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1. Занятие № 9.
Тема: «Серологический метод диагностики. Реакция агглютинации. Реакция преципитации. Реакции с участием меченых антител: иммуноферментный анализ (ИФА), реакция иммунофлюоресценции (РИФ)». 

2. Форма организации занятия: практическое занятие. 

3. Значение изучения темы. 
Реакции иммунитета применяются для диагностики инфекционных и аллергических заболеваний, трансплантационного иммунитета, анализа антигенной структуры микроорганизмов. Реакции иммунитета дают возможность судить о динамике защитных свойств организма в процессе инфекционных заболеваний, степени напряженности иммунитета после него и вакцинации. В основе механизма этих реакций лежит принцип тесной физико-химической связи между антигенами и антителами и специфичность их взаимодействия.
Современные сложные серологические реакции отличаются высокой чувствительностью, специфичностью, воспроизводимостью и используются в диагностике большинства инфекционных заболеваний. Реакции, протекающие с участием меченых антигенов или антител, основаны на выявлении иммунного комплекса антиген - антитело по метке одного из участников реакций. Результат выявляется визуально или с помощью специальных высокочувствительных приборов, позволяющих количественно выявить меченый субстрат и, следовательно, искомый антиген или антитело. В качестве метки используют флюоресцирующий в ультрафиолетовом свете краситель либо фермент, выявляемый по изменению окраски соответствующего субстрата (иммуноферментный анализ - ИФА), либо изотоп, выявляемый радиометрией (радиоиммунный анализ - РИА).
4. Цель обучения:
знать: 
· сущность иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов;

· понятие иммунитет, его виды;

· антигены, их свойства; антигены микробной клетки;

· антитела, их свойства;

· сущность серологических реакций, их виды и практическое  использование.
· реакцию связывания комплемента, особенности постановки, практическое использование;

· сущность РИФ, разновидности, методику постановки, практическое использование;

· сущность ИФА, методику постановки, практическое использование. 
уметь: 

· соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность;

· обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты;

· поставить, учесть и оценить результаты РА на стекле, РА в  развернутом ряду; 

· учесть и оценить результаты РНГА.;

· поставить, учесть и оценить реакцию кольцепреципитации по Асколи; 

· учесть и оценить результаты РП в геле.
· учесть и оценить результаты РИФ;

· учесть и оценить результаты ИФА.
владеть: 

· навыками интерпретации результатов иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний; 

· навыками по учету и оценке результатов реакций иммунитета: РА, РП.
· навыками по учету, оценке и интерпретации результатов реакций иммунитета: РИФ, ИФА. 
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний: 
- собеседование по контрольным вопросам:

1. Понятие серологической реакции, и ее практическое использование.

2. Реакция агглютинации и методы ее постановки.

3. Реакция преципитации, ее виды и практическое применение.

4. Получение агглютинирующих и преципитирующих сывороток и их применение.

5. Получение диагностикумов и их применение.
6. Цели использования РИФ (прямая и непрямая), ИФА.
7. Критерии учета результатов РИФ, ИФА.
8. Критерии достоверности результатов РИФ, ИФА.
9. Достоинства РИФ, ИФА.
10. Практическое использование РИФ, ИФА.
Тесты.
1. АКТИВНЫЙ, ЕСТЕСТВЕННО ПРИОБРЕТЕННЫЙ ИММУНИТЕТ
1) постинфекционный

2) поствакцинальный

3) плацентарный

4) постсывороточный

5) неспецифический 

2. АНТИТЕЛА ПО БИОХИМИЧЕСКОМУ СОСТАВУ
1) гликопротеиды

2) липополисахариды

3) нуклеопротеиды

4) липиды

5) нуклеиновые кислоты
3. РЕАКЦИЯ АГГЛЮТИНАЦИИ – ЭТО РЕАКЦИЯ
1) осаждения растворимого антигена

2) осаждения корпускулярного антигена

3) связывания комплемента

4) иммунного гемолиза

5) иммунного прилипания

4. СЕРОЛОГИЧЕСКАЯ РЕАКЦИЯ – ЭТО РЕАКЦИЯ МЕЖДУ

1) моноклональными антителами

2) поликлональными антителами

3) полноценными антигенами

4) антителами и антигенами

5) неполными антителами

5. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ОТ ОБСЛЕДУЕМОГО ДЛЯ ПОСТАНОВКИ РА С ЦЕЛЬЮ СЕРОДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЯ

1) сыворотка обследуемого 

2) диагностикум

3) культура, выделенная от обследуемого

4) агглютинирующая сыворотка

5) физиологический раствор

6. ДЛЯ ПОСТАНОВКИ РА С ЦЕЛЬЮ СЕРОИДЕНТИФИКАЦИИ ИСПОЛЬЗУЮТ

1) культуру, выделенную от обследуемого

2) парные сыворотки обследуемого

3) диагностикум

4) преципитирующую сыворотку

5) физиологический раствор

7. КРИТЕРИИ УЧЕТА РА

1) частичный гемолиз

2) агглютинация с интенсивностью ++++, +++, ++

3) феномен спонтанной агглютинации

4) осадок эритроцитов

5) полный гемолиз эритроцитов

8. КРИТЕРИЙ ДОСТОВЕРНОСТИ РА

1) отсутствие спонтанной агглютинации в контролях антигена и антител

2) помутнение в контроле сыворотки

3) спонтанная агглютинация в контроле сыворотки

4) спонтанная агглютинация в контроле антигена

5) феномен агглютинации в опыте

9. АНТИГЕНЫ РЕАКЦИИ ПРЕЦИПИТАЦИИ

1) корпускулярные

2) неполные (блокирующие)

