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Введение


Интенсивное развитие методов молекулярной биологии дало мощный стимул к применению этих методов в современной микробиологической диагностике. Под современной микробиологической лабораторной диагностикой сегодня понимается не только применение рутинных методов микробиологии (без которых тоже обойтись невозможно), но и молекулярно-генетических методов (ИФА, ПЦР и др.). Применение молекулярно- генетических методов на современном этапе позволяет не только повысить качество микробиологической диагностики, но и проводить детекцию инфекционных агентов, паразитирующем на генном уровне, что является предпосылкой для выявления новых возбудителей заболеваний человека.


Существенное  расширение спектра этиологических агентов в патологии животных предъявляет высокие требования к уровню знаний современного ветеринарно - санитарных врачей.  Применение современных технологий в клинической лабораторной диагностике сопряжено с использованием компьютеризированных лабораторных диагностических комплексов, мощного программного обеспечения, что накладывает свой отпечаток на облик ветеринарных специалистов.


В методических указаниях представленны такие современные, обладающие чрезвычайно высокой чувствительностью методы индикации, как ДНК-зонды и полимеразная цепная реакция,  благодаря которым можно с высокой точностью обнаруживать вирусные нуклеиновые кислоты в любом материале. Это особенно важно с точки зрения лабораторной диагностики инфекционных болезней, совершенствование методов которой идет в трех направлениях: повышение чувствительности методов, сокращение времени на проведение исследований и снижение трудоемкости самих исследований, что дает возможность исследовать большее количество проб за короткое время.


Методические указания предназначены для использования в качестве дополнения к методическим указаниям  по микробиологии и вирусологии, для  специалистов, нуждающихся в освоении практических методов работы с микроорганизмами.

Тема: Реакция агглютинации   и её модификация (РА)
Цель занятия: Ознакомиться с сущностью реакции агглютинации, применением её в ветеринарно-лабораторной практике, получением и подготовкой компонентов; освоить методику постановки реакции агглютинации (РА) классическим объемным (пробирочным) и капельным методами 
Материалы и оборудование: Аппарат Флоринского для разлива сыворотки крови, пробирки агглютинационные (бактериологические) с ровным сферическим дном, пипетки, градуированные на 1 и 5 мл, стерильные пастеровские пипетки и штативы, сыворотка крупного рогатого скота позитивная (бруцеллезная), сыворотка нормальная (здорового) крупного рогатого скота (часть пробирок с нормальными и позитивными сыворотками нумерована - шифр для исследования, другая часть для контроля остается под названием «позитивная» и «нормальная»), антиген для РА (единый бруцеллезный), пробирки с физраствором NaCl, резиновые груши. Для демонстрации необходимы таблицы, пробирки с положительной и отрицательной РА, пробирки с кольцевой положительной и отрицательной реакцией и молоком (КР).
Задание: 

1 Ознакомиться со схемой и методикой постановки пробирочной и   капельной РА по таблицам.

2 Приступить к постановке    РА самостоятельно, используя указания   преподавателя.
3 Изучить технику учета РА по демонстрационным рядам пробирок с   положительной, отрицательной и сомнительной РА.
В основе всех серологических реакций лежит комплекс антиген-антитело.
Антигены - генетически чужеродные вещества, которые при введении в организм         животного         вызывают         специфическую         перестройку лимфоретикулярной ткани, сопровождающуюся выработкой антител.
Различают антигены:
-    Корпускулярные (бактерии, эритроциты);
-    Растворимые (молекулярно-дисперсные);
Антитела — высокомолекулярные белки глобулиновой фракции сыворотки крови (иммуноглобулины).
По взаимодействию с антигеном in vitro (в пробирке) различают антитела:
-    Агглютины        -    вызывают    склеивание    корпускулярного    антигена (агглютиногена и осаждение комплекса антиген-антитело (агглютината);
-    Преципитины   -   образуют   преципитат   с   растворимым   антигеном (преципитиногеном);
Бактериолизины;
-    Гемолизины;
-    Нейтролизующие антитела.
Осадочные серологические реакции протекают в две фазы:
1  Специфическая    невидимая    простым    глазом,    происходит    образование комплекса антиген-антитело;
2  Неспецифическая, проявляется конечный эффект - осаждение агглютината.
Серологические реакции применяются для:
1) определения   антител   в   сыворотке   животного   с   помощью известного антигена;
2) определения     специфического     антигена    с     помощью специфических гипериммунных сывороток;
3) унстановления видовой принадлежности возбудителя болезни, выделенного из исследуемого материала;
4)  для оценки естественного и искусственного приобретенного иммунитета.
Реакция агглютинации (РА) - проявляется в том, что при добавлении сыворотки крови, содержащей специфические антигену антитела, к взвеси клеток антигена происходит их склеивание, образование глыбок, комочков, хлопьев, которые оседают на дно пробирки, формируя характерный осадок, а жидкость над осадком просветляется.
РА используют для диагностики бруцеллеза, кампилобактериоза (вибриоза), лептоспироза, сальмонелеза, колибактериоза и др.
Существует несколько методов РА:
-    пробирочный; капельный;
-    реакция Кумбса;
-    по методу Кастеллани;
-    кольцевая реакция с молоком (КР);
-    реакция гемагглютинации.
1  Для определения антител в сыворотке крови берут 5-10 мл крови из яремной вены животного и ставят в теплое место. После образования сгустка его отделяют   от   стенок   пробирки   и   ставят   в   холодное   место.   Сыворотку отделяют в  стерильные  пробирки,  нумеруют,  отправляют с  нарочным  и сопроводительным письмом в лабораторию.
2  Антиген для РА - представляет стандартный антиген (взвесь убитых или живых бактерий в физрастворе).
3 Специфические   стандартные   агглютинирующие   сыворотки   получают   на биофабриках.
1 Классический (пробирочный) метод РА. На каждую сыворотку берут четыре пробирки. В первую вносят 2,4 мл, а в последующие по 1 мл изотонического раствора хлористого натрия (физраствор). К физраствору в 1 пробирке добавляют 0,1 мл исследуемой сыворотки, получается основное разведение 1:25. Из основного разведения 1 мл переносят во вторую пробирку (1:50), из второй в третью (1:100), из третьей в четвертую (1:200), из четвертой пробирки 1 мл разведения удаляют в сливную чашку. Из первой пробирки -0,5мл. разведения также удаляют в сливную чашку. Затем во все пробирки добавляют по 0,05 мл антигена, пробирки ставят в термостат на 4 часа, выдерживают при комнатной температуре 18 часов и читают реакцию визуально:
+ + + + (#) - осадок в виде раскрытого перевернутого белого кружевного зонтика, жидкость прозрачная (100% РА) - пол.
+ + + (+ + +)- неполное просветление жидкости, зонтик хорошо выражен (75% РА)- пол.

+ + (++)- заметное просветление жидкости, зонтик выражен умеренно (50% РА) - пол.
+ - едва заметное просветление жидкости, зонтик слабо выражен (25% РА) - отр.
-  (-) - просветление  жидкости  и  зонтик отсутствует,  на дне  пробирки «пуговка» - компактный осадок клеток антигена - отр.

2  Капельный метод РА. На предметное стекло наносят каплю специфической сыворотки   и   отдельно   каплю   физраствора   (контроль).   В   каждую   каплю добавляют культуру испытуемого микроба по 1 капле. Положительная реакция указывает на гомологичность антигена с антителами.
3  Кровекапелъный метод РА (ККРА). Применяют для диагностики пуллороза птиц.
На предметное стекло наносят каплю крови (из гребешка или сережки) и добавляют каплю стандартного антигена и каплю пуллорозного эритроцитарного антигена (для получения видимости гамагглютинации). Через 30-60 секунд в капле смеси появляются глыбки, хлопья.
4  Пластинчатая РОЗ - бенгаловая проба (РПБ) - для диагностики бруцеглеза.
0,03 мл исследуемой сыворотки крови вносят на дно лунки эмалированной пластины. Затем вносят 0,03 мл бруцеллезного антигена, окрашенного бенгальским розовым и смешивают покачиванием 4 мин.
5 Кольцевая реакция с молоком (КР) при обследовании крупного рогатого скота на бруцеллез и контроле сборного молока.
В пробирку наливают 2-3 мл свежего молока и добавляют антиген окрашенный гемотоксилином по 0,2 мл (2 кап.). Пробирки встряхивают и выдерживают в водяной бане (или термостате) при температуре 37°С 45-60 мин.
При положительной реакции образуется синее кольцо в нижнем слое сливок, столбик молока обесцвечивается.
При отрицательной реакции синяя окраска всего молока.

Контрольные вопросы:
1 Расскажите антигенное строение микробной клетки.
2 Назовите различия антител по проявлению их действия in vitro.
3 Назовите компоненты реакции агллютинации.
4  Расскажите сущность  и  технику  постановки  капельной  РА  и  кольцевой  реакции  с молоком.

Список рекомендуемой литературы:
1 Байкар В.А. и др. Практикум по ветеринарной микробиологии. - Москва, 1982 г., 234с.

2 Биргер Н.О. Справочник по микробиологическим и вирусологическим методам исследования. – М.: Медицина,  2007. -464с.  

