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1. Занятие № 9
Тема: «Реакция связывания комплемента. Реакции с участием меченых антител: иммуноферментный анализ (ИФА), реакция иммунофлюоресценции (РИФ), иммунохроматографический анализ (ИХА)». 
2. Форма организации занятия: практическое занятие. 

3. Значение изучения темы. 
Реакция связывания комплемента (РСК), разработанная Ж. Бордэ и О. Жангу в 1901 г., является одной из серологических реакций для определения специфичности и количества антигена или антител. Она отличается высокой специфичностью, чувствительностью и применяется для серодиагностики бактериальных, риккетсиозных, микоплазменных и вирусных инфекционных заболеваний. Универсальность данной реакции состоит в том, что она может быть использована для определения антигенов любого происхождения, причем  как корпускулярных, так и растворимых.

Реакции с участием меченных антител: иммуноферментный анализ, реакция иммунофлюоресценции являются современными серологическими реакциями, широко применяемые в микробиологической диагностике инфекционных заболеваний. 

4. Цель обучения:
- учебная:
знать: 
· 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;

· учесть и оценить результаты РСК;
· учесть и оценить результаты РИФ;

· учесть и оценить результаты ИФА.
владеть: 

· навыками интерпретации результатов иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний;
· навыками по учету, оценке и интерпретации результатов реакций иммунитета: РСК, РИФ, ИФА.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний: 
Тесты:
1. РСК ОСНОВАНА НА АКТИВАЦИИ

1) антигенов 

2) антител

3) эритроцитов

4) гемолизина

5) комплемента

2. СВОЙСТВО КОМПЛЕМЕНТА, ИСПОЛЬЗУЕМОЕ В РСК

1) ферментативная активность

2) способность к самоорганизации и лизису клеток

3) термолабильность

4) антимикробная активность

5) фагоцитарная активность

3. ЦЕЛЬ РСК ПРИ ИЗУЧЕНИИ КУЛЬТУР МИКРООРГАНИЗМОВ

1) оценка иммунного статуса

2) серодиагностика врожденного иммунодефицита

3) сероидентификация микроорганизмов

4) серодиагностика инфекционных заболеваний

5) определение группы крови
4. ФЕРМЕНТ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ

1) РА

2) РП

3) РСК

4) ИФА

5) РИФ

5. ФЛЮОРОХРОМНЫЙ КРАСИТЕЛЬ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ

1) РП в геле

2) коагглютинации

3) РИА

4) РИФ

5) ИФА

6. 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

7. ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ МИКРОСКОП ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ДЛЯ УЧЕТА РЕЗУЛЬТАТОВ

1) ПЦР

2) ИФА

3) РИФ

4) РСК

5) РНГА

8. ИЗОТОП ЯВЛЯЕТСЯ МЕТКОЙ В СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ

1) РИФ

2) ИФА

3) РИА

4) РНГА

5) РСК

9. 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

10. КРИТЕРИЙ УЧЕТА ИФА

1) обнаружение флюоресцирующего объекта

2) образование хлопьевидного осадка

3) образование хромогенного продукта 

4) гемолиз эритроцитов 

5) обнаружение дуг преципитации

11. 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

12. 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
13. ЛЮМИНЕСЦИРУЮЩИЙ МИКРОСКОП ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ДЛЯ УЧЕТА РЕЗУЛЬТАТОВ: 

1) ПЦР
2) ИФА
3) РИФ
4) РСК
5) РНГА
Собеседование по контрольным вопросам:

1. Механизм РСК.

2. Системы, участвующие в РСК.
3. Практическое использование РСК.
4. Цели использования РИФ (прямая и непрямая), ИФА.
5. Критерии учета результатов РИФ, ИФА.
6. Критерии достоверности результатов РИФ, ИФА.
7. Достоинства РИФ, ИФА.
8. Практическое использование РИФ, ИФА.
9. Механизм ИХА.
10. Достоинства ИХА.
5.2. Основные понятия и положения темы. 
РСК предложена Ж. Бордэ и О. Жангу в 1901 г. и  несмотря на столь длительное применение в лабораторной практике, не утратила свое значение по настоящее время, более того, диапозон ее применения значительно расширился по мере открытия ранее неизвестных возбудителей новых инфекционных заболеваний. 