3) только полноценные

4) только гаптены 

5) полноценные и гаптены

10. ПАРНЫЕ СЫВОРОТКИ

1) сыворотки однояйцевых близнецов

2) сыворотки разнояйцевых близнецов

3) сыворотки, взятые из разных вен

4) сыворотки двух обследуемых при диагностике одного заболевания

5) сыворотки одного обследуемого, взятые в динамике заболевания

11. КРИТЕРИЙ ОЦЕНКИ СЕРОЛОГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ С ПАРНЫМИ СЫВОРОТКАМИ БОЛЬНОГО 

1) норма контролей

2) авидность антител

3) время забора сыворотки

4) диагностический титр

5) нарастание титра антител 

12. ПРЕЦИПИТИРУЮЩИЕ СЫВОРОТКИ

1) используют в РА

2) содержат специфические антигены 

3) используют для сероидентификации микроорганизмов

4) используют для серодиагностики инфекционных заболеваний

5) лечебно-профилактические

13. ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИГЕННОСТИ ДИФТЕРИЙНЫХ КУЛЬТУР ИСПОЛЬЗУЮТ РП

1) кольцепреципитации

2) в геле

3) на стекле

4) развернутую

5) непрямую

14. ПАРНЫЕ СЫВОРОТКИ:

1) сыворотки однояйцовых близнецов

2) сыворотки разнояйцовых близнецов

3) сыворотки, взятые из разных вен

4) сыворотки двух обследуемых при диагностике одного заболевания
5) сыворотки одного обследуемого, взятые в динамике заболевания
15. ФЕРМЕНТ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ
1) РА

2) РП

3) РСК
4) ИФА
5) РИФ

5.2. Основные понятия и положения темы. 
Становление иммунологических методов распознавания заболеваний пришлось на конец 19 начало 20 веков. Поскольку взаимодействия иммунной системы и Аг изучали с применением АТ сыворотки крови, эти методы получили название серологические (от лат. Serum, сыворотка, + logos, учение) реакции. Основная идея этих методов - установить феномен ответа организма на чужеродный Аг. Выявление антител к инфекционному агенту дает возможность не только выявить выраженную текущую информацию, но и установить факт первичного инфицирования. 
Серологические реакции активно применяют при проведении полного объема диагностических исследований. Увеличение титров АТ – зачастую единственный дифференциально – диагностический признак, указывающий на инфекционное заболевание. Выявление антител особенно актуально при неудачных попытках выделить возбудителя инфекции. Однако классические реакции выявление микробных антигенов и антител к ним в значительной степени потеряли свое значение в экспресс-диагностике бактериальных инфекций. С одной стороны, такие реакции чувствительны к значительным титрам антител, появляющимся к концу первой недели болезни, что не позволяет поставить диагноз на начальных этапах развития патологического процесса. С другой стороны – при выявлении микробных антигенов в серологических реакциях с помощью коммерческих антител необходимо адекватное количество антигена, избыток или недостаток антигена блокирует достаточное для «прочтения» реакции образованных иммунных комплексов. Проявление этого – «зоны задержки» (феномен прозоны) – отсутствие агглютинации или преципитации при малых или больших разведениях сыворотки крови. 
Тем не менее серологические реакции остаются важным инструментом диагностики заболеваний и идентификации возбудителей. Современный арсенал методов лабораторного распознавания возбудителей составляют десятки иммунодиагностических тестов. Их объединяет общее свойство – все тесты сравнительно редко дают ложноположительные или ложноотрицательные результаты. Все серологические реакции делятся на простые и сложные.

Простые реакции. Простые реакции обычно включают два компонента – Аг и АТ. К ним относят РА, РП в жидкостях и гелях, РПГА.

Реакция агглютинации. Реакция агглютинации (РА) позволяет выявить корпускулярные Аг, точнее Аг, локализованные на поверхности сравнительно крупных частиц (микроорганизмы). Механизм РА описывает «теория решетки», согласно которой двухвалентное антитело взаимодействует одним активным центром с детерминантой одной молекулы Аг, а другим - с детерминантой другой молекулы Аг. В результате подобного взаимодействия образуется агглютинат. Его формирование невозможно при недостатке или избытке АТ. В РА также можно определить и содержание АТ с сыворотке крови больных, например, брюшным тифом (реакция Видаля).

Развернутая РА. Для определения АТ в сыворотке крови больного ставят развернутую РА.

Постановка, учет и оценка результатов развернутой реакции агглютинации (РА).

Постановка: ее проводят по схеме, представленной в таблице 1.

