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Занятие № 2 «Исследование на бактерионосительство стафилококков студентов фармацевтического факультета (2 этап). Серологические реакции. Иммуноферментный анализ (ИФА). Реакция иммунофлюоресценции прямая и непрямая (РИФп , РИФн)».

1. Значение изучения темы:
Исследование на выявление бактерионосительства золотистого стафилококка у сотрудников аптек проводится путем их выделения. Для этого необходимо получить изолированные колонии на чашках первичного посева, которые, являясь результатом размножения одной клетки, содержат микроорганизмы одного вида.

Серологические реакции. Иммуноферментный анализ (ИФА). Реакция иммунофлюоресценции прямая и непрямая (РИФп, РИФн)». Реакции иммунитета применяются для диагностики инфекционных и аллергических заболеваний, трансплатационного иммунитета, анализа антигенной структуры микроорганизмов, суждения об эволюционных и генетических связях различных видов 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.
2. Цели обучения: 

знать:

· цель и последовательность работы на 2 этапе бак. метода; 

· тактику макроскопического изучения колоний; 

· понятие «чистая культура» микроорганизмов; 

· принципы классификации микроорганизмов, особенности их строения и жизнедеятельности; 
· механизмы основных реакций иммунитета, используемых для диагностики инфекционных заболеваний; 

· сущность реакций аглютинации (РА, РП), методику постановки, практическое использование

· сущность ИФА, методику постановки, практическое использование; 

· сущность РИФ, разновидности, методику постановки, практическое использование.
 уметь:

· описать культуральные свойства микроорганизмов (характер роста колоний на плотной питательной среде); 

· изучить морфологические и тинкториальные свойства бактерий в фиксированных препаратах из отобранных колоний; 

· провести посев характерных изолированных колоний на скошенный питательный агар;

· оценивать результаты реакций иммунитета (РА, РП); 
· учитывать и оценивать результаты ИФА, РИФ
владеть: 
· простыми и сложными методами окраски микробиологических препаратов;
· методом иммерсионной микроскопии микропрепаратов;
· навыками интерпретации результатов бактериологического метода диагностики.

· владеть навыками интерпретации результатов реакций иммунитета: РА, РП, ИФА, РИФ.

3. План изучения темы:

3.1. Самостоятельная работа:

· Выполнение практических заданий – 90 мин.

· Заполнение протокола – 30 мин.

3.2    Исходный уровень знаний:

Собеседование по контрольным вопросам:
· Цель и последовательность работы на 2 этапе бак. метода;

· Тактика изучения колоний микроорганизмов на плотных питательных средах;

· Понятие «чистая культура» микроорганизмов;

· Понятие иммунитет, его виды;

· Антигены, их характеристика;

· Антигены микробной клетки;

· Антитела, классы иммуноглобулинов, их характеристика;

· Понятие серологической реакции и ее практическое использование;

· Реакция агглютинации и методы ее постановки;

· Реакция преципитации, ее виды и практическое применение;

· Получение агглютинирующих и преципитирующих сывороток и их применение;

· Получение диагностикумов и их применение;

· Цели использования РИФ (прямая и непрямая), ИФА;
· Критерии учета результатов РИФ, ИФА;
· Критерии достоверности результатов РИФ, ИФА;
· Достоинства РИФ, ИФА;
· Практическое использование РИФ, ИФА.
4. Тесты: 

1. ДЛЯ ПЕРВИЧНОГО ПОСЕВА ОТДЕЛЯЕМОГО ИЗ НОСА ПРИ ДИАГНОСТИКЕ БАКТЕРИОНОСИТЕЛЬСТВА ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. среду Эндо

2. МПА

3. МПБ

4. желточно-солевой агар (ЖСА).

5. кровяной агар (КА).

2. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ ВЫЯВЛЕНИИ БАКТЕРИОНОСИТЕЛЬСТВА ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА У АПТЕЧНЫХ РАБОТНИКОВ:

1. смывы с рук

2. желчь

3. кровь 

4. отделяемое из носа

5. слюна

3. ЦЕЛЬ II ЭТАПА БАК. МЕТОДА:

1. идентификация чистой культуры

2. отбор изолированных колоний

3. накопление чистой культуры

4. посев исследуемого материала

5. определение антибиотикограммы исследуемой культуры

4. КУЛЬТУРАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИЙ:

1. морфология бактерий

2. способность воспринимать краситель

3. тип метаболизма

4. морфология колоний

5. интенсивность метаболизма

5. ЦЕЛЬ ПОСЕВА ИЗОЛИРОВАННЫХ КОЛОНИЙ НА СКОШЕННЫЙ АГАР: 