 3 Костенко Т.С. и др. Практикум по ветеринарной микробиологии - Москва, 1989г.- 235с.
Тема: Реакция  преципитации и ее модификация (РП)
 
Цель занятия: Усвоить суть реакции преципитации, методы ее   постановки   и практическое применение
Материалы и оборудование: Пробирки с РА, поставленной на предыдущем занятии. Пробирки с экстрагированным антигеном (например, сибиреязвенный) с преципитирующей сывороткой, гомологичной антигену, с нормальной сывороткой, чистые преципитационые пробирки (Уленгута) и штативы к ним, тонкие пастеровские пипетки, резиновые груши, агар в колбах н водяная баня для расплавления агара, предметные стекла, стерильные чашки Петри, эксикаторы. Для демонстрации: готовят РП в агаровом геле, пробойник для создания углублений (лунок) в агаре. Таблицы. 

Задание:

1 Поставить реакцию кольцепреципитации.
2 Поставить реакцию диффузной преципитации в агаровом геле на предметном стекле и в чашках Петри.
При реакции преципитации (РП) происходит специфическое соединение антигена и антитела. На месте соединения преципитирующей сыворотки и экстракта (антигена) появляется преципитат (серо-белое кольцо).
Антигеном служит фильтрат убитой кипячением культуры или фильтрат экстракта исследуемого материала (кожсырье, мясо, несвежий патматериал и Др.).
Существуют физические и химические методы получения антигенов для РП: 
Физические методы:

а)  Механическое   разрушение   -   густую   массу   отмытых    физраствором бактериальных    клеток   растирают   в   стерильной    ступке   с    песком    или стеклянным порошком, затем наливают небольшое   количество   физраствора, центрифугируют (или фильтруют) до получения прозрачной жидкости;
б)  Замораживание     и     оттаивание     густой     взвеси     бактерий.     После центрифугирования надосадочную жидкость (антиген) используют в работе;
в) Метод звуковых колебаний- применяют специальные аппараты с особым зуммером.   Прибор   погружают   внутрь   жидкости   с   взвесью   бактерий  и включают - клетки разрушаются (как при действии ультразвука);
г)  Кипячение - наиболее      распространенный      метод      получения преципитиногена. Бактериальную   взвесь   (или   измельченную   ткань)   в физиологическом растворе кипятят 1 -2 часа, фильтруют через асбестовую вату.
Полученный         прозрачный         фильтрат-антиген         обладает         высокой специфичностью.
Химические    методы:    Используют    аутолиз    бактериальных    клеток,    их разрушение ферментами, высушивание в ацетоне и др.
Постановка РП осуществляется в пробирках в жидкой среде, плотной агаровой  среде  на  предметном  стекле  и  в чашках Петри.  В  ветеринарной

практике   распространенным   является    метод   Асколи   (1910)   -   реакция кольцепреципитации для диагностики сибирской язвы.
При исследовании единичных проб материала (мяса, патматериала) для получения антигена применяют экстагирование кипячением. При массовом исследовании проб материала (большое количество проб кожевенно-мехового сырья) пользуются холодным способом экстрагирования антигена.
Все поступившие в лабораторию пробы предварительно обеззараживают автоклавированием.
Приготовление антигена

 Берут 1-2 г измельченной кожи, наливают 10 мл изотонического физиологического раствора (0,85 % раствор хлористого натрия) кипятят 30-40 минут (горячим способом) или выдерживают при комнатной температуре 18-24 часа (холодный способ), после чего фильтруют через воронку с асбестовой ватой.
Метод Асколи

 В узкие пробирки Уленгута (d -4 мм) пастеровской пипеткой наливают по 0,3 мл преципитирующей сыворотки, выпускаемой биофабрикой (сибиреязвенной). Затем пастеровской пипеткой наслаивают 0,3 мл экстракта (антигена). Можно подслаивать сыворотку.
В случаях положительного результата, на границе двух жидкостей сразу или через 1-2 минуты образуется резко ограниченное кольцо (смотреть сбоку) или диск преципитат.
Специфичность реакции проверяют контролями сыворотки и антигена.
Реакция преципитации в агаровом геле

 Ставится на предметном стекле или в чашках Петри. В стерильные чашки Петри наливают тонким слоем 1 % расплавленный агар. Когда слой агара застынет, на его поверхности расставляют металлические (фарфоровые) цилиндрики 5-8 мм в диаметре и наливают слой агара. Когда агар застынет, цилиндрики вынимают, образуются лунки. Расстояние между ними 15 мм. В одну лунку вводят специфическую преципитирующую сыворотку, в остальные испытуемые антигены или один антиген в разных разведениях. Внесенные вещества в слое агарового геля диффундируют навстречу друг другу. На месте встречи антигена и антитела образуются зоны преципитации (мутные полосы в виде дуг). РП в агаровом геле применяется для диагностики вируса бешенства, маститного стрептококка, пневмакокковой септицемии и др.
Контрольные вопросы:
1Перечислите компоненте реакция преципитации, ее практическое применение.
2  Назовите отличие антигенов двух моносистемных прямых (осадочных) реакций РП и РА.
3 Расскажите методы постановки диффузионной преципитации.
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Тема: Реакция связывания комплемента (РСК)
Цель  занятия: Усвоить  сущность  РСК,   методику   и  назначение  титрации компонентов
Материалы и оборудование: Длинные железные штативы для пробирок, чистые сухие пробирки, градуированные пипетки, резиновые груши, физраствор NaCl, водяная баня (37-38° С) с термометром, гемолизин в ампулах и отдельно в разведениях 1:100, 2,5% -ная взвесь эритроцитов барана, таз для отработанных пробирок. Для демострации взятия крови из сердца: морская спинка (живая), стерильный шприц с соотвествующей иглой, стерильный физраствор. Таблицы (схемы) хода постановки реакции и титрации гемолизина и комплемента.

Задание: 

1 Провести титрацию гемолизином, определить его фактический и рабочий титр.
2  Провести титрацию комплемента.
3  Поставить главный опыт РСК.
Реакция связывания комплемента (РСК) впервые описана Борде и Жангу (1901г). При РСК соединение антигена с антителом проявляется в присутствии третьего компонента- комплемента.
Реакция - антиген-антитело-комплемент невидимая. Чтобы выявить взаимодействие компонентов реакции, используют дополнительную индикаторную систему.
Таким образом, в РСК участвуют две системы:
а) Бактериолитическая (диагностическая)
б) Гемолитическая (вспомогательно-индикаторная)
РСК осуществляют в два этапа. Сначала готовят бактериологискую систему - в пробирках смешивают по 0,5 мл исследуемую" инактивированную сыворотку с антигеном, добавляют комплемент в строго определенном количестве (титре). Смесь антиген-антитело (сыворотка) - комплемент (бактериолитическая система) помещают в водяную баню ( или термостат) при (37-38°С) на 20-40 мин.
Далее приступают ко второму этапу реакции - во все пробирки добавляют компоненты второй гемолитической системы и вновь ставят в водяную баню на 15-20 мин. Затем учитывают предварительный результат (есть или нет гемолиз), оставляют при комнатной температуре до следующего дня и производят окончательный учет РСК.
Отсутствие гемолиза (положительный диагностический результат) свидетельствует, что в исследуемой сыворотке имеются антитела, Специфичные взятому антителу, комплекс антиген-антитело образовался, комплемент связался. Добавляют компоненты второй системы - гемолизин и эритроциты, которые один по отношению к другому тоже являются антигеном (эритроциты) и антителом (гемолизин) и взаимодействуют в присутствии комплемента.
Если же в исследуемой сыворотке нет антитела, специфичных к взятому антигену, комплекс антиген-антитело не образуется и комплемент в первой бактериолитической системе не адсорбируется, остается в пробирке свободным, то при добавлении второй (гемолитической) системы комплемент взаимодействует с комплексом антиген-антитело (гемолизин - эритроциты) и происходит гемолиз (лизис эритроцитов). Диагностический результат отрицательный.
В РСК участвует 5 компонентов: антиген, антитело (исследуемая сыворотка), комплемент, гемолизин, взвесь эритроцитов барана. Для разведения компонентов используется физраствор натрий хлор.
Для   постановки   РСК   в   лаборатории   необходимо   следующее:   пробы сыворотки  от животных, поступившие для  исследования - две сыворотки заведомо    позитивные        (стандартные,    гиперимунные,    обеспечивающие положительный результат - контроль); - две нормальные сыворотки от здоровых животных - контроль.
Все   сыворотки   в   разведении   1:10   инактивируют  для   разрушения   их собственного комплемента нагреванием в водяной бане при 56-58 С 30 минут; - антиген в разведении согласно титру (указанному биофабрикой на упаковке);
-    комплемент     (сыворотка морской  свинки)  в  разведении  сооотвественно установленому титру;
-    гемолизин в рабочем титре;
-    взвесь эритроцитов барана в разведении 1:40;
-    физраствор;
-    градуированнные пипетки;
-    пробирки;
-    штативы;
-    водяная баня;
-    резиновые груши.
Приготовление взвеси эритроцитов: у барана из яремной вены берут кровь стерильной иглой в стерильную колбу со стеклянными бусами и с небольшим количеством физраствора. Кровь встряхивают круговыми движениями, фибрин оседает на шариках, кровь становится дефибринированной. Жидкую часть сливают в центрифужные пробирки, центрифугируют. Жидкость над осадком отсасывают, осадок ресуспендируют физраствором, вновь центрифугируют и надосадочную жидкость отсасывают. Отмывание эритроцитов повторяют до тех пор, пока жидкость над осадком не станет прозрачной, затем ее удаляют, а осадок растворяют физраствором 1:40.
Сыворотки поступившие для исследования и контрольные (позитивные и нормальные) разводят 1:5 или 1:10 инактивируют в водяной бане при 56-58 °С 30 мин (сыворотки ослов, мул инактивируют при 61° С 30 мин).