Учет: инкубация PA осуществляется при 37° С в течении 2 ч, затем при комнатной t° 18-20 ч.

Реакцию учитывают невооруженным глазом до встряхивания пробирок, а затем при их легком встряхивании пальцем правой руки. В сомнительных случаях используют агглютиноскоп или лупу. Опытные пробирки сравниваются с контролями:

КА - равномерное помутнение, исключается спонтанная агглютинация антигена. КС — содержимое прозрачное, отсутствие спонтанной агглютинации антител. При таких контролях результаты РА, положительные или отрицательные, будут достоверными.

Интенсивность реакции выражается плюсами:

++++ - реакция резко положительная; весь агглютинат на дне пробирки в виде зонтика, жидкость над ним прозрачная;

+++ - реакция положительная; осадок выражен, надосадочная жидкость слегка мутная;

++ - частичная агглютинация с небольшим осадком, надосадочная жидкость мутная;

+ - сомнительная агглютинация, жидкость мутная.

При отрицательной реакции — агглютинации нет, взвесь остается равномерно мутной и по виду неотличима от содержимого пробирки с контролем антигена. Титром РА считают максимальное разведение сыворотки с интенсивностью реакции не менее, чем ++.

Оценка результатов: для подтверждения или опровержения диагноза заболевания, полученный титр РА сопоставляют с диагностическим титром. Например: диагностический титр РА при брюшном тифе равен 1:100 у непривитых детей, 1:200 у непривитых взрослых.

Ориентировочная РА. Для идентификации выделенных микроорганизмов ставят ориентировочную РА.

Постановка, учет и оценка результатов реакции агглютинации (РА) на стекле.

Постановка: на обезжиренное стекло нанесите каплю диагностической сыворотки и каплю физ. раствора для контроля. В каждую каплю внесите петлей суточную культуру микроорганизмов и тщательно перемешайте, чтобы капли были равномерно мутными.

Учет: реакция учитывается в течение 5 мин. невооруженным глазом или с помощью лупы.

Контроль антигена - КА — равномерное помутнение (исключается спонтанная агглютинация).

Опыт - РА - положительная: появление хлопьев, хорошо видимых при покачивании предметного стекла.

Опыт — РА - отрицательная: жидкость остается равномерно мутной.

Оценка результатов: отсутствие спонтанной агглютинации в КА в случае положительной реакции светельствует о соответствии антигенов исследуемой культуры антителам агглютинирующей сыворотки и принадлежности культуры к соответствующему роду, виду, серогруппе или серовару.

Пассивные реакции агглютинации. Эти реакции называются непрямыми (пассивными), так как при их проведении используют Аг (или АТ), искусственно сорбированные на поверхности различных корпускулярных частиц.

Реакция непрямой, или пассивной гемагглютинации (РНГА, РПГА) – одна из наиболее чувствительных серологических реакций. Основана на способности АТ взаимодействовать с Аг, фиксированными на различных эритроцитах, которые при этом агглютинируют.

Учет и оценка результатов непрямой гемагглютинации (РНГА или РПГА).

Постановка: эритроциты, предварительно нагруженные (сенсибилизированные) антигеном или антителами – эритроцитарные диагностикумы вносят в лунки плексиглазовой панели, в которых приготовлены разведения сыворотки обследуемого или экстракты антигена.

Учет: результаты учитывают после часовой инкубации до 37° С. При отрицательном результате РНГА – эритроциты оседают в виде плотного диска; при положительном – оседают в виде зонтика с интенсивностью не меньше ++.

Достоверность результатов подтверждается контролями ингредиентов:

КЭ – контроль несенсибилизированных эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации;

КА – контроль сенсибилизированных эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации;

КС – контроль сыворотки обследуемого с добавлением несенсибизированных эритроцитов на отсутствие в ней неспецифических факторов агглютинации.

Оценка результатов: сопоставляют титр РНГА с диагностическим титром. Например, в РНГА с сальмонеллезным Vi-диагностикумом он равен 1:40. (См. таблицу 2).

Реакция преципитации. Реакции преципитации (РП) предложены Краусом (1897) и основаны на феномене образования видимого осадка (преципитата) или общего помутнения среды после взаимодействия растворимых либо находящихся в коллоидном дисперсном состоянии Аг с АТ.

Постановка, учет и оценка результатов реакции термокольцепреципитации Асколи с преципитирующей сибиреязвенной сывороткой и термоэкстрактом из кожи овец.

Постановка: ее проводят по схеме, представленной в таблице 3.

Реакцию ставят в узких пробирках. Обязательным условием правильной постановки является медленное наслаивание по стенке пастеровской пипеткой физ. раствора и исследуемого термоэкстракта, пробирку при этом держат в наклонном положении. При правильном наслоении четко видна граница между двумя слоями жидкости. Реакцию учитывают через 5 мин.

Учет: КС – не должно быть кольцепреципитации (отсутствие спонтанной преципитации сыворотки); КА - не должно быть кольцепреципитации (отсутствие спонтанной преципитации антигена). При таких контролях полученные результаты РП будут достоверными.