Данная реакция используется для серодиагностики и обнаружения антигена в исследуемом материале, сероидентификации выделенных культур. Она характеризуется высокой чувствительностью, а также возможностью применения как корпускулярных, так и растворимых антигенов. Последнее связано с тем, что комплемент связывается с Fс-фрагментом антител независимо от их специфичности. Таким образом, способность комплемента связываться только с комплексом антиген-антитело за счет Fс-фрагментов последнего и не вызывать гемолиз сенсибилизированных эритроцитов (тест-система) послужила основой для широкого применения РСК в лабораторной практике в течение прошедшего столетия. 

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 отличие от поликлональных антител не будет давать нежелательных перекрестных реакций с другими микроорганизмами.
Иммунохроматографический анализ (ИХА) проводится с помощью специальных одноразовых тест-полосок или панелей. Метод основан на принципе тонкослойной хроматографии, позволяющим разделить вещества на поверхности специального материала - адсорбента. В данном случае специфические комплексы (А/г + А/т) и меченые антитела, не вступившие в реакцию, перемещаются на различное расстояние в слое адсорбента. В качестве метки для антител в ИХА используют частицы коллоидного золота, цветного латекса, флюорофоры и др. При нанесении на тест -полоску или в ячейку панели исследуемого биологического материала (в жидкой фазе) искомые антигены образуют специфические комплексы с мечеными антителами тест-системы и диффундируют вдоль мембраны из нитроцеллулозы до тестовой области (Т), где закреплены моноклональные антитела специфичные к искомому антигену. Образуется окрашеная тестовая линия при положительном результате. Часть свободных меченных антител движется до контрольной области мембраны (С), где закреплены антиглобулиновые антитела, образующие специфический комплекс с меченными антителами. Это приводит к образованию еще одной окрашеной тестовой линии. Таким образом, две линии на тест-полоске свидетельствуют о положительном и достоверном по контролю результате. Одна линия в области С (контроль) - отрицательный и достоверный по контролю результат.

ИХА является чувствительным и специфичным тестом для выявления и идентификации возбудителей инфекционных заболеваний непосредственно в исследуемом материале, взятом от пациента. Удобен в применении и может использоваться как экспресс-метод непосредственно «у постели больного».


5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. 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 окрашена);

_  -  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.
2. 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.
3. 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 – ОФ) 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. 
4. Учтите и оцените результат ИХА с исследуемым материалом (фекалии больного с подозрением на кампилобактериоз).
5. Ознакомиться и описать в таблице бакпрепараты: диагностические сыворотки для РСК, диагностикумы для РСК, антиген для реакции Вассермана, люминесцирующая сибиреязвенная сыворотка (ФИТЦ), тест-система иммуноферментная для определения антител к ВИЧ.

5.4. Итоговый контроль знаний: 

- вопросы для самоконтроля:

1. Цель прогревания (56( 30 мин.) сывороток, используемых в РСК.
2. Методика постановки ИФА с целью определения специфических антител. 
3. Методика постановки ИФА с целью определения специфического антигена.
4. Методика постановки РИФ с целью экспресс-диагностики заболеваний.
5. Назовите отличие непрямой РИФ от прямой и ее преимущества при определении специфических антигенов.

-решение ситуационных задач. 

ЗАДАЧА №1. 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 №2. 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 №3. С материалом от обследуемой с клиническим диагнозом «урогенитальный хламидиоз» была поставлена РИФ.

1. С какой целью была поставлена РИФ?

2. Что является критерием учета и оценки РИФ?

ЗАДАЧА №4. 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 №5. В анонимный кабинет обратился гражданин с просьбой проверить его на инфицирование ВИЧ. В процедурном кабинете у гражданина была взята кровь.
1. Назовите, какой метод был использован для диагностики ВИЧ-инфекции. В чем его суть?

2. Назовите критерии достоверности полученного результата.

ЗАДАЧА №6. При постанове ИХА с фекалиями обследуемого с клиническим диагнозом «ротавирусная инфекция» в тестовом окошке панели наблюдается одна линия.
1. С какой целью проводится исследование?
2. Оцените результат ИХА.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).
7. Список тем по НИРС, предлагаемый кафедрой:

1. История применения РСК в диагностике инфекционных заболеваний.

2. Практическое применение РИФ и ИФА.

3. Чувствительность и специфичность РИФ, ИФА при диагностике различных заболеваний 

8. Рекомендуемая литература по теме занятия:
Основная литература

1. 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. 

2. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный. 

Дополнительная литература

1. 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. 

2. Микробиология [Электронный ресурс]: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014. 

3. 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

Медицинская библиотека meduniver (http://naukavsma.com/ru_RU/medical-library-meduniver-com) 

Medicine Live библиотека учебных статей для студентов медвузов. (http://vk.com/medlivebooks)
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