Антиген для РСК готовят на биофабриках. Это экстракты из разрушенных бактерий, на ампуле антигена биофабрика указывает его специальное предназначение - для РСК (сапной, бруцеллезный и др.) на упаковочной коробке ставят номер серии, указывают активность антигена (его титр, то есть в КВКОМ разведении его нужно использовать в работе 1:100, 1:50 и т.п.). При длительном хранении антигенов их вновь титруют в лаборатории по схеме.
Комплемент - открыт Бухнером (1889). Это составная часть свежей сыворотки крови, лимфы тканевых жидкостей животных разных видов. В РСК используют, свежую сыворотку крови морской свинки, как наиболее чувствительный комплемент.
Комплемент - вещество белковой природы, сложной структуры, быстро инактивируется при нагревании, длительном хранении, ультрафиолетовом облучении и др. комплемент можно консервировать добавлением к сыворотки к реши морской свинки 5 г сернокислого натрия, 4 г борной кислоты на 100 мл.  Активность комплемента при этом сохраняется до полугода.
В настоящее время промышленность выпускает комплемент, консервированный высушиванием в условиях вакуума при низкой температуре (лиофилизация). Высушенный,  запаянный в ампулах комплемент сохраняется 2 года. Перед каждой постановкой РСК комплемент титруют - определяют титр-оптимальное количество, необходимое для данной реакции (доза для одной Пробирки).
Гемолизин готовят на биофабриках путем гипериммунизации кроликов ОТМЫТЫМИ эритроцитами барана: кроликам внутривенно вводят 4-5 раз с 2-3 дневными интервалами 40-50% взвесь отмытых эритроцитов. Через неделю после последней инъекции у кроликов берут кровь, стерильно отсасывают сыворотку, инактивируют ее, консервируют глицерином 1:1 или 0,5 % фенолом, пируют, разливают по ампулам. В лаборатории перед постановкой РСК гемолизин вновь титруют.

Контрольные вопросы:
1  Перечислите компоненты РСК?
2  Каково назначение бактериолитической и гемолитической системы?
3 В чем заключается практическое применение РСК?
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Тема: Метод флюоресцирующих антител (МФА) или реакция иммунофлуоресценции (РИФ)

Цель занятия: Практически ознакомить студентов с сущностью реакции РИФ 

Материалы и оборудование: Таблица - схема МФА, флуоресцирующая сыворотка (какая имеется на кафедре), исследуемый материал бактериальная культура), чашки Петри, фильтровальная бумага, обезжиренные предметные стекла. Люминесцентный микроскоп

Задание: 

1 Приготовить  препарат - зафиксировать, обработать флюоресцирующей сывороткой.
2 Исследовать под люминесцентным микроскопом.
3 Микроскопическую картину зарисовать в тетрадь.
Метод флуоресцирующих антител (МФА)

 Метод флюоресцирующих антител (МФА) представляет собой комплексный метод, сочетающий в себе серологическую реакцию, при которой происходит специфическое взаимодействие антигена и антитела с образованием иммунокомплекса, и микроскопическое исследование, позволяющее обнаружить этот комплекс на предметном стекле на уровне даже одной микробной клетки. Комплексным исследованием определяется высокая чувствительность и достоверность метода.
В реакции иммунофлуоресценции используют антитела, к которым специальным образом присоединен флуорохром (чаще флуоресцеин-изотиоцианат). Такие антитела сохраняют способность специфически реагировать с антителом и благодаря наличию флуорохрома — светится при воздействии ультрофиолетовых лучей. При постановке иммунофлуоресценции микробный антиген фиксируют на предметном стекле и обрабатывают люминесцирующими антителами. Затем препарат промывают водой от избыткалюминесцирующей сыворотки и просматривают в люминесцентном микроскопе. Если антитела соотвествуют антигену, то они прочно присоединяются к нему, и в конечном итоге при люминесцентном микроскопировании в препарате обнаруживают светящиеся микробные клетки.
Преимущество РИФ как диагностического метода — возможность провести исследования в течение 2-3 часов (экспресс-метод), а также серологически идентифицировать микроб непосредсвенно в патологическом материале без его выделения в чистой культуре. Как и другие серологические реакции, РИФ можно использовать и для выявления антител в крови животных, особенностью данного метода является то, что взаимодейсвие антигена и антитела происходит на предметном стекле, на котором фиксирован антиген.
Методы          приготовления           препаратов          для           реакции
иммунофлуоресценции. При выявлении возбудителя инфекции на предметном стекле готовят мазки-отпечатки из органов и другого материала. С целью обнаружения антител в исследуемой сыворотке крови на предметном стекле готовят мазки из известного антигена, например сальмонелл, возбудителя сибирской язвы и др. препарат с нанесенным материалом (бактериальная суспензия, мазок - отпечаток) подсушивают и фиксируют, наливая на препарат ацетон на 5 минут, этанол на 10- 15 минут, метанол на 5-10 минут. Фиксацию осуществляют и путем нагревания, как при обычной световой микроскопии. Мазки-отпечатки из органов и тканей лучше обрабатывать ацетоном до минус 20°С. Окрашивание готовых препаратов лиминесцирующими сыворотками можно проводить в зависимости от конкретных задач различными способами (вариантами) МФА.
Примой вариант МФА разработан Кунсом с соавторами (1950). На предметное стекло с фиксированным антигеном наносят каплю люминесцирующей иммунной сыворотки, содержащей антитела против Искомого антигена. Препарат во избежания высыхания помещают во влажную камеру (чашку Петри) с фильтровальной бумагой, смоченной водой, и выдерживают в термостате при 37-38°С в течение 15-30 мин. Затем препарат промывают 5-10 мин от избытка не связавшихся белков в проточной (водопроводной) воде, рН которой должен быть не ниже 7,0. Промытый препарат просушивают фильтровальной бумагой и микроскопируют. Данный метод используют только для идентификации неизвестного антигена, недостатком его является необходимость изготовления люминесцирующей  сыворотки для каждого вида идентифицируемого микроорганизма.
Непрямой двухступенчатый вариант МФА предложен Welltr и Coons (1954), считается более универсальный, так как при помощи одной люминесцирующей антивидовой сыворотки можно выявлять различные виды микроорганизмов. Первоначально (первый этап) на антиген наносят каплю намеченной иммунной сыворотки (сыворотка первой ступени). Препарат выдерживают в термостате (см. прямой вариант) 15-30 мин, затем для удаления несвязавшихся белков иммунной сыворотки его промывают и просушивают, как описано выше. Если антитела сыворотки соотвествуют  антигену, то они фиксируются на нем и не удаляются после промывания.
На  втором этапе на подсушенный препарат наносят каплю люминесцирующей антивидовой сывоторки (сыворотка второй ступени) в определенном оптимальном разведении (рабочем титре). Препарат повторно помещают в термостат во влажной камере на 15-20 мин, вновь промывают и просушивают. Антивидовая сыворотка (второй ступени) представляет собой меченые флуорохромом антитела против глобулинов крови такого вида животного, от которого полученная иммунная сыворотка первой ступени. Таким образом, антитела первой сыворотки являются антигеном для меченых антител антивидовой сыворотки. В результате к образовавшемуся на первом этапе комплексу антиген-антитело присоединяются антитела второй ступени, образуется двойной комплекс, который можно обнаружить в люминесцентном микроскопе. Универсальность непрямого варианта обеспечивается тем, что, используя на первом этапе иммунные сыворотки, полученные на животных одного вида (например, на лошадях) против различных микроорганизмов, можно с помощью одной антивидовой сыворотки идентифицировать неограниченное количество возбудителей инфекционных болезней.
Иногда используют трехступенчатый вариант МФА, которой представляет собой своеобразный вариант РСК на стекле. В данном случае в иммунном комплексе на стекле при помощи люминесцирующей сыворотки выявляют связанный комплемент. При помощи двухступенчатого или трехступенчатого варианта МФА, используя известный антиген, можно обнаружить антитела в крови животных.

Для предотвращения специфичности результатов МФА необходимы следующие контроля. Для прямого варианта проводят окраску гомологичных и      гетерологичных      антигеном     в  отношении      микроорганизмов люминесцирующей сыворотки. Свечение бактерий должно быть в первом случае и отсутствовать во втором.
Для непрямого варианта мазки, содержащие гомологичные и гетерологичные в антигенном отношении микроорганизмы, обрабатывают люминесцирующей сывороткой. Бактериальные клетки не должны окрашиваться, поскольку нет антител первой ступени. Мазки с гомологичными и гетерологичными бактериями обрабатываются иммунной (антимикробной) сывороткой (первый этап) с последующим нанесением флуоресцирующей антиглобулиновой сыворотки (второй этап). Специфическое свечение бактерий должно быть в первом случае и отсутствовать во втором.
Оценка результатов МФА. При оценке результатов необходимо учитывать яркость свечения, цвет, локализацию и структуру свечения. Бактерии, окрашенные (обработанные) люминесцирующей сывороткой, меченной изоцианатом флуоресцеина обычно имеют яркое зеленое свечение по периферии клетки в виде ободка или ореола, центральная часть бактерий светится слабо. Такой характер свечения объясняется тем, что с единицы площади периферии микробной клетки на сетчатку глаза наблюдателя проецируется в несколько раз больше антител, чем с центральной ее части. Следует учитывать, что у пластичных бактерий (лептоспиры, вибрионы) светится вся клетка. У клеток, погруженных в тканевую жидкость, и у молодых бацилл сибирской язвы обычно нерезко выражен контур.
Интенсивность свечения оценивается по четырехкрестовой системе: ++++ -очень яркая флуоресценция по периферии микробной клетки, четко контрастирующая с темным телом клетки; +++ - яркая флуоресценция по периферии микробной клетки, ++ - слабое свечение по периферии клетки; + -нет контрастного свечения периферии и тела микробной клетки. Отсутствие специфического свечения обозначают знаком "минус" (видны тени микроорганизмов). При диагностике различных видов возбудителей болезней положительным результатом чаще считают специфическое свечение бактериальных клеток не ниже чем на четыре или три креста.
Контрольные вопросы:
1 Расскажите сущность метода флуоресцирующих антител.
2 В чем заключается условия постановки МФА?
3  В чем заключается контроль, необходимые при использовании МФА?
4 Как проводиться учет и оценка результатов?
Список рекомендуемой  литературы:
1 Байкар В.А. и др. Практикум по ветеринарной микробиологии.- Москва, 1982 г.-234с.
2 Колычев Н.М., Госманов Р.Т. Ветеринарная микробиология и иммунология. -2-е ИЗД., перераб. и доп.-Омск, 1996 г.-256с.
5 Коляков Я. Е. Ветеринарная микробиология.- изд. 2-е доп. и испр.-Москва,1965 г.-355с.
Тема: Иммуноферментный  анализ
Цель занятия:  Ознакомиться с иммуноферментным анализом для диагностики инфекционных болезней.