Опыт: в случае положительной реакции на границе между сывороткой и исследуемым термоэкстрактом появляется преципитат в виде кольца белого цвета, при отрицательной реакции – кольцо отсутствует.

Оценка результатов: положительная РП свидетельствует о наличии в исследуемом экстракте антигена соответствующего антителам преципитирующей сибиреязвенной сыворотки, т. е. антигена возбудителя сибирской язвы; отрицательная РП свидетельствует об его отсутствии.

Учтет и оценка результатов РП в геле с антитоксической противодифтерийной сывороткой и исследуемыми дифтерийными культурами.

РП в геле – постановка: в чашку Петри с прозрачной питательной средой помещают полоску стерильной фильтровальной бумаги, пропитанную антитоксической противодифтерийной сывороткой. Исследуемые культуры засевают в виде бляшек по обе стороны от полоски фильтровальной бумаги. В качестве контроля используют заведомо токсигенную культуру Corynebacterium diphtheriae.

Учет: чашки инкубируют при Т-37°С в течение 24-48 ч. При диффузии в агаре в зоне эквивалентных концентраций антигена и антител образуются иммунные комплексы, хорошо видимые в проходящем свете в виде мутных полос – усов или дуг преципитации. Достоверность результатов подтверждается наличием дуг преципитации с заведомо токсигенной культурой.

Оценка результатов: положительная реакция преципитации свидетельствует о токсигенности исследуемой культуры, отрицательная – об ее нетоксигенности.

Реакции, протекающие с участием меченных антигенов или антител.

Тесты основаны на выявлении взаимодействия антигена с антителом с образованием иммунного комплекса антиген – антитело по метке одного из участников реакций, выявляемой либо визуально, либо с помощью специальных высокочувствительных приборов, позволяющих количественно выявить меченный субстрат и, следовательно, искомый антиген или антитело.

В качестве метки используют либо флюоресцирующий в ультрафиолетовом свете краситель (изоционат флюоресцеина), либо фермент (пероксидаза, щелочная фосфотаза), выявляемый по изменению окраски соответствующего субстрата (иммуноферментный анализ - ИФА).

В отечественных лабораториях в течение многих лет используются иммунофлюоресцентный метод (РИФ), разработанный А. Кунсом и получивший его имя. Одна модификация метода, получившая название прямого метода Кунса, включает обработку материала на предметном стекле (мазок мокроты, срез ткани) меченой флюорохромом диагностической антисывороткой. Если на предметном стекле был искомый антиген, антитела фиксируются на нем, и после отмывки стекла от несвязавшихся антител антиген выявляется в люминисцентном микроскопе по яркому свечению. Другая модификация – непрямой метод Кунса – основан на использовании меченой антиглобулиновой сыворотки. От прямого метода этот вариант отличается тем, что используется немеченая диагностическая сыворотка, а ее присоединение к антигену выявляется с помощью меченной антиглобулиновой сыворотки, выявляющей иммуноглобулин немеченой диагностической сыворотки, присоединяющийся к искомому антигену.

Критерии учета и оценки: при положительной РИФ – в результате соединения специфических антител, меченых флюорохромом, с антигенами микробных клеток в препарате выявляют светящиеся микроорганизмы, сходные по морфологии, размерам и взаимному расположению с предполагаемым возбудителем.

Для проведения иммуноферментного анализа (ИФА) широко используют 96-луночные полистироловые планшеты, т. к. на полистироле легко адсорбируются антитела, а после специальной обработки – различные антигены. Для работы с этими планшетами используются многоканальные автоматические пипетки, позволяющие вносить ингредиенты одновременно в несколько лунок панели, а также автоматические и полуавтоматические устройства для промывания лунок. Существуют и специальные автоматы, позволяющие осуществлять все эти этапы ИФА практически без участия человека. Преимуществом ИФА перед классическими серологическими реакциями (РА, РНГА, РСК) является возможность определения количества антител (или антигена) без использования серийных разведений. Интенсивность окраски в лунке пропорциональна количеству фермента, следовательно, количеству искомых антител (или антигена). Измеряя с помощью спектрофотометра оптическую плотность содержимого лунки и сравнивая ее с контролем, определяют количество искомого компонента.

Достоинством ИФА при серодиагностике инфекционных заболеваний является также возможность определения классов специфических антител (Ig M, Ig G, Ig A), что имеет значение для определения периода инфекционного процесса, выявления носительства возбудителя и контроля проводимой терапии.

При этом использование для постановки ИФА моноклональных антител позволяет достичь высокой специфичности, что в сочетании с высокой чувствительностью делает ИФА одним из наиболее распространенных методом в прикладной иммунологии.