1. идентификация бактерий 

2. разобщение бактерий 

3. накопление чистой культуры

4. изучение подвижности

5. получение изолированных колоний

6. ИЗУЧЕНИЕ КОЛОНИЙ ПРИ МАЛОМ УВЕЛИЧЕНИИ (X8) ПОЗВОЛЯЕТ ОПРЕДЕЛИТЬ:

1. морфологию микроорганизмов

2. структуру

3. цвет

4. консистенцию

5. прозрачность

7. ОСНОВНОЙ МЕХАНИЗМ ПОСТУПЛЕНИЯ ПИТАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ В БАКТЕРИАЛЬНУЮ КЛЕТКУ:

1. пассивная диффузия

2. облегченная диффузия 

3. активный транспорт

4. фагоцитоз

5. пиноцитоз

8. ИНТЕНСИВНОСТЬ РОСТА S. AUREUS НА ЖСА, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩАЯ О НАЛИЧИИ БАКТЕРИОНОСИТЕЛЬСТВА:

1. отсутствие роста

2. единичные колонии (10-25)

3. значительный рост (до 100 колоний)

4. сливной рост или сплошной рост изолированных колоний

5. единичные колонии (1-5)

9. ПО ТИПУ ПИТАНИЯ БАКТЕРИИ, ВЫЗЫВАЮЩИЕ ИНФЕКЦИОННЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ, ЯВЛЯЮТСЯ:

1. факультативными анаэробами

2. фотоаутотрофами

3. хемоаутотрофами

4. фотогетеротрофами

5. хемогетеротрофами

10. КОМПОНЕНТ ЖСА, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЙ ЕЁ ЭЛЕКТИВНОСТЬ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА:

1. яичный желток

2. хлористый натрий

3. пептон

4. питательный бульон

5. дистиллированная вода

11. РЕАКЦИЯ АГГЛЮТИНАЦИИ – ЭТО:
1. осаждения растворимого антигена

2. осаждения корпускулярного антигена

3. связывания комплемента

4. иммунного гемолиза

5. иммунного прилипания

12. МАТЕРИАЛОМ ОТ ОБСЛЕДУЕМОГО ДЛЯ ПОСТАНОВКИ РА С ЦЕЛЬЮ СЕРОДИАГНОСТИКИ ЯВЛЯЕТСЯ:

1. сыворотка 

2. диагностикум

3. культура

4. агглютинирующая сыворотка

5. физиологический раствор

13. КРИТЕРИИ УЧЕТА РА:

1. частичный гемолиз

2. агглютинация с интенсивностью ++++, +++, ++

3. феномен спонтанной агглютинации

4. осадок эритроцитов

5. полный гемолиз эритроцитов

14. АНТИГЕНЫ РЕАКЦИИ ПРЕЦИПИТАЦИИ:

1. корпускулярные

2. отсутствуют

3. только полноценные

4. только гаптены

5. полноценные и гаптены 

15. ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИГЕННОСТИ ДИФТЕРИЙНЫХ КУЛЬТУР ИСПОЛЬЗУЮТ РП:

1. кольцепреципитации

2. в геле

3. на стекле

4. развернутую

5. непрямую
16. КРИТЕРИЙ УЧЕТА РП В ГЕЛЕ:

1. феномен преципитации с заведомо токсигенной культурой

2. нейтрализация токсина

3. диффузное помутнение агара

4. феномен преципитации в зоне эквивалентных концентраций антигена и антител

5. образование крупно хлопчатого осадка
17. КРИТЕРИЙ ДОСТОВЕРНОСТИ РП В ГЕЛЕ:

1. феномен преципитации с заведомо токсигенной культурой

2. нейтрализация токсина

3. диффузное помутнение агара

4. феномен преципитации в зоне эквивалентных концентраций антигена и антител

5. образование крупно хлопчатого осадка

18. ПРЕЦИПИТИРУЮЩАЯ СИБИРЕЯЗВЕННАЯ СЫВОРОТКА СОДЕРЖИТ:

1. возбудителя сибирской язвы

2. токсины бацилл сибирской язвы

3. споры бацилл сибирской язвы

4. антитела к специфическому антигену бацилл сибирской язвы

5. нормальные антитела


19. ПРЕЦИПИТИРУЮЩИЕ СЫВОРОТКИ:

1. получают из донорской крови

2. используют для терапии

3. используют для сероидентификации микроорганизмов

4. используют для серодиагностики инфекционных заболеваний

5. содержат моноклональные антитела
20. МЕХАНИЗМ РП:

1. гидрофобные взаимодействия

2. соединение активных центров антител и детерминантных групп антигенов

3. ван-дер Ваальсовы взаимодействия

4. броуновское движение

5. электростатическое взаимодействие 

21. ОТЛИЧИЕ РП ОТ РА:

1. антиген - гаптен

2. антиген – корпускулярный

3. антитела – моноклональные

4. антитела – поликлональные

5. антитела - блокирующие


22. ФЕРМЕНТ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ:

1. РА

2. РП

3. РСК

4. ИФА

5. РИФ

23. ФЛЮОРОХРОМНЫЙ КРАСИТЕЛЬ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ:

1. РП вгеле

2. коагглютинации

3. РИА

4. РИФ

5. ИФА

24.ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ МИКРОСКОП ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ДЛЯ УЧЕТА РЕЗУЛЬТАТОВ:

1. ПЦР

2. ИФА

3. РИФ

4. РСК

5. РНГА

25. СУТЬ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ –ЭТО ОПРЕДЕЛЕНИЕ:

1. общего титра специфических антител

2. нарастание титра специфических антител 

3. IgM

4. IgG

5. специфических антигенов

26. КРИТЕРИЙ УЧЕТА ПОЛОЖИТЕЛЬНОЙ РИФ ПРИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНФЕКЦИЯХ: 

1. образование хромогенного продукта

2. полный гемолиз

3. выявление светящихся микроорганизмов, характерных по морфологии для предполагаемого возбудителя

4. феномен агглютинации

5. феномен преципитации

27. КРИТЕРИЙ УЧЕТА ИФА ПРИ СЕРОДИАГНОСТИКЕ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ:

1. наличие специфических антител

2. образование комплекса антиген-антитело

3. образование хромогенного продукта

4. ИФА «+» с сывороткой, содержащей анти-ВИЧ

5. ИФА «-» с сывороткой, не содержащей анти-ВИЧ

28. МАРКЕР ВОЗБУДИТЕЛЯ ПРИ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКЕ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ:
1. антитела

2. антиген

3. чувствительность к антибиотикам

4. чувствительность к батериофагам

5. чувствительность к дезинфектантам

5. Основные понятия и положения темы.
Одной из мер профилактики контаминации лекарственных средств и оборудования в условиях аптеки является выявление носителей золотистого стафилококка среди персонала с последующей санацией. При проведении бактериологического обследования обязательным является исследование слизи из передних отделов носа; исследование слизи из зева проводят выборочно, прежде всего, при наличии воспалительных процессов в зеве.

5.1 Исследование на бактерионосительство стафилококков студентов фармацевтического факультета (2 этап)
Целью 2 этапа бактериологического метода является накопление чистой культуры микроорганизмов.

Работа на 2 этапе бактериологического метода начинается с отбора характерных изолированных колоний, их характеристики по культуральным свойствам. Затем следует микроскопия фиксированного препарата, приготовленного из части колонии и окрашенного по методу Грама. Оставшуюся часть колонии снимают петлей и засевают на поверхность скошенного агара в пробирке. Штрихи следует наносить со дна пробирки, не касаясь конденсата. Пробирки помещают в термостат при 37 градусах на 18-24 часов.
5.2 Серологические реакции
Реакции между антигенами и антителами называются серологическими. Они могут быть простые с участием только антител-антигена и раствора электролита: РА, РП. Серологические реакции характеризуются специфичностью чувствительностью. Корпускулярные антигены дают феномен  агглютинации, растворимые антигены-преципитацию. 

Р. агглютинации –это  реакция склеивания антител и корпускулярных антигенов: бактерий, эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, клеток тканей, а также химических частиц с адсорбированными на них антителами в результате адсорбции на  них  специфических антител в присутствии электролита.

РП – реакция осаждения антигена, находящегося в дисперсном коллоидном состоянии под воздействием специфических антител в растворе электролита. Феномен РП состоит в помутнении всего прозрачного коллоидного раствора при смешивании гомологичных антител и антигенов или в появлении кольца помутнения при наслаивании антигена на иммунную сыворотку, или образование линии преципитации при диффузии антигена и антител в геле. Практическое применение: РП характеризуется высокой чувствительностью и специфичностью.

5.3 Иммуноферментный анализ (ИФА). Реакция иммунофлюоресценции прямая и непрямая (РИФп , РИФн)
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. 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.