Задание: исследовать пат. материал иммуноферментным анализом 
 
Иммуноферментный  анализ (ИФА) – это современный метод, позволяющий с высокой  эффективностью выявлять в сыворотках больных людей специфические антигены или антитела к ним. Метод широко используется при диагностике вирусных и бактериальных инфекций.


Принцип иммуноферментного анализа заключается в соединении комплекса «антиген-антитело» с конъюгатом, содержащим ферментную метку, выявляемую с помощью субстратной смеси.


Иммуноферментный анализ применяется для выявления:

● специфических антител класса IgM и класса  IgG
● антигена возбудителя

● иммуноглобулинов класса IgM и класса IgG
● суммарных антител


В настоящее время в нашей стране ИФА- тест- системы разрабатываются по трём схемам проведения реакции.


В основе первой схемы (метод двойного связывания) лежит следующее: на твёрдофазном носителе (чаще лунки полистиролового планшета) зафиксирован антиген возбудителя, который инкубируется с испытуемой сывороткой или плазмой крови. При наличии антител в материале пациентов происходит их связывание в комплекс «антиген-антитело» (I фаза реакции).


После завершения первой реакции планшет отмывается. При этом не связывавшиеся компоненты исследуемой пробы удаляются, а на стенках лунок остается комплекс антиген-антитело. Для выявления образовавшихся иммунных комплексов проводят вторую иммунологическую реакцию, в которой в качестве антигена выступает связавшийся специфической Ig, а в качестве антител к нему- коньюгат, представляющий собой Ig (например, кроличий) к соответствующему Ig человека, меченный ферментом (обычно пероксидазой) (II фаза реакции).

 
После завершения второй иммунологической реакции следует отмывка лунок планшета от избытка конъюгата и далее – третий этап – ферментативная реакция, катализируемая ферментной частью молекулы коньюгата. Субстратом данной реакции служит бесцветное вещество- хромоген (орто-фенилендиамин, ОФД или тетраметилбензидин, ТМБ), который в ходе реакции образует окрашенное вещество. Интенсивность окраски в лунке определенным образом зависит от количества антител содержащихся в пробе. После остановки ферментативной реакции проводят фотометрирование лунок. Далее с учетом значений оптической плотности контрольных проб проводят математическую обработку результатов анализа. В общем случае, чем выше оптическая плотность в данной лунке, тем большее количество специфических антител содержалось в соответствующей пробе и, следовательно, выше титр анализируемой сыворотки. При отсутствии в сыворотке исследуемых антител лунки остаются неокрашенными.


Вторая схема: ИФА с фиксированными антителами или «ловушка для антител». Здесь на твердофазном носителе фиксируются аффинно-очищенные антитела против определенного класса иммуноглобулинов (М, G или А), которые связывают находящиеся в испытуемых сыворотках крови иммуноглобулины соответствующего класс аза реакции). Образование комплекса «антитело – специфический иммуноглобулин» выявляют с помощью конъюгата (II фаза). При инкубации с субстратом (IIIфаза) в случае наличия иммуноглобулинов соответствующего класса в испытуемой сыворотке или плазме крови наступает окрашивание раствора.


Третья схема: ИФА используется для выявления суммарных антител, специфических для определенного антигена, независимо от их класса. Её суть заключается в том, что специфические сывороточные антитела одновременно взаимодействуют с антигеном, зафиксированным на твердофазном носителе, и с тем же антигеном, меченым ферментом, при совместной инкубации сыворотки крови и конъюгата (I фаза реакции). Наличие образовавшегося комплекса определяют с помощью субстрата (II фаза).


В зависимости от используемых антигенов все ИФА- тест – системы для выявления антител подразделяются:

● лизатные – в качестве антигена, иммобилизованного на твердой фазе или входящего в состав конъюгата, используется нативный антиген (лизированный или обработанный ультразвуком возбудитель инфекции, полученный в культуре):

● рекомбинантные – в качестве антигена используются полученные генно-инженерным способом белки- аналоги определенных белковых антигенов возбудителя;

● пептидные – использующие синтетические фрагменты белков.


Иммуно - ферментный анализ (ИФА) применяется в диагностике инфекций для выявления наличия в сыворотке крови специфических иммуноглобулинов (Ig или антител)- белков, вырабатываемых клетками иммунной системы, направленным агентом. Связываясь с микробной клеткой или продуктами ее жизнедеятельности, иммуноглобулины нейтрализуют их и способность их элиминации. Таким образом, иммуноглобулины представляют собой суть гуморального иммунитета, то есть иммунитета, обусловленного субстанциями, содержащимися в жидкостях тела, в отличие от клеточного иммунитета, связанного с присутствием специальных клеток иммунной системы. На каждый вид (и даже подвид) возбудителя вырабатываются свои определенные антитела, которые, как правило, не связываются ни с каким другим инфекционным агентом. Благодаря этому определение антимикробных антител обеспечивает достаточно высокую специфичность анализа. Из пяти классов Ig в диагностике инфекционных заболеваний чаще всего используются Ig трех типов А,М и G. В нашей лаборатории производится определение  Ig М и Ig G.


Выработка иммуноглобулинов происходит по определенным законам, которые необходимо знать для правильной интерпретации получаемых результатов. Прежде всего, нужно помнит, что существует некоторый промежуток времени с момента внедрения инфекционного агента в организм и до момента появления антител в сыворотке крови – это так называемый серонегативный период. Для различных инфекций и отдельных индивидуумов он может быть неодинаков.

В первую очередь начинают вырабатываться IgМ, пик которых приходится на максимум проявлений клинических признаков острой инфекции. Поэтому IgМ принято считать маркером острой фазы заболевания. С отстаиванием на 1-2 недели начинает увеличиваться титр IgG. В последующем содержание IgМ в сыворотке крови снижается, а   IgG - продолжает увеличиваться. Этот период соответствует стадии перехода инфекций из острой фазы в хроническую инфекцию. Если в какой-то момент происходит обострение хронической инфекции, то наблюдается новый всплеск    IgМ с последующим увеличением титра  IgG соответствующем фазе ремиссии. Если организм справляется с инфекцией (сам или с помощью медикаментов), то   IgG могут еще длительное время (а для некоторых инфекций и пожизненно) оставаться повышенными.  Для ряда заболеваний, таких как корь, дифтерия, паротит и другие, наличие специфических иммуноглобулинов является надежным барьером против повторного инфицирования.  Спустя 2 месяца после эффективной терапии уровень  IgG опускается ниже критического значения, тем не менее, следует с осторожностью использовать данные анализа IgG в качестве показателя излеченности, поскольку, в силу индивидуальных особенностей иммунной системы,  данные антитела еще длительное время (3 и более месяцев) могут присутствовать в крови.

Подготовка образцов

Рекомендуемое приготовление сыворотки: отстаивание 0,5-1 час при 370С в термостате для быстрого формирования фибринового сгустка (не превратившийся в фибрин фибриноген является источником ложнопозитивных реакций во многих тест-системах), центрифугирование

10 минут при 3000 об/мин или 20 мин при 1500 об/мин.

При приготовлении сывороток должны быть приняты все меры, позволяющие исключить контаминацию.

1 Если в тест-системе используются компоненты, полученные из крови человека, то к таким компонентам следует относиться как к потенциально инфекционным независимо от результатов тестов, которые провел производитель тест-системы.

2 При работе с компонентами набора и исследуемыми образцами работать только в перчатках. По окончании работы обязательно тщательно вымыть руки.

3 Все исследуемые образцы следует считать потенциально инфекционными.

4 При работе с таблетками ОФД следует использовать только пластиковые пинцеты или пинцеты с пластиковым покрытием, так как ОФД может реагировать с металлами, что может привести к неправильным результатам.

5 Попадание ОФД в глаза, на кожу или одежду может привести к раздражению или аллергической реакции. В случае попадания ОФД на кожу следует промыть место контакта большим количеством воды.

6 ОФД является свето и влагочувствительным. Флакон с ОФД следует хранить плотно закрытым. Перед тем, как открыть флакон с ОФД следует довести его до комнатной температуры во избежание конденсации влаги внутри флакона. Не следует использовать сломанные таблетки ОФД.