Постановка (на примере серодиагностики ВИЧ-инфекции): для определения специфических антител используют специальные панели из полистирола, в лунках которых фиксирован инактивированный вирус или его антигены. В лунки вносят сыворотки обследуемых и инкубируют. При этом гомологичные антигену антитела прикрепляются к нему. Не прикрепившиеся антитела удаляют промыванием буферным раствором. Затем в лунки вносят антитела против иммуноглобулинов (антител) человека, меченные пероксидазой. Если в исследуемой сыворотке присутствовали искомые антитела, то на данном этапе они, выступая в качестве антигена, прореагируют с меченными античеловеческими антителами. Добавление после отмывки субстрата (тетраметилбензидин с перекисью водорода) с последующим внесением стоп реагента для остановки реакции. Учет результатов проводится на основании образования продукта, окрашенного в желто-коричневый цвет (положительная реакция). Количественное определение заключается в измерении оптической плотности хромогенного продукта.

Критерием достоверности являются контроли: с сывороткой, заведомо содержащей антиВИЧ - ИФА «+» и сывороткой, заведомо не содержащей антиВИЧ – ИФА «-».
5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. Поставить, учесть и оценить результаты РА на стекле с исследуемой культурой и агглютинирующей адсорбированной сывороткой Shigella sonnei.

Постановка: на обезжиренное стекло нанесите каплю диагностической сыворотки и каплю физ. раствора для контроля. В каждую каплю внесите петлей суточную культуру микроорганизмов и тщательно перемешайте, чтобы капли были равномерно мутными.

Учет: реакция учитывается в течение 5 мин. невооруженным глазом или с помощью лупы.

Контроль антигена - КА — равномерное помутнение (исключается спонтанная агглютинация).

Опыт - РА - положительная: появление хлопьев, хорошо видимых при покачивании предметного стекла.

Опыт — РА - отрицательная: жидкость остается равномерно мутной.

Оценка результатов: отсутствие спонтанной агглютинации в КА в случае положительной реакции свидетельствует о соответствии антигенов исследуемой культуры антителам  агглютинирующей сыворотки и принадлежности культуры к соответствующему роду, виду, серогруппе или серовару.
2. Поставить, учесть и оценить результаты развернутой реакции агглютинации (РРА) с сывороткой обследуемого с подозрением на брюшной тиф и брюшно-тифозным диагностикумом.

Постановку проводят по схеме, представленной в таблице 1.

Таблица 1 

Схема постановки РА.

	Ингредиенты
	Разведения сыворотки
	КА
	КС

	
	1:100
	1:200
	1:400
	1:800
	1:1600
	
	

	Изотонический раствор, мл
	1
	   1
	1  1
	     1
	      1
	1
	--

	Сыворотка обследуемого 1:50, мл
	1
	   --
	    --
	     --
	     --
	--
	1 (1:50)

	Диагностикум, капли
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	--



Примечание: стрелкой обозначен перенос разведенной сыворотки из пробирки в пробирку.

Учет: инкубация PA осуществляется при 37(С в течении 2 ч, затем при комнатной t( 18-20 ч.

Реакцию учитывают невооруженным глазом до встряхивания пробирок, а затем при их легком встряхивании пальцем правой руки. В сомнительных случаях используют агглютиноскоп или лупу. Опытные пробирки сравниваются с контролями:

КА - равномерное помутнение, исключается спонтанная агглютинация антигена. КС – содержимое прозрачное, отсутствие спонтанной агглютинации антител. При таких контролях результаты РА, положительные или отрицательные, будут достоверными.

Интенсивность реакции выражается плюсами:

++++ -  реакция резко положительная; весь агглютинат на дне пробирки в виде зонтика, жидкость над ним  прозрачная;

+++    -  реакция положительная; осадок выражен, надосадочная жидкость слегка мутная;

++      -  частичная агглютинация с небольшим осадком, надосадочная жидкость мутная;

+        -  сомнительная агглютинация, жидкость мутная. 

При отрицательной реакции — агглютинации нет, взвесь остается равномерно мутной и по виду неотличима от содержимого пробирки с контролем антигена. Титром РА считают максимальное разведение сыворотки с интенсивностью реакции не менее, чем ++.

Оценка результатов: для подтверждения или опровержения диагноза заболевания, полученный титр РА сопоставляют с диагностическим титром. Например: диагностический титр РА при брюшном тифе равен 1:100 у непривитых детей, 1:200 у непривитых взрослых.
3. Учесть и оценить результаты РНГА с сыворотками обследуемых с подозрением на бактерионосительство возбудителя брюшного тифа и Vi-эритроцитарным диагностикумом.
Постановка: эритроциты, предварительно нагруженные (сенсибилизированные) антигеном или антителами – эритроцитарные диагностикумы вносят  в лунки плексигласовой панели, в которых приготовлены разведения сыворотки обследуемого или экстракты антигена.

Учет: результаты учитывают после часовой инкубации до 37( С. При отрицательном результате РНГА – эритроциты оседают в виде плотного диска; при положительном – оседают в виде зонтика с интенсивностью не меньше ++.

Достоверность результатов подтверждается контролями ингредиентов:

КЭ – контроль несенсибилизированных эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации;

КА – контроль сенсибилизированных эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации;

КС – контроль сыворотки обследуемого с добавлением несенсибизированных эритроцитов на отсутствие в ней неспецифических факторов агглютинации.


Оценка результатов: сопоставляют титр РНГА с диагностическим титром. Например, в РНГА с сальмонеллезным Vi-диагностикумом  он равен 1:40.
Таблица 2.

