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1. Занятие № 9
Тема: «Реакции с участием меченых антител: иммуноферментный анализ (ИФА), реакция иммунофлюоресценции (РИФ)». 

2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие

3. Значение изучения темы. 
Реакции иммунитета применяются для диагностики инфекционных и аллергических заболеваний, трансплантационного 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. Реакции иммунитета (иммунологические методы) используют, как для выявления титра антител в сыворотке крови (серодиагностика), так и для обнаружения антигенов в биологических жидкостях (сероидентификация).

4. Цель обучения: 

- учебная:
знать: 
· сущность иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов;

· 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;

· 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: РИФ, ИФА.

5. План изучения темы: 

5. 1. Контроль исходного уровня знаний:
Тесты:

1. ФЕРМЕНТ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ

1) РА

2) РП

3) РСК

4) ИФА

5) РИФ

2. ФЛЮОРОХРОМНЫЙ КРАСИТЕЛЬ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ

1) РП в геле

2) коагглютинации

3) РИА

4) РИФ

5) ИФА

3. МЕТКИ В ДИАГНОСТИЧЕСКИХ СЫВОРОТКАХ ПРИСОЕДИНЫ К

1) Fc- фрагменту антител

2) Fab- фрагменту антител

3) легким цепям антител

4) тяжелым цепям антител

5) шарнирной части антител

4. ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ МИКРОСКОП ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ДЛЯ УЧЕТА РЕЗУЛЬТАТОВ

1) ПЦР

2) ИФА

3) РИФ

4) РСК

5) РНГА

5. ИЗОТОП ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ
1) РИФ

2) ИФА

3) РИА
4) РНГА
5) РСК
1. СЕРОДИАГНОСТИКА В ИФА – ЭТО

1) определение антител в сыворотке обследуемого

2) идентификация выделенной культуры

3) идентификация возбудителя в исследуемом материале

4) обнаружение возбудителя в сыворотке больного

7. КРИТЕРИЙ УЧЕТА ИФА

1) обнаружение флюоресцирующего объекта

2) образование хлопьевидного осадка

3) образование хромогенного продукта 

4) гемолиз эритроцитов 

5) обнаружение дуг преципитации

8. СЕРОИДЕНТИФИКАЦИЯ В ИФА – ЭТО

1) определение антител в сыворотке обследуемого

2) выявление нарастания титра антител

3) идентификация возбудителя 

4) обнаружение различных классов иммуноглобулинов 

5) накопление чистой культуры

5.2. Основные понятия и положения темы. 

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 (IgM, IgG, IgA), 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, флюоресцина изотиоционат (ФИТЦ), 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 отличие от поликлональных антител не будет давать нежелательных перекрестных реакций с другими микроорганизмами.
5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. Учесть и оценить результаты РИФ (прямой) с исследуемым материалом (отделяемое карбункула) и люминесцирующей сибиреязвенной сывороткой.

2. Учесть и оценить результаты ИФА с сыворотками доноров на ВИЧ-инфекцию. 

3. Ознакомиться и описать в таблице предложенные иммунобиологические препараты.

Методические указания к выполнению практического задания:

1. 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.

2. 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. 

3. Ознакомиться и описать в таблице иммунобиологические препараты и тест-системы: люминесцирующая сибиреязвенная сыворотка (ФИТЦ), тест-система иммуноферментная для определения антител к ВИЧ.

5.4. Итоговый контроль знаний: 

- вопросы для самоконтроля:

1. Методика постановки ИФА с целью определения специфических антител. 

2. Методика постановки ИФА с целью определения специфического антигена.

3. Методика постановки РИФ с целью экспресс-диагностики заболеваний.

4. Назовите отличие непрямой РИФ от прямой и ее преимущества при определении специфических антигенов.
- решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. 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 №2. Мужчина обратился в СПИД-центр для анонимной диагностики ВИЧ-инфекции. Проведено серологическое исследование сыворотки с использованием ИФА. В лунках с заведомо положительным контролем – отмечено образование хромогенного продукта, с заведомо отрицательным контролем – отсутствие образования хромогенного продукта, в опытной лунке – отсутствие образования хромогенного продукта.

1. Назовите цель исследования;

2. Опишите суть реакции;

3. Оцените полученные результаты.

ЗАДАЧА №3. В анонимный кабинет обратился гражданин с просьбой проверить его на инфицирование ВИЧ. Проведено определение специфических антител с применением непрямого способа ИФА.  

1. Назовите критерии учета ИФА.

2. Назовите критерии достоверности ИФА

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия.
Собеседование по контрольным вопросам:

1. Цели использования РИФ (прямая и непрямая), ИФА.

2. Критерии учета результатов РИФ, ИФА.

3. Критерии достоверности результатов РИФ, ИФА.

4. Достоинства РИФ, ИФА.

5. Практическое использование РИФ, ИФА.

7. Список тем по НИРС, предлагаемый кафедрой:

1. Практическое применение РИФ и ИФА.
2. Чувствительность и специфичность РИФ, ИФА при диагностике различных заболеваний.
3. Актуальность использования серологических реакций с меченными компонентами для экспресс-диагностики инфекционных заболеваний.
8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Основная:

1. Микробиология, вирусология и иммунология полости рта: учебник / ред. В. Н. Царев. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - 720 с. - Текст: электронный.

Дополнительная:

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учебное пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 400 с. - Текст: электронный.

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 2. - 472 с. - 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. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 408 с. - Текст: электронный.
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