7 Для приготовления реагентов следует использовать дистиллированную или деионизированную воду. Эту воду следует хранить в неметаллических емкостях.

8 Не следует использовать реагенты из разных серий тест-системы.

9 Все реагенты и компоненты тест-системы должны быть доведены перед использованием до комнатной температуры, а после работы должны храниться при температуре от 2 до 80С. При дробном использовании набора следует сократить до минимума нахождение растворов при комнатной температуре и особенно в открытой посуде.

10 Если производитель использует осушитель, меняющий цвет при насыщении влагой (наиболее распространена смена цвета с синего на розовый), запрещается использовать планшет в случае достижения осушителем «неправильного» цвета.

11 Не следует использовать реагенты позднее указанного срока годности.

12 Следует предпринять все меры для предотвращения возможного перепутывания или перемешивания реагентов (например, использовать только специально предназначенные и подписанные емкости для приготовления реагентов).

13 Перед использованием убедитесь, что растворы и реагенты гомогенны.

14 Планшеты (стрипы) можно использовать для постановки ИФА только один раз.

15 Перед вскрытием пакета с планшетом его следует выдержать при комнатной температуре примерно 30 минут для предотвращения конденсации влаги на планшете. Если планшет разборный, и используются не все стрипы сразу, то после вскрытия оставшиеся стрипы следует поместить в пакет, который необходимо закрыть. Распространенный  способ – край пакета сворачивается вдвое и зажимается скрепками. Зарубежные фирмы вкладывают в наборы специальные зажимы для этих целей, эти зажимы можно использовать и для укупорки пакетов с планшетами отечественных производителей. Не следует удалять пакетик с влагопоглотителем.

16 Следует убедиться в том, что исследуемый образец или реагент внесен в лунку.

17 При использовании одноканальной пипетки для внесения испытуемых образцов необходимо использовать новый наконечник для каждого образца. При использовании многоканальной пипетки следует использовать новые наконечники для каждого используемого реагента.

18 Реакция связывания антител с антигенами начинается сразу после внесения сыворотки в лунку, поэтому желательно, по - возможности, уменьшить период между внесением первой и последней сывороток на планшет. В случае длительного времени образцов (например, постановка цельного планшета) рекомендуется перестановка сывороток, дающих оптическую плотность в ближайшем к серой зоне районе оптических плотностей.

19 Если допущена ошибка при внесении анализируемых образцов (например, 2 сыворотки внесены в одну лунку), нельзя, опорожнив эту лунку, вносить в нее новый образец. Такая лунка бракуется.

20 Не следует допускать подсыхания лунок в период между инкубациями или промывками – возможно образование плохорастворимой пленки на их поверхности. В случае необходимости длительного перерыва следует положить планшет вверх донышками лунок на смоченную водой марлю или фильтровальную бумагу, в норме – не допускать длительного перерыва.

21 Не следует касаться дна лунок – отпечатки пальцев или перчаток могут привести к неправильной регистрации оптической плотности.

22 При использовании стрипов следует работать с обязательной фиксацией стрипов в рамке. Следует осторожно протереть донышки лунок с помощью мягкой, не оставляющей волокон салфетки (при наличии на донышках капель влаги, пылинок и других загрязнений) до регистрации оптической плотности.

23 В случае получения оптической плотности от контрольных образцов, не попадающей в интервал, описанный в соответствующем разделе инструкции, следует считать, что имеются ошибки при подготовке или постановке реакции, либо тест-система непригодна к применению.

24 Если используется ридер без калибровочного фильтра на 620-630 нм, следует учитывать возможность того, что мутные или загрязненные области планшета могут быть зарегистрированы с завышенным значением реальной оптической плотности.

25 Если производитель не упоминает в инструкции об использовании калибровочного фильтра, то следует учитывать возможность сдвига ОП крит при некоторых формулах расчета в случае вычета оптической плотности на длине волны калибровочного фильтра (например, если при формуле ОП крит= ОПК- + 0,2 вычет оптической плотности на длине волны калибровочного фильтра практически не влияет на интерпретацию результатов, так как при незагрязненных донышках от всех значений оптической плотности исследуемых образцов и К- отнимается примерно одно и то же число и разница между оптикой К- и исследуемым образцом практически не изменяется, то при формуле ОП крит= ОП К-х 3 при малых значениях ОПК- можно достаточно далеко отойти от результата, планируемого производителем, так как от исследуемого образца оптическая плотность на длине волны калибровочного фильтра отнимается один раз, а от ОПкрит отнимается фактически 3 раза).

26  Необходимо сличать полученную распечатку оптической плотности лунок с визуальной оценкой. Возможны искажения реальной оптической плотности в результате попаданий соринок в лунку или загрязнений донышка лунки.

Особенности работы

Необходимо выделить отдельную посуду и наконечники для работы с раствором конъюгата. Идеальный вариант- использование посуды и наконечников однократного применения. В реальной жизни часто не имеется такой возможности. Если посуда и наконечники используются многократно, то при подборе схемы мойки должно быть учтено сильное влияние даже следовых количеств таких веществ, как перекись водорода, хлорамин, азид натрия или добавки в синтетические моющие средства, на активность конъюгата.

Рабочий раствор конъюгата желательно готовить непосредственно перед применением.

Равномерность заполнения и опорожнения всех лунок планшета контролируют, как правило, визуально в процессе промывки.

В идеале – перед промывкой содержимое лунок отсасывается пипеткой  затем при промывке лунки заполняются до самого верха. При таком способе промывки резко падает вероятность появления неправильных результатов, связанных с загрязнением боковых поверхностей лунок растворами сывороток или конъюгата. Особенно тщательно следует промывать планшет после инкубации конъюгата.


Для работы с раствором ОФД рекомендуется выделить отдельную посуду, которую нужно каждый раз ополаскивать 50%-ным раствором спирта и затем дистиллированной водой. Запрещается мыть посуду для ОФД растворами синтетических моющих средств.

Также желательно выделить отдельные наконечники для пипеток, которые будут применяться только для работы с раствором ОФД. Сразу после использования рекомендуется промывать такие наконечники спиртом и дистиллированной водой.

1 Отбор концентрата ТМБ проводить только новыми наконечниками.

2 Не использовать посуду и наконечники для отбора раствора ТМБ в ЦФР, если они ранее применялись для растворов ОФД, так как даже следовые количества ОФД приводят к неправильным результатам.

3 Составы ЦФР для ТМБ и ОФД различны, поэтому нельзя использовать для разведения ТМБ ЦФР из наборов с комплектацией таблетками ОФД и наоборот.

4 В тест-системах с комплектацией ТМБ нельзя использовать комплект ЦФР-ОФД из других наборов, это может привести к неправильным результатам, поскольку все компоненты набора подобраны для системы ТМБ-ЦФР.

5 В тест-системах с ОФД и ТМБ обычно используются стоп-реагенты, отличающиеся количеством серной кислоты, поэтому нельзя использовать стоп - реагент из тест-системы с комплектацией ОФД для работы с тест-системой, укомплектованной ТМБ.

6 Следует учитывать, что система ТМБ-ЦФР обеспечивает примерно в 10 раз более высокую чувствительность выявления пероксидазы, чем система ОФД-ЦФР, поэтому необходима более тщательная и аккуратная работа во избежание попадания в лунки капель растворов, содержащих входящую в состав конъюгатов пероксидазу, с рабочих поверхностей оборудования, перчаток и спецодежды. Признаком такого нарушения правил работы является спорадическое появление на планшете лунок с более высокой оптической плотностью.

Учет результатов

Следует учитывать, что реакция окисления ОФД при добавлении серной кислоты до конца не останавливается. Поэтому нежелательно измерять оптическую плотность лунок позже, чем через 30 минут после добавления серной кислоты в качестве стоп - реагента.


 Если в инструкции по применению не введено понятие «серой зоны», то желательно учитывать возможное влияние ошибок дозирования пипеткой (5%) и измерения оптической плотности спектрофотометром (10%). Таким образом, сыворотки, оптическая плотность которых после постановки ИФА отличается не более, чем на 15% от ОПкрит, следует признавать сомнительными.

Сравнение с результатами других диагностических методов


Любой диагностический метод имеет свои ограничения. Современный уровень науки и техники пока не позволяет создать диагностические методы, обладающие 100-процентными чувствительностью и специфичностью. Поэтому не следует сразу отвергать результаты ИФА, если они противоречат результатам, полученным другими методами. Точно также не следует сразу отвергать результаты других методов в том случае, если они противоречат ИФА. Более того, совместное использование различных диагностических методов позволяет с большей вероятностью ставить правильный диагноз, либо оценивать вероятность правильности поставленного диагноза.

Как и любой лабораторный метод диагностики ИФА   имеет свои достоинства и недостатки.


К достоинствам ИФВ можно отнести высокую чувствительность, специфичность, воспроизводимость,  унифицированность и пригодность для массовых обследований. Возможность инструментальной оценки результатов устраняет фактор субъективности. Кроме того, к преимуществам метода можно отнести его возможность по анализу крови выявлять наличие инфекции любой локализации, а также возможность следить в динамике по уровню титра за ходом заболевания.


К недостаткам метода, прежде всего, относится то, что он является непрямым, то есть определяется не возбудитель, а иммунный ответ на него, который может иметь индивидуальные вариации.

По оценкам ряда авторов чувствительность и специфичность метода ИФА составляет соответственно 90% и 95% соответственно, что является довольно высоким показателем для лабораторного метода. Естественно, что только по наличию тех или иных антител не может быть поставлен достоверный диагноз заболевания. Необходимым и в большинстве случаев достаточным для постановки достоверного диагноза можно считать одновременное выявление антител к возбудителю методом ИФА и прямое выявление возбудителя методом ПЦР и ПИФ.