Схема постановки РНГА.

	Ингредиенты
	Разведения сыворотки
	КЭ
	КД

	
	1:10
	1:20
	1:40
	1:80
	
	

	Физ. раствор (1-я пипетка. 
	1
	  1
	1  1
	      1
	1
	1

	Сыворотка обследуемого 1:5 (1-я пипетка).
	1
	--
	--
	--
	-
	-

	3% взвесь эритроцитов (2-я пипетка).
	-
	-
	-
	-
	1
	-

	Эритроцитарный диагностикум (2-я пипетка).
	1
	1
	1
	1
	-
	1


     
4. Поставить, учесть и оценить результаты реакции термокольцепреципитации Асколи с преципитирующей сибиреязвенной сывороткой и термоэкстрактом из кожи овец, поступающей на обрабатывающее предприятие из районов неблагополучных по сибирской язве.

Постановка проводится по схеме, представленной в таблице 3.

Таблица 3. 

Схема постановки РП.

	№ пп
	Ингредиенты
	Опыт


	Контроли

	
	
	
	антигена
	сыворотки

	1.
	Нормальная сыворотка кролика (1-я пипетка).
	-
	5 капель
	-

	2.
	Преципитирующая сыворотка 

(1-я пипетка).
	5 капель
	-
	5 капель

	3.
	Изотонический раствор хлорида натрия (2-я пипетка).
	-
	-
	5 капель

	4.
	Исследуемый термоэкстракт

 (2-я пипетка).
	5 капель
	5 капель
	-


Реакцию ставят в узких пробирках. Обязательным условием правильной постановки является медленное наслаивание по стенке пастеровской пипеткой физ. раствора и исследуемого термоэкстракта, пробирку при этом держат в наклонном положении. При правильном наслоении четко видна граница между двумя слоями жидкости. Реакцию учитывают через 5 мин.

Учет: КС – не должно быть кольцепреципитации (отсутствие спонтанной преципитации сыворотки); КА - не должно быть кольцепреципитации (отсутствие спонтанной преципитации антигена). При таких контролях полученные результаты РП будут достоверными.

Опыт: в случае положительной реакции на границе между сывороткой и исследуемым термоэкстрактом появляется преципитат в виде кольца белого цвета, при отрицательной реакции – кольцо отсутствует.

Оценка результатов: положительная РП свидетельствует о наличии в исследуемом экстракте антигена соответствующего антителам преципитирующей сибиреязвенной сыворотки, т. е. антигена возбудителя сибирской язвы; отрицательная РП свидетельствует об его отсутствии.
5. Учесть и оценить результаты РП в геле с антитоксической противодифтерийной сывороткой и исследуемыми дифтерийными культурами.

РП в геле – постановка: в чашку Петри с прозрачной питательной средой помещают полоску стерильной фильтровальной бумаги, пропитанную антитоксической противодифтерийной сывороткой. Исследуемые культуры засевают в виде бляшек по обе стороны от полоски фильтровальной бумаги. В качестве контроля используют заведомо токсигенную культуру Corynebacterium diphtheriae. 

Учет: чашки инкубируют при t-37(С в течение 24-48 ч. При диффузии в агаре в зоне эквивалентных концентраций антигена и антител образуются иммунные комплексы, хорошо видимые в проходящем свете в виде мутных полос –  усов или дуг преципитации. 
Достоверность результатов подтверждается наличием дуг преципитации с заведомо токсигенной культурой.

Оценка результатов: положительная реакция преципитации свидетельствует о токсигенности исследуемой культуры, отрицательная – об ее нетоксигенности.
6. Учтите и оцените результаты РСК с гонококковым антигеном и сыворотками обследуемых.
РСК является сложной двухэтапной серологической реакцией, в которой участвуют две системы антиген + антитело и комплемент. Первая система – основная, содержит антиген, антитело и комплемент. В случае образования комплекса антиген + антитело происходит активация и связывание комплемента, но визуально этого не видно. В качестве индикаторной системы используется вторая система, содержащая в качестве антигена эритроциты барана, а антитела – гемолитическую сыворотку с антителами к эритроцитам барана, т. е. готовый иммунный комплекс. Если антиген и антитело в первой системе соответствуют друг к другу, то образующийся комплекс активирует и связывает комплемент, поэтому при добавлении индикаторной системы гемолиза не происходит (РСК положительная). Если в первой системе антиген не соответствует антителу, то комплекс не образуется и комплемент остается свободным, активируясь и связываясь второй системой, вызывая при этом гемолиз эритроцитов (РСК отрицательная).

РСК требует особой подготовки. Все ингредиенты берут в определенном объеме (0,5 мл при бактериальных инфекциях, 0,1 мл – при вирусных инфекциях) и в определенном количестве, которое определяют путем титрования. Заполните дома таблицу 1.