В РИФ происходит взаимодействие антигенов и антител, меченных красителями, флюоресцирующими при облучении их коротковолновым светом (ультрафиолетовым, фиолетовым, синим), например, изотиоционат флюоресцина, дающий зеленовато-желтое окрашивание. С помощью РИФ можно быстро обнаруживать даже ничтожные количества антигенов, в том числе бактериальных и вирусных, по эффекту флюоресценции комплекса «антиген + антитело» в люминесцентном микроскопе. Лучше использовать моноклональные антитела, каждое из которых нацелено против единственного антигенного эпитопа и поэтому в отличии от поликлональных антител не будет давать нежелательных перекрестных реакций с другими микроорганизмами.

6. Самостоятельная работа по теме:

6.1 Провести II этап бак. метода (продолжение исследования по выявлению бактерионосительства золотистого стафилококка у студентов фармацевтического факультета:
1) изучить посевы и отобрать характерные изолированные колонии;

2) приготовить, окрасить по Граму и промикроскопировать мазок из части колонии;

3) оставшуюся часть колонии отсеять на скошенный агар. 
4) Занести в протокол полученные результаты. 

6.2  Провести сероидентификацию и серодиагностику исследуемого материала:
1) Поставить, учесть и оценить результаты РА на стекле с исследуемой культурой и агглютинирующей адсорбированной сывороткой Shigella sonnei.

2) Учесть и оценить результаты развернутой РА с сывороткой обследуемого с подозрением на брюшной тиф и брюшно-тифозным диагностикумом.

3) Учесть и оценить результаты РП в геле с антитоксической противодифтерийной сывороткой и исследуемыми дифтерийными культурами.

4) Биопрепараты: диагностикумы; агглютинирующие и преципитирующие диагностические сыворотки. 

6.3 Провести сероидентификацию и серодиагностику исследуемого материала:
1) Учесть и оценить результаты ИФА с сыворотками доноров на ВИЧ-инфекцию.

2) Учесть и оценить результаты РИФ (прямая) с исследуемым материалом (отделяемое карбункула) и люминесцирующей сибиреязвенной сывороткой.

1) Биопрепараты: люминесцирующая сибиреязвенная сыворотка (ФИТЦ), тест-система иммуноферментная для определения антител к ВИЧ.

7. Методические указания к выполнению исследовательского задания

7.1 Провести II этап бак. метода (продолжение исследования по выявлению бактерионосительства золотистого стафилококка у студентов фармацевтического факультета:
а)
изучить посевы и отобрать характерные изолированные колонии;

Исследование отобранных изолированных колоний проводят по следующей схеме:

Макроскопическое изучение колоний:
· в проходящем свете (чашку держат дном к себе):

1) форма (круглая, неправильная и т.д.);

2) величина (точечные - менее 1 мм, мелкие — 1-2 мм, средние — 2-4 мм, крупные — более 4 мм);

3) прозрачность (прозрачные, полупрозрачные, непрозрачные).

· в отраженном свете (чашку держат горизонтально крышкой вверх):

1) поверхность (гладкая, складчатая, радиально исчерченная, блестящая, матовая и т.д.);

2) рельеф (плоский, выпуклый и т.д.);

3) цвет (бесцветные - грязно-белые относятся к бесцветным; пигментированные - указать цвет пигмента).

Микроскопическое изучение колоний (х8):
· чашку Петри кладут вверх дном на предметный столик микроскопа, слегка опускают конденсор и с помощью объектива х8 изучают:

1) край колонии (ровный, волнистый, зубчатый и т.д.);

2) структуру (гомогенная, зернистая и т.д.).

Поскольку для посева использовался ЖСА, то отмечается образование радужного венчика, свидетельствующего о лецитиназной активности. 

На ЖСА стафилококк растет в виде круглых, диаметром 1-3 мм, непрозрачных, выпуклых, блестящих, пигментированных колоний, имеющих ровный или волнистый край, гомогенную структуру и маслянистую консистенцию. Вокруг колоний может образовываться радужный венчик (лецитиназа «+»). При отсутствии на чашках лецитиназоположительных колоний исследованию подвергают колонии, сходные по морфологии с колониями стафилококков.

б)
приготовить, окрасить по Граму и промикроскопировать мазок из части колонии;

При приготовлении препарата определить консистенцию, прикасаясь петлей к поверхности колонии (маслянистая, слизистая, крошащаяся и т.д.). 

В препарате, окрашенном по Граму, стафилококки — это грамположительные мономорфные кокки, располагающиеся, в основном, неправильными группами, гроздьевидно.

в)
оставшуюся часть колонии отсеять на скошенный агар.
Посев следует проводить со дна пробирки, не касаясь конденсата. Пробирки с посевом поместите в термостат на 18-24 часа при 37°С.

