал с регулярным спе-
циализированным повышением квалификации, 
внутренние и внешние мероприятия по обеспе-
чению качества – вот лишь некоторые централь-
ные пункты из списка требований к оптимальной 
аутоиммунной диагностике. 

Основными предпосылками для стандарти-
зации НРИФ были методы полуавтоматического 
анализа иммунофлюоресцентных изображений, 
которые легли в основу ряда коммерчески до-
ступных аналитических систем интерпретации 
результатов НРИФ [25]. Важной особенностью 
таких систем является то, что, хотя оценка сигна-
ла проводится на уровнях флюоресценции, не-
достаточных для субъективной оценки лабора-
торного специалиста, полученные изображения 
позволяют избежать информационных потерь 
и обеспечить наилучший динамический анализ 
сигнала (рис. 2, см. 3-ю обложку) [15]. С помо-
щью систем анализа изображений можно авто-
матически определять и классифицировать раз-
личные типы АНА, АНЦА и выявлять антитела 
к дсДНК [7, 16, 25, 30]. Цифровая оценка уров-
ня иммунофлюоресценции, за счет калибровки 
с помощью тестовых микрочастиц, позволяет 
стандартизовать метод НРИФ (рис. 3, см. 3-ю 
обложку) [21, 22]. Новые разработки в области 
автоматического анализа иммунофлюоресцент-
ных изображений позволяют достичь недо-
стижимых прежде аналитических параметров 
НРИФ, обеспечив его сопоставление с другими 
аналитическими методами, в том числе твердо-
фазным иммунометрическим анализом. Важно 
подчернуть, что предлагаемые программно-ап-
паратные решения обеспечивают достаточную 
степень стандартизации только при соблюде-
нии точного протокола, включающего правиль-
ность разведения сыворотки и применяемых 
иммунофлюо рецентных антисывороток, высо-
кого качества используемых в НРИФ биологи-
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ческих субстратов, а также времени и условий 

инкубации реактивов.

В настоящее время полуавтоматические си-

стемы анализа иммунофлюоресцентных изобра-

жений находятся на начальном этапе внедрения 

в стандартную диагностическую практику. Хотя 

использование программно-аппаратных ком-

плексов еще сравнительно дорого и, кроме того, 

требует от лабораторного персонала их детально-

го освоения, их использование ведет к быстрому 

развитию диагностики АРЗ за счет получения 

точных стандартизованных результатов, качество 

которых может конкурировать с качеством экс-
пертных лабораторий [9, 12, 17]. 

Обобщая сказанное, следует констатировать, 
что лабораторная аутоиммунная диагностика 
из чисто научного метода исследования превра-
щается в самостоятельный раздел клинической 
лабораторной диагностики. Существующий уро-
вень знаний и новейшие технические разработ-
ки, прежде всего в области цифрового анализа 
иммунофлюоресцентных изображений, позво-
ляют обеспечить необходимую стандартизацию 
и гармонизацию результатов выявления аутоан-
тител. 
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