В целом существует уже сложившийся опыт применения стандартных методов диагностики, поэтому ошибки при интерпретации результатов встречаются относительно редко. Из новых методов наиболее быстро развивается метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). Отношение к ПЦР на нынешнем этапе некритичное, многими врачами этот метод воспринимается как «золотой стандарт», поэтому при расхождении результатов с ИФА результаты ПЦР принимаются чаще как более верные. По оценкам западных специалистов этот период сменится периодом недоверия и необъективной критики метода ПЦР и лишь через 5-10 лет отношение к нему станет объективным.

Контрольные вопросы:
1 В чем состоит принцип ИФА, и его использование для диагностики  инфекционных болезней?

2 Каковы достоинства и недостатки ИФА?
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Тема: Применение иммуноферментной тест-системы для выявления иммуноглобулинов класса G к листериолизину О «Листерии О - Lg- G»

Цель занятия: Ознакомиться с иммуноферментной тест-системой для диагностики     листериоза.


Тест-система представляет собой набор реагентов для выявления антител к токсину Листериолизин О в сыворотках крови методом иммуноферментного анализа: планшет с иммобилизованным антигеном Листериолизина О ; положительная контрольная сыворотка (К+), содержащая антитела к антигену Листериолизина О, прозрачная жидкость красного цвета; отрицательная контрольная сыворотка К-, не содержащая антител, прозрачная жидкость желтого цвета; разводящий буферный раствор для сывороток (РБС-С), прозрачная жидкость фиолетового цвета; раствор конъюгата моноклональных антител мыши к Lg G человека, конъюгированные с пероксидазой хрена (PKr-LgG)- прозрачная опалесцирующая жидкость зеленого цвета; концентрат фосфорно-солевого буферного раствора с твином (ФСБ-Т); хромоген- тетраметлбензидин- субстрат (ТМБ - субстрат), бесцветная или светло-желтого цвета жидкость; стоп –реагент, прозрачная бесцветная жидкость.


Набор рассчитан на проведение 96 анализов, включая контрольные сыворотки. Комплектуется всеми необходимыми реагентами, кроме дистиллированной воды.


Тест – система предназначена для первичного скрининга сыворотки или плазмы крови человека на наличие антител класса G к антигенам Листериолизина О – являющимся основным специфическим токсином Listeria monocytogenes – возбудителя листериоза.


Для выявления иммуноглобулинов класса G к возбудителю Листериолизин О возможно использование сыворотки (плазмы) крови как свежеприготовленной, так и хранившейся при температуре 2-80С в течение 24 ч, либо замороженной при температуре минус (20±3) 0С в течение 3 месяцев.    


Сыворотки, содержащие осадок, перед анализом должны быть очищены центрифугированием. Нельзя использовать термоинактивирован-

ные, а также сыворотки с добавлением азида натрия. Контаминированная   микробами, гемолизированная или богатая липидами сыворотка (плазма) может давать ошибочные результаты. Избегать повторных циклов замораживания и оттаивания образцов. Не допускается тестирование пула, содержащего несколько образцов сывороток.


Следует избегать загрязнения растворов, планшет механическими, химическими примесями и микроорганизмами. В работе использовать только чистые (новые) наконечники для пипеток.


Несмотря на то, что тест-система содержит инактивированные  контрольные сыворотки, с системой следует обращаться как с потенциально инфекционным материалом: работать в резиновых перчатках, не пипетировать ртом, все использованные материалы подвергать обработке раствором этилового спирта с объемной долей 70% или раствором перекиси водорода с массовой долей 6% с последующей выдержкой при температуре 20-220С не менее 2 часов.


Перед использованием набора все компоненты тест-системы необходимо выдержать не менее 30 минут при температуре 18-250С.


При постановке ИФА нельзя использовать компоненты из наборов разных серий или смешивать их при приготовлении растворов.


В случае использования одного или нескольких стрипов планшета в чистый флакон отобрать необходимое количество компонентов для данной серии в соответствии с таблицей:
	
	Количество используемых стрипов

	
	2
	4
	6
	8
	10
	12

	Объем,

мл
	Концентрат

ФСБ-Т, мл
	4
	8
	12
	16
	20
	26

	
	Вода дистиллированная, мл
	до

100
	до

200
	до

300
	до

400
	до

500
	до

650



Неиспользованный концентрат ФСБ-Т хранить при температуре от 2 до 8оС в течение срока годности набора, раствор ФСБ-Т – при температуре от 2 до 8оС в течение месяца.

Ппроведение иммуноферментного анализа
Проведение первой реакции


В лунки планшета А1 и В1 внести по 100 мкл К+, в лунки С1 и Д1 внести по 100 мкл К-. В остальные лунки планшета внести по 100 мкл разводящего буферного раствора для сывороток (РБР-С). В остальные лунки планшета внести сыворотки объемом по 10 мкл и тщательно перемешать пипетированием, при этом РБР-С меняет цвет.


Планшет закрыть крышкой или клейкой лентой, и инкубировать 30 мин при температуре 370С.


По окончании инкубации содержимое лунок собрать в сосуд с дезинфицирующим раствором. Планшет промыть 5 раз раствором ФСБ-Т, при помощи автоматического промывателя или вручную, добавляя раствор в каждую лунку не менее, чем по 250 мкл, в процессе одного промывания. Время между заполнением и опорожнением лунок должно быть не менее 10 сек., остатки влаги удалить, постукивая планшетом по сложенной в несколько раз фильтровальной бумаге.

Проведение второй реакции


После промывания и удаления влаги внести в каждую лунку планшета 

     LgG 100 мкл раствора конъюгата (PKr-LgG). Планшет закрыть крышкой или клейкой лентой, и инкубировать 30 мин при температуре 37оС.


По окончании инкубации содержимое лунок собрать в сосуд с дезинфицирующим раствором. Планшет промыть 5 раз раствором ФСБ-Т, при помощи автоматического промывателя или вручную, добавляя раствор в каждую лунку не менее, чем   по 250 мкл, в процессе одного промывания. Время между заполнением и опорожнением лунок должно быть не менее 10 сек., остатки влаги удалить, постукивая планшетом по сложенной в несколько раз фильтровальной бумаге.

Проведение ферментативной реакции


Внести в каждую лунку планшета по 100 мкл раствора ТМБ- субстрата. Планшет поместить на 15 мин в защищенное от света место при температуре 37оС.


Реакцию остановить внесением в каждую лунку стоп - реагента объемом по 50 мкл и измерить оптическую плотность.


Внимании: стоп - реагент представляет собой раствор серной кислоты с концентрацией 0,9 моль/л. В случае попадания на кожу раствора хромогена или стоп- реагента необходимо их немедленно смыть водой с мылом.

Учет результатов

Результаты анализа регистрируют на спектрофотометре измеряя оптическую плотность (ОП) при длине волны 450 нм. Нулевой уровень («бланк») задают по воздуху. Измерение проводят сразу или в течение 10 мин после остановки реакции.


Результаты учитывают только в том случае, если среднее значение ОП в лунках с К- ОП (ОПК-) не более 0,2, а в лунках с К+ среднее значение ОП (ОПК+) не менее 1,0.


Для оценки результатов анализа вычисляется критический уровень оптической плотности (ОП крит.):
ОПкрит.= ОПк- + 0,25

При визуальной оценке результатов отрицательными считаются пробы бледно-желтого цвета или бесцветные как и для К-, положительными – пробы желтого или ярко-желтого цвета.


При значениях ОП исследуемых сывороток равных ОПкрит.± 10% результат анализа исследуемых сывороток считается сомнительным. В этом случае необходимо провести исследование со свежим образцом сыворотки. Результаты исследований всегда должны сопоставляться с клиническими данными и другими методами диагностики.

При положительных результатах с сыворотками в разведении 1:10 при необходимости проводят их дальнейшее титрование путем последовательных двукратных разведений.

Контрольные вопросы:
1 Что входит в набор тест - системы?

2 Как проводят учет результатов?
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Тема:    Полимеразная  цепная  реакция  и ее использование в микробиологии
Цель занятия:  Ознакомиться с ПЦР для диагностики инфекционных болезней.
 Менее чем за 15 лет своего существования ПЦР сделала рутинным анализ специфических ДНК- последовательностей многих патогенных микроорганизмов. Универсальность, высокая чувствительность и относительная простота исполнения сделали метод ПЦР незаменимым для решения различных задач клинической диагностики, таких, как прямое обнаружение и идентификация возбудителей заболеваний, молекулярное типирование и исследование свойств патогенных микроорганизмов, анализ мутаций, связанных с генетическими заболеваниями у человека, идентификация личности человека.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – искусственный процесс многократного копирования (амплификации) специфический последовательности ДНК, осуществляемый in vitro. Копирование ДНК при ПЦР осуществляется специальным ферментом – ДНК – полимеразой, как и в клетках живых организмов. ДНК- полимераза, двигаясь по одиночной цепи ДНК (матрице), синтезирует комплементарную ей последовательность ДНК. Важно, что ДНК- полимераза не может начать синтез цепи ДНК «с нуля», ей необходимо короткая «затравочная» цепь РНК или ДНК, к которой она может начать присоединять нуклеотиды.

Механизм полимеразной цепной реакции:

1 Плавление двухцепочечной ДНК: перед началом реакции ДНК-мишень является двухцепочечной, при температуре 94-950С комплементарные цепи ДНК расходятся.