Чистая культура - это популяция бактерий одного вида, полученная из одной изолированной колонии, выращенной на питательной среде.

7.2 Провести сероидентификацию и серодиагностику исследуемого материала:

а)
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 светельствует о соответствии антигенов исследуемой культуры антителам  агглютинирующей сыворотки и принадлежности культуры к соответствующему роду, виду, серогруппе или серовару.
б)
Учесть и оценить результаты развернутой РА с сывороткой обследуемого с подозрением на брюшной тиф и брюшно-тифозным диагностикумом.

Постановка: ее 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 (ТД) РА при брюшном тифе равен 1:100 у непривитых детей, 1:200 у непривитых взрослых.

в)
Учесть и оценить результаты реакции преципитации (РП) в геле с антитоксической противодифтерийной сывороткой и исследуемыми дифтерийными культурами.

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.

г) Ознакомиться и описать в таблице предложенные биопрепараты.

	Наименование 

препарата
	Что содержит
	Для чего 

применяется
	Как 

применяется

	
	
	
	


7.3 Провести сероидентификацию и серодиагностику исследуемого материала:
а)
Учесть и оценить 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 «-».

б)
Учесть и оценить результаты РИФ (прямая) 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 отрубленными концами, располагающиеся в патологическом материале короткими цепочками, парами или одиночно.

8. Ситуационные задачи по теме.
ЗАДАЧА № 1. В мазках, окрашенных по Граму, обнаружены грамположительные мономорфные кокки, расположенные скоплениями, напоминающими гроздья винограда.

· Назовите микроорганизмы с учётом морфологии и взаимного расположения.

· Каковы тинкториальные свойства выявленных микроорганизмов ?

ЗАДАЧА № 2. На чашках первичного посева получен сплошной рост микроорганизмов. Можно ли переходить к следующему этапу работы? Что необходимо сделать в такой ситуации?

ЗАДАЧА № 3. С культурой, выделенной из испражнений обследуемого, поставлена РА на стекле с адсорбированной поливалентной сальмонеллезной сывороткой. В опытной капле наблюдается феномен агглютинации с интенсивностью +++, в контроле культуры – равномерное помутнение. 

1. С какой целью поставлена РА? 

2. Оцените полученные результаты.

ЗАДАЧА № 4. При исследовании сывороток крови обследуемых «А» и «Б» в РА (реакция Видаля) из лаборатории получены следующие результаты:


- обследуемый «А»: реакция Видаля с брюшно-тифозным О-диагностикумом положительна в титре 1:200, с Н-диагностикумом положительна в титре 1:200,  с диагностикумом ОН-паратифозным А – 1:50, с диагностикумом ОН-паратифозным В – 1:50;


- обследуемый «Б»: - реакция Видаля с брюшно-тифозным О и Н-диагностикумом положительна в титре 1:100, с диагностикумом ОН-паратифозным А и В – отрицательна.  

1. С какой целью была поставлена реакция Видаля? 

2. Оцените и интерпретируете полученные результаты.

ЗАДАЧА № 5. При исследовании термоэкстракта из шкуры овец, погибших, предположительно, от сибирской язвы, использовали реакцию преципитации по Асколи. 

1. Цель постановки реакции преципитации по Асколи?

2. Какие компоненты необходимы для постановки реакции?

ЗАДАЧА № 6. С отделяемым карбункула от обследуемого с диагнозом «сибирская язва» поставлена РИФ прямая с люминесцирующей сибиреязвенной сывороткой. При люминесцентной микроскопии обнаружены крупные светящиеся палочки размером 7-8x1-2 мкм, с обрубленными концами, располагающиеся короткими цепочками, парами, одиночно. 

1. С какой целью была поставлена данная реакция? 

2. Оцените полученные результаты.

ЗАДАЧА № 7. При исследовании донорской крови на наличие HBsAg вируса гепатита В с использованием ИФА получены следующие результаты: с сыворотками 2-х обследуемых отмечено образование хромогенного продукта, с сыворотками 4-х – отсутствие образование хромогенного продукта. Контроли в норме.

1. Оцените полученные результаты.

2. Назовите суть реакции.

9. Рекомендованная литература по теме занятия:
Обязательная

1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник / ред. А.А Воробьев. –  М.: ООО «МИА», 2006. – 704 с.

2. Основы фармацевтической микробиологии : учеб. пособие / В. А. Галынкин, Н. А. Заикина, В.И. Кочеровец [и др.]. – СПб.: Проспект Науки, 2008. – 304 с.

Дополнительная
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