Таблица 1
	Ингредиенты РСК


	Характеристика ингредиентов

	
	способ получения
	рабочая доза

	Антиген
	
	

	Сыворотка обследуемого 
(при серодиагностике)
	
	

	Иммунная сыворотка 
(при сероидентификации)
	
	

	Комплемент
	
	

	Гемолизин
	
	

	Эритроциты барана
	
	


Схема постановки основного опыта РСК
	№ системы
	Ингредиенты, мл
	Опыт
	Контроли

	
	
	
	сыворотки
	антигена

	1.
	Исследуемая сыворотка в разведении 1:5

Антиген (рабочая доза)

Комплемент (рабочая доза)

Изотонический раствор хлорида натрия
	0,5

0,5

0,5

-

37(С-1 ч
	0,5

-

0,5

0,5
	-

0,5

0,5

0,5

	2.
	Гемолитическая система*
	1,0

37(С-1 ч
	1,0
	1,0


Примечание: * - гемолитическую систему готовят, смешивая в равных количествах гемолитическую сыворотку в тройном титре и 3% взвесь эритроцитов барана; выдерживая смесь в течение часа при 37( С.

Результаты РСК предварительно учитывают после извлечения пробирок из термостата и окончательно – спустя 15-18 ч после пребывания их при комнатной температуре или в холодильнике. 

Интенсивность реакции выражают плюсами:

++++ - реакция резко положительная, характеризующаяся полной задержкой гемолиза (эритроциты оседают на дно, жидкость бесцветная);

+++ - реакция положительная, характеризующаяся частичным гемолизом (лизировано ( 25% эритроцитов, осадок меньше, жидкость розовая);

++ - реакция положительная, характеризующаяся гемолизом (лизировано (50% эритроцитов, осадок небольшой, жидкость розовая);

+ - реакция сомнительная (лизировано (75% эритроцитов, незначительный осадок, жидкость интенсивно окрашен;

_  -  реакция отрицательная (лизированы все эритроциты, жидкость интенсивно окрашена и прозрачна – лаковая кровь).

Достоверность результатов подтверждается контролями ингредиентов. Заполните дома таблицу 2.

Таблица 2
	№ пп
	Контроли
	Контролируемое свойство

	1.
	КС = С + К + Г + Э + физ. раствор
	

	2
	КА = А + К + Г + Э + физ. раствор
	

	3.
	КГС = К + Г + Э + физ. раствор
	

	4.
	КГ = Г + Э + физ. раствор
	

	5.
	КЭ = Э + физ. раствор
	

	6.
	КК = К + Э + физ. раствор
	


Обозначения: 
С – сыворотка; А – антиген; К – комплемент; Г – гемолитическая сыворотка; 
Э – эритроциты; 
ГС – гемолитическая система.


Оценка результатов: положительная реакция с интенсивностью не меньше ++ при достоверных контролях свидетельствует о наличии антител и серологическом подтверждении клинического диагноза; отрицательная реакция при достоверных контролях свидетельствует о том, что антитела не выявлены и серологически клинический диагноз не подтвержден.


РСК используется, помимо диагностики хронической гонорее, при риккетсиозах, вирусных и других инфекциях.
7. Учтите и оцените результаты РИФ (прямой) с исследуемым материалом (отделяемое карбункула) и люминесцирующей сибиреязвенной сывороткой.

Постановка: готовится фиксированный препарат-мазок из исследуемого материала, на который наносится люминесцирующая сибиреязвенная сыворотка, содержащая антитела к бациллам сибирской язвы, меченные флюоресцентным красителем (ФИТЦ – флюоресцеина изотиоцианат). Препарат помещают во влажную камеру, инкубируют 30 мин при 37°С, после чего его промывают водой и высушивают. Учет результатов реакции осуществляется с помощью люминесцентного микроскопа, позволяющего освещать препарат ультрафиолетом, что заставляет флюорохром светиться.

Критерии учета и оценки: при положительной РИФ –  в результате соединения специфических антител, меченых флюорохромом, с антигенами микробных клеток в препарате выявляют светящиеся микроорганизмы, сходные по морфологии, размерам и взаимному расположению с предполагаемым возбудителем. 

Бациллы сибирской язвы – это крупные палочки длиной до 7-8 мкм, с обрубленными концами, располагающиеся в патологическом материале короткими цепочками, парами или одиночно.
8. Учтите и оцените результаты ИФА с сыворотками доноров на ВИЧ-инфекцию. 

Постановка: для определения специфических антител используют специальные панели из полистирола, в лунках которых фиксирован инактивированный вирус или его антигены. В лунки вносят сыворотки обследуемых и инкубируют. При этом гомологичные антигену антитела прикрепляются к нему. Не прикрепившиеся антитела удаляют промыванием буферным раствором. Затем в лунки вносят антитела против иммуноглобулинов (антител) человека, меченные пероксидазой. Если в исследуемой сыворотке присутствовали искомые антитела, то на данном этапе они, выступая в качестве антигена, прореагируют с меченными античеловеческими антителами. Добавление после отмывки субстрата (ортофенилендиамина – ОФД. позволяет учесть результаты реакции. Образование продукта, окрашенного в желто-коричневый цвет, оценивается как положительная реакция.

Критерием достоверности являются контроли: с сывороткой, заведомо содержащей антиВИЧ - ИФА «+» и сывороткой, заведомо не содержащей антиВИЧ — ИФА «-».