2 Отжиг праймеров: при температуре, оптимальной для выбранных праймеров, происходит их связывание с комплементарным участком ДНК-мишени.

3 Синтез новых цепей ДНК: ДНК-полимераза присоединяет нуклеотиды к праймерам, синтезируя новые цепи ДНК, которые становятся мишенью для праймеров в последующих циклах ПЦР.

4 Количество копий ДНК-мишени растет экспоненциально в последовательных ПЦР

Основной принцип ПЦР состоит в том, что реакция полимеризации (синтеза полимерной цепи ДНК из мономерных нуклеотидных звеньев) инициируется специфическими праймерами (короткими фрагментами «затравочной» ДНК) в каждой из множества повторяющихся циклов. Специфичность ПЦР определяется способностью праймеров «узнавать» строго определенный участок ДНК и связываться с ним согласно принципу молекулярной комплементарности.

В обычной реакции ПЦР используется пара праймеров, которые «ограничивают» амплифицируемый участок с двух сторон, связываясь с противоположными цепями ДНК- матрицы. Для многократного увеличения количества копий исходной ДНК нужна цикличность реакции. Как правило, каждый из последовательно повторяющихся циклов ПЦР состоит из трех этапов:

1) денатурации, или «плавления» ДНК, когда двухцепочечная ДНК под действием высокой температуры переходит в одноцепочечное состояние;

2) связывания (отжига) праймеров с матричной ДНК;

3) элонгации, или удлинения цепи.

   
Смена этапов каждого цикла осуществляется путем изменения температуры реакционной смеси . Сначала праймеры могут связаться только с определенной последовательностью исходной ДНК, но в последующих циклах они связываются с копиями этой последовательности, синтезированными в предыдущих циклах. При этом количество основного продукта ПЦР (копии последовательности ДНК, ограниченной праймерами) теоретически удваивается в каждом цикле, то есть растет с числом циклов экспоненциально.

СХЕМА
Усовершенствование технологии ПЦР

Первоначально для осуществления ПЦР использовали обычные ДНК- полимеразы, которые подвергались температурной инактивации в каждом цикле на этапе денатурации ДНК. Полимеразу приходилось многократно добавлять в реакционную смесь, что было довольно трудоемко и не позволяло автоматизировать процесс.

    
В реакции используются термостабильные ДНК-полимеразы, выдерживающие высокую температуру на всех этапах цикла ПЦР в течение нескольких десятков циклов. Количество коммерчески доступных термостабильных  ДНК- полимераз, отличающихся некоторыми своими свойствами, достаточно велико.

Современные коммерческие препараты термостабильных полимераз обеспечивают, как правило, стабильную воспроизводимую активность, что позволяет использовать технологию ПЦР в стандартной лабораторной практике.


Для осуществления ПЦР в основном используются приборы (термоциклеры), которые изменяют температуру автоматически на основе заданной программы. В термоциклерах пробирки с реакционной смесью помещаются в металлический блок, температура которого изменяется с помощью элемента Пельтье. Элемент Пельтье позволяет изменять температуру блока с большой скоростью, что сокращает продолжительность каждого цикла ПЦР.


Современные термоциклеры приспособлены для использования специальных тонкостенных пластиковых пробирок для реакционной смеси, что позволяет ускорить теплообмен между блоком прибора  реакционной смесью и в конечном итоге дополнительно сократить время проведения реакции.
Возможности и ограничения традиционных методов
 культивирования


Традиционный для микробиологических лаборатории культуральный метод диагностики, как правило, хорошо оправдывает себя для выявления и исследования таких свойств, как чувствительность к антибиотикам, вирулентность легкокультивируемых микроорганизмов. Однако некоторые микроорганизмы (пневмококки, гемофилы, нейссерии, микоплазмы, облигатные анаэробы и др.) могут быть чрезвычайно чувствительными к условиям забора клинического материала, транспортировки и культивирования, наличию специальных факторов роста или способны к размножению in vitro только в культуре клеток (вирусы, хламидии, риккетсии).


Медленный рост на искусственных средах таких микроорганизмов, как микобактерии и грибы, является еще одним естественным ограничением, связанным с использованием культурального метода для диагностики этих микроорганизмов. Кроме того, работа с живыми культурами выделенных возбудителей, причем не только особо опасных, но иногда и условно-патогенных, может представлять угрозу для здоровья персонала лаборатории.


Среди возбудителей болезней человека известны также и некультивируемые виды бактерий, например Mycobacterium leprae, Treponema pallidum, и многие виды вирусов, включая вирусы папилломы человека и гепатита С, попытки выращивания которых в клеточной культуре пока остаются безуспешными. Наконец, даже при успешном культивировании существует необходимость последующей идентификации выделенных микроорганизмов.


Традиционные микробиологические методы идентификации основаны на использовании различных фенотипических тестов, таких, как выявление специфической ферментативной активности, способности метаболизировать сахара или поддерживать рост на средах с селективными добавками. Сложность стандартизации условий подобных тестов, а также естественная фенотипическая вариабельность, присущая многим микроорганизмам, могут быть причиной неправильной идентификации.

Использование ПЦР для прямой диагностики и идентификации возбудителей инфекционных заболеваний


В тех случаях, когда использование культуральных методов является проблематичным или связано с недостаточной диагностической эффективностью, возможность замены биологической амплификации (то есть роста на искусственных средах) на ферментативное удвоение нуклеиновых кислот in vitro с помощью ПЦР представляется особенно привлекательной. Наиболее распространенный вариант ПЦР (specific PCR) предусматривает использование праймеров, комплементарных специфической последовательности ДНК, характерной для строго определенного вида микроорганизма. Например, ПЦР -амплификация специфического участка гена, кодирующего главный белок наружной мембраны (МОМР) Chlamydia trachomatis, в сочетании с нерадиоактивной гибридизацией для детектирования продуктов реакции позволяет обнаружить единичные копии хламидийной ДНК в исследуемых образцах.  При этом ПЦР значительно превосходит по диагностической эффективности культивирование и методы прямого обнаружения хламидийного антигена (микроиммунофлюоресценцию и иммуноферментный анализ), традиционно используемые для выявления C. trachomatis.


Имеется также возможность использования сразу нескольких пар видоспецифических праймеров в одной реакционной пробирке для одновременной амплификации ДНК различных возбудителей. Такая модификация получила название множественной ПЦР (multiplex PCR).


Множественная ПЦР может быть использована для выявления этиологической роли различных микроорганизмов, вызывающих заболевания определенного типа. Так, например, описаны варианты применения множественной ПЦР для одновременного обнаружения двух (C.trachomatis N. gonorrhoeae при заболеваниях урогенитального тракта или даже четырех возбудителей (H. influenzae S. pneumoniae M. catarrhalis и А otitidis при хроническом гнойном отите ).

Альтернативный подход в ПЦР- диагностике связан с использованием универсальных праймеров, которые позволяют амплифицировать фрагменты генов, присутствующих у всех микроорганизмов определенной таксономической группы. Количество видов, которые могут быть выявлены с помощью этого метода, может ограничиваться как рамками небольших систематических групп. (рода, семейства) , так и крупных таксонов на уровне порядка, класса типа.


Использование праймеров, комплементарных консервативным участкам этих генов, позволяет амплифицировать ДНК большинства видов бактерий. Полученные в результате ПЦР фрагменты рибосомных генов могут быть затем проанализированы с помощью различных лабораторных методов.

Методы молекулярного типирования микроорганизмов 

на основе ПЦР


ПЦР широко используется не только для диагностики и идентификации, но также и для субвидового типирования и анализа генетического родства (клональности) выделенных штаммов микроорганизмов, особенно при проведении эпидемиологических исследований. По сравнению с традиционными фенотипическими методами (био-, фаго и серотипированием) генотипирование на основе ПЦР отличается универсальностью, более глубоким уровнем дифференциации, возможностью использования количественных методов для оценки идентичности штаммов и высокой воспроизводимостью.

Использование ПЦР для выявления лекарственной устойчивости

у микроорганизмов


В последнее время ПЦР все чаще используется для исследования различных свойств патогенных микроорганизмов, в частности для выявления устойчивости отдельных видов возбудителей к определенным лекарственным препаратам. Как правило, использование ПЦР для определения чувствительности микроорганизмов является целесообразным лишь в тех случаях, когда традиционные фенотипические методы неприменимы или недостаточно эффективны. Например, определение чувствительности  Mycobacterium tuberculosis к противотуберкулезным препаратам с помощью культуральных методов занимает обычно от 4 до 8 нед. Кроме того, результаты фенотипических тестов в подобных случаях могут быть искажены в связи со снижением активности антимикробных препаратов в процессе длительного культивирования микроорганизмов.


Для подобного анализа обычно используется ДНК или РНК возбудителя, выделенного в чистой культуре. Однако в некоторых случаях имеется возможность прямого ПЦР- анализа на антибиотикорезистентность без предварительно культивирования возбудителя. Исследуемый образец клинического материала при этом используется как источник ДНК-мишени для ПЦР, а откопированный ПЦР - продукт подвергается анализу с целью выявления мутаций, связанных с антибиотикорезистентностью. Разработан, например, метод, позволяющий с помощью ПЦР обнаружить у пациентов, страдающих туберкулезным менингитом, устойчивость возбудителя к рифампицину .