Для проведения ИФА широко используют 96-луночные полистироловые планшеты, т. к. на полистироле легко адсорбируются антитела, а после специальной обработки – различные антигены. Для работы с этими планшетами используются многоканальные автоматические пипетки, позволяющие вносить ингредиенты одновременно в несколько лунок панели, а также автоматические и полуавтоматические устройства для промывания лунок. Существуют и специальные автоматы, позволяющие осуществлять все эти этапы ИФА практически без участия человека. 
9. Ознакомиться и описать в таблице биопрепараты: брюшно-тифозный Vi-эритроцитарный диагностикум, агглютинирующая адсорбированная сыворотка Shigella sonnei, агглютинирующая неадсорбированная сыворотка Shigella boydii (титр 1:200), брюшно-тифозный диагностикум, антиген для реакции Вассермана, люминесцирующая сибиреязвенная сыворотка (ФИТЦ), тест-система иммуноферментная для определения антител к ВИЧ.
	Наименование 

препарата
	Что содержит
	Для чего 

применяется
	Как 

применяется

	
	
	
	


5.4. Итоговый контроль знаний: 

· ответы на вопросы по теме занятия:
1. Понятие иммунитет, его виды.

2. Антигены, их характеристика.

3. Антигены микробной клетки.

4. Антитела, классы иммуноглобулинов, их характеристика.

5. Механизм реакции антиген-антитело, стадии.

6. Применение серологических реакций в диагностике инфекционных заболеваний.

7. Использование серологических реакций в экспресс-диагностике инфекционных заболеваний.

8. Способ повышения чувствительности и специфичности РА.
9. Методика постановки ИФА с целью определения специфических антител. 
10. Методика постановки ИФА с целью определения специфического антигена.
11. Методика постановки РИФ с целью экспресс-диагностики заболеваний.
12. Назовите отличие непрямой РИФ от прямой и ее преимущества при определении специфических антигенов.
· решение ситуационных задач.

ЗАДАЧА №1. При постановке развернутой реакции агглютинации с сывороткой от обследуемого с подозрением на брюшной тиф и О-брюшнотифозным диагностикумом титр реакции равен 1:400.
1. Интерпретируйте полученный результат

2. Назовите критерии учета развернутой реакции агглютинации.

3. Назовите критерии достоверности реакции агглютинации.

ЗАДАЧА №2. С сывороткой больного, перенесшего брюшной тиф, перед выпиской из стационара была поставлена РНГА с брюшно-тифозный Vi-эритроцитарный диагностикум.

1. Что определяют в сыворотке обследуемого и с какой целью?

2. Что является критерием оценки?
ЗАДАЧА №3. При постанове РСК с сывороткой обследуемого с клиническим диагнозом «коклюш» в контроле гемолитической системы наблюдается задержка гемолиза.

1. Можно ли учитывать данную реакцию? Если нет, то почему?

2. Назовите диагностические системы РСК.

3. Перечислите компоненты каждой системы? 

ЗАДАЧА №4. При постановке РСК с сывороткой обследуемого с клиническим диагнозом «бруцеллез» получены следующие результаты: реакция достоверна по контролям, в опыте задержка гемолиза.
1. Назовите цель исследования.

2. Интерпретируйте полученные результаты. 

ЗАДАЧА №5. С материалом от обследуемой «К» с клиническим диагнозом «урогенитальный хламидиоз» была поставлена РИФ.

1. С какой целью была поставлена РИФ?

2. Что является критерием учета и оценки РИФ?

ЗАДАЧА №6. В родильный дом поступила беременная женщина, у которой при исследовании сыворотки крови был определен маркер вируса гепатита B.

1. Какая серологическая реакция была использована при диагностике гепатита В? 

2. В чем сущность серологической реакции, которая была использована.

ЗАДАЧА №7. В анонимный кабинет обратился гражданин «К» с просьбой проверить его на инфицирование ВИЧ. В процедурном кабинете у гражданина К. была взята кровь.
1. Назовите, какой метод был использован для диагностики ВИЧ-инфекции. В чем его суть?

2. Назовите критерии достоверности полученного результата.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по заданной теме).
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой:
1. Практическое применение серологических реакций в клинической микробиологии.

2. Специфичность и чувствительность серологических реакций. 

8. Рекомендуемая литература по теме занятия:
Основная литература

1. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология [Электронный ресурс]: учебник / Л. Б. Борисов. - 5-е изд., испр. - М.: Мед. информ. агентство, 2016. - 785 с. 

Дополнительная литература

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный. 

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный. 

4. Микробиология: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 616 с.: ил. - Текст: электронный. 

5. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - Текст: электронный. 

6. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 с. - Текст: электронный. 

Электронные ресурсы

ЭЛЕКТРОННЫЙ АТЛАС - руководство по бактериологии, микологии, протозоологии и вирусологии с иммунологией и аллергологией (под ред. акад. РАМН, проф. Воробьева А.А., проф. Быкова А.С.) (http://medicine-live.ru/page/atlas/micro/) 
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