Преимущества и недостатки метода ПЦР


О многих преимуществах использования ПЦР по сравнению с традиционными микробиологическими методами уже изложено. Такие свойства ПЦР, как:

1 Скорость и высокая производительность (то есть возможность параллельного анализа большого количества образцов), являются бесспорными преимуществами данного метода. Стандартные процедуры выделения микробной ДНК из клинического материала или чистой культуры и последующей ПЦР- амплификации обычно требуют для своего завершения не более нескольких часов. Продукты ПЦР могут быть идентифицированы с помощью простых методов (гель-электрофорез, гибридизация) приблизительно за то же время.

Таким образом, весь процесс ПЦР- анализа – от момента поступления образца в лабораторию до получения конечного результата - занимает обычно не более одного рабочего дня. Преимущество ПЦР в скорости по сравнению с культуральными методами особенно заметно при исследовании медленнорастущих микроорганизмов. Однако даже в случае быстрорастущих культур оперативность ПЦР может быть полезной. Например, выделение, идентификация и определение лекарственной устойчивости у штаммов метициллинорезистентного золотистого стафилококка (MRSA) с помощью традиционных микробиологических методов требуют не менее 3-5 дней, в то время как ПЦР- анализ позволяет выявить MRSA менее чем за сутки .

2 Важное свойство ПЦР – ее высокая специфичность, определяемая прежде всего уникальностью генетического материала каждого вида микроорганизмов. Поэтому при использовании праймеров, комплементарных определенной «видоспецифической» последовательности ДНК, и соблюдении оптимального температурного режима реакции только ДНК искомого вида подвергается многократному копированию даже в присутствии большого количества другой, «балластной», ДНК, например ДНК человека или других видов микроорганизмов.

При использовании ПЦР для выявления определенного возбудителя специфичность является несомненным достоинством этого метода. С другой стороны, всегда следует помнить об «узкой направленности» ПЦР в отличие от культуральных методов, которые позволяют выявить рост различных видов микроорганизмов при посеве на первичные накопительные среды.

3 Помимо высокой оперативности и специфичности ПЦР отличается чрезвычайно высокой чувствительностью. Теоретически для осуществления реакции достаточно всего одной копии искомой ДНК (РНК)- последовательности в исследуемом материале. Если в качестве мишени для ПЦР используется фрагмент ДНК, представленный большим количеством копий в геноме возбудителя (например, гены 16S рРНК у многих видов бактерий), то ПЦР позволяет обнаружить менее одного микроорганизма в образце (то есть фрагмент ДНК из лизированной микробной клетки).

Следовательно, чувствительность порядка 0,5-1 микроорганизма на пробу вполне реальна для ПЦР, что позволяет использовать ее даже в тех случаях, когда серологические и бактериологические исследования не дают положительного результата вследствие крайне низкого микробного титра (например, при контроле инфекционной безопасности донорской крови и органов, диагностике хронических и латентных инфекций).

В то же время экстремальная чувствительность ПЦР требует новых подходов к клинической интерпретации результатов, получаемых в лаборатории. В частности, выявление в клинических образцах сапрофитных и условно-патогенных микроорганизмов может не означать наличия патологического процесса и поэтому не может быть автоматически интерпретировано как диагноз, особенно на фоне благополучной клинической картины у пациента. По этой же причине следует с осторожностью использовать ПЦР для анализа образцов с характерным полимикробным сообществом (кал и материал, полученный из верхних дыхательных путей и гениталий).

Экстремальная чувствительность реакции ферментативной амплификации ДНК является одновременно ахиллесовой пятой технологии ПЦР. Этот парадокс известен также как проблема чувствительности ПЦР к загрязнению (контаминированию) посторонними молекулами ДНК, которые могут служить мишенью для используемого набора праймеров. Даже единичные молекулы загрязняющей ДНК могут быть многократно копированы в процессе ПЦР, приводя к образованию целевого ДНК-продукта, а следовательно, к ложноположительному результату.

Существуют разные источники ПЦР - загрязнения. Наиболее частым является контаминирование реакционной смеси ДНК-продуктами предыдущих реакций. В результате ПЦР в каждой реакционной пробирке может образовываться более миллиарда копий исходной последовательности ДНК, каждая из которых, в свою очередь, является потенциальной мишенью для последующей амплификации. В процессе анализа синтезированные фрагменты ДНК могут легко распространяться в лаборатории в виде аэрозоля (при открывании реакционных пробирок), через руки исследователей и лабораторные принадлежности, загрязняя реактивы и материалы, используемые в ПЦР, и приводя к ложноположительному результату          анализа  образцов, в которых исходно отсутствовала ДНК искомого возбудителя.

В случае высокой концентрации микробной ДНК, в исследуемом клиническом материале ПЦР - загрязнение может происходить при переносе даже небольшого количества ДНК из одного образца в другой, например через поверхность перчаток при открывании пробирок с образцами или через приспособления, используемые для механической гомогенизации тканей.

При использовании ПЦР  с универсальными праймерами (см. выше) источником загрязняющей ДНК могут служить коммерческие препараты ДНК-полимераз и других реактивов, применяемых в ПЦР.

В связи с опасностью получения ложноположительных результатов в лабораториях, постоянно использующих ПЦР в диагностических целях, необходимы соблюдение строгих требований и специальные подходы, направленные на снижение риска ПЦР- загрязнения.

1 Одним из наиболее существенных требований, предъявляемые к диагностическим ПЦР - лабораториям, является необходимость разделения лаборатории на «пред - ПЦР- помещения», где осуществляются обработка образцов и приготовление реакционных смесей, и «после  - ПЦР - помещения, где анализируются продукты реакции. Обязательными являются также раздельное хранение реактивов и материалов, используемых на разных этапах ПЦР, максимальное использование одноразовых пластиковых материалов на этапе, предшествующем амплификации, и регулярная обработка помещений ультрафиолетовым (УФ) излучением, повреждающим загрязняющие последовательности ДНК.

Дополнительные меры, обеспечивающие защиту ПЦР от загрязнения, могут включать использование ламинарных боксов для работы с образцами и приготовления ПЦР- смесей, специальные биохимические (урацилгликозилаза) и физико-химические (УФ излучение + изопсорален) методы инактивации ПЦР- продуктов. Особенно важно для оценки достоверности данных ПЦР- анализа и отсутствия ложноположительных результатов регулярное исследование отрицательных контролей (не содержащих ДНК- мишень) параллельно с клиническими образцами.

2 Помимо опасности получения ложноположительных результатов существует и обратная проблема, связанная со снижением чувствительности ПЦР, следствием которого являются ложноотрицательные результаты. На практике вопрос о соотношении теоретической (то есть максимально возможной) и реальной чувствительности ПЦР не всегда решается однозначно. Чувствительность ПЦР может быть снижена вследствие многих причин, наиболее важной из которых является ингибирование реакции компонентами биологических образцов.

Ингибиторы ПЦР могут присутствовать в образцах крови (гемоглобин), мокроты, мочи, биопсийном материале. Различные вещества, например часто используемые антикоагулянты (особенно гепарин) или компоненты кровяных питательных сред, могут также подавлять реакцию амплификации ДНК. Ингибирование ПЦР обычно можно выявить путем искусственного добавления ДНК-мишени к исследуемому образцу и ее последующей амплификации. Отрицательный результат, полученный с заведомо положительным контролем, может говорить о наличии ингибиторов, для устранения которых необходимо использовать разведение образцов или специальные методы подготовки проб.

Серьезную проблему представляет также выбор конкретных методов подготовки клинических образцов к исследованию с помощью ПЦР. В настоящее время не существует универсальных подходов к выделению ДНК разных видов микроорганизмов из различных источников. Быстрые методы подготовки проб, предусматривающие возможность автоматизации, иногда не позволяют достичь требуемого уровня чувствительности. С другой стороны, многоэтапные методики, позволяющие очистить и сконцентрировать микробную ДНК для ПЦР- анализа, оказываются трудоемкими и могут увеличивать риск контаминирования образцов.

3 Наконец, ПЦР является дорогостоящей. Для ее реализации необходимо комплексное оснащение лаборатории, включая не только термоциклер и устройство для ДНК- электрофореза, но и отдельные центрифуги, холодильники, дозаторы и другое оборудование. Затраты на ПЦР включают высокую стоимость реактивов и расходуемых материалов. Поэтому только в случае выявления и исследования труднокультивируемых возбудителей ПЦР может быть сопоставима по стоимости с традиционными микробиологическими методами.

Уже сейчас ПЦР является незаменимым инструментом в диагностике и исследовании многих возбудителей инфекционных болезней, а количество микробиологических приложении ПЦР продолжает стремительно расти. Дальнейшее развитие и внедрение этого метода в практику клинических диагностических лабораторий может быть связано с совершенствованием и стандартизацией самой технологии, особенно этапов подготовки образцов и анализа продуктов реакции.

Кроме того, возможность использования ПЦР для решения многих практических задач в области микробиологической диагностики зависит от ответов на следующие принципиальные вопросы.

1 Как быстро микробная ДНК элиминируется из различные тканей после гибели возбудителя в результате проводимого лечения и в каких случаях ПЦР может быть использована для контроля эффективности антимикробной терапии?

2 Можно ли при помощи ПЦР дифференцировать состояния колонизации, латентной или активной инфекции и реинфекции?

3 Может ли обнаружение микробной ДНК в «стерильных» в норме биологических жидкостях (кровь, спинномозговая жидкость) служить показателем патологического процесса?

Несомненно, накопление опыта использования ПЦР и сравнение результатов ПЦР- анализа с данными других диагностических методов позволит найти ответы на эти вопросы.

Контрольные вопросы:
1 В чем состоит принцип ПЦР?

2 Как используется ПЦР в диагностике инфекционных заболеваний?

3 Каковы достоинства и недостатки ПЦР?
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