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Тема: Віруси бактерій (бактеріофаги). Фаготипування. Проведення титрування фагів за методом Грація і Аппельмана. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з титрування фагів за методом Грація, Аппельмана і фаготипування. 
Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 3: Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати.

Тема 5: Віруси бактерій (бактеріофаги). Генетика мікроорганізмів.
Актуальність теми:

Фаги - віруси бактерій і ряду інших мікроорганізмів. В певних умовах вони викликають лізис (розчинення) своїх хазяїв. 

Природа фагів. Розрізняють прості і складні, РНК- і ДНК-утримуючі. Прості РНК-фаги мають круглу або ниткоподібну форму.
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Морфологія фагів. Фаги є найдрібнішими частинками, що складаються з голівки і хвостового відростка, тому їх порівнюють з пуголовками або сперматозоїдами (мал. 1). Розміри фагів варіюють від 20 до 200нм. Найбільш вивчені Т-фаги кишкової палички (ДНК-фаги). Їх відросток є порожнистим циліндром (стержень), покритий чохлом і закінчується базальною пластинкою з шипами і фібрілами.
Мал. 1. Морфологія бактеріофагів

Розміри фагів, форма і величина голівки, довжина і будова відростка різні у різних фагів. Наприклад, зустрічаються фаги з довгим відростком, чохол якого не скорочується, фаги з коротким відростком, без відростка і ниткоподібні.
Хімічний склад фагів. Як і всі віруси, фаги складаються з білка і нуклеїнової кислоти (частіше зустрічається ДНК-фаги). Молекула нуклеїнової кислоти (частіше двунитчата скручена в спіраль). Розміри молекули ДНК у багато разів перевищують величину самого фага. Оболонка фага (капсид) і відросток мають білкову природу. На вільному кінці відростка міститься літичний фермент, звичайно лізоцим або гіалуронідаза.
Специфічність фагів. Фаги мають строгу специфічність. Розрізняють видову специфічність, тобто здатність паразитувати тільки в певному виді мікроорганізмів. Називають фаги звичайно за назвою мікроба- господаря (стрептококовий, стафілококовий, холерний, дизентерійний і т. д.). Розрізняють моновалентні фаги, які викликають лізис культури бактерій певного виду, і типові, лізують окремі штами або варіанти усередині одного і того ж виду. Фаги, які лізують мікроорганізми близьких видів, наприклад видів, що входять в рід збудників дизентерії (шигел), називаються полівалентними.

Властивості специфічності фагів використовують при лабораторній діагностиці інфекційних захворювань.
Фагові частинки, розмножуючись в бактерійних клітинах, засіяних суцільним газоном по поверхні щільних живильних середовищ, лізирують їх і утворюють «стерильні плями». Такі плями називають негативними колоніями фага. У різних фагів вони мають строго певну форму на мікробному газоні: правильно округлу, зірчасту (дизентерійний фаг). Негативні колонії фага можуть бути повністю прозорі або складаються з прозорого центру і мутної периферичної зони. При додаванні фага до рідких живильних середовищ, де культивуються чутливі до нього бактерії, середовище, що було до того мутним, прояснюється.
Взаємодія фага з чутливою клітиною проходить через послідовні стадії. Весь цикл займає в різних системах фаг-бактерія від декількох хвилин до 1-2 год. Розберемо послідовність цього процесу на прикладі Т-парного фага кишкової палички (мал. 2).
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Мал. 2. Взаємодія фага з чутливою клітиною.
Стадія I: адсорбція частин фага на поверхневих рецепторах клітини здійснюється за допомогою ниток хвостового відростка. На одній клітині можуть адсорбуватися сотні фагів (для лізису клітини достатньо одного). Адсорбція фагів специфічна.
Стадія II: проникнення (ін'єкція) нуклеїнової кислоти фага в клітини. У Т-фагів кишкової палички шипи базальної пластинки стикаються з клітинною стінкою. Стержень «проколює» клітинну стінку. Фермент, що знаходиться у відростку, найчастіше лізоцим, руйнує цитоплазматичну мембрану. При цьому чохол відростка скорочується, і через канал стержня нуклеїнова кислота фага «вприскується» в клітину. Порожня білкова оболонка фага (тінь) залишається зовні.
Стадія III: репродукція білка і нуклеїнової кислоти фага всередині клітини. Фагова ДНК з неймовірною швидкістю «захоплює владу» в бактерійній клітині, пригнічуючи її синтезуючі механізми. ДНК фага приймає на себе генетичне управління життєдіяльністю бактерій, які в своїх рибосомах починають синтезувати білки фага і фагові оболонки.
Стадія IV: зібрання і формування зрілих частин фага. 

Стадія V: лізис клітини настає приблизно через 30хв. після прикріплення фага до поверхні бактерії і вихід зрілих частин фага з неї. Звичайно відбувається розрив клітинної стінки і в навколишнє середовище виходить декілька сотень нових фагів, здатних вражати свіжі клітини. Такий лізис називається лізис зсередини. Число вірусних частин, що утворюються в кожній інфікованій бактерійній клітині, приблизно постійно для певної системи фаг-бактерія: від 20 до 200 і більш.
На відміну від лізиса із середини лізис ззовні відбувається тоді, коли на клітині адсорбується відразу дуже велика кількість фагів. Вони роблять в клітинній стінці численні отвори, через які витікає вміст клітини. Таким чином, при лізисі ззовні фаг не розмножується, і кількість його частинок не збільшується.
По характеру дії на мікроорганізми розрізняють вірулентні і помірні фаги.
Вірулентні фаги викликають лізис зараженої клітини з виходом в навколишнє середовище великої кількості фагових частин, здатних вражати нові клітини. При цьому культура мікроорганізмів лізується. 

Помірні фаги лізують не всі клітини в популяції. З частиною з них фаги вступають в симбіоз: нуклеїнова кислота фага (його геном) вбудовується в хромосому клітини і одержує назву профаг. Відбувається утворення єдиної хромосоми. Бактерійна клітина при цьому не гине. Профаг, що став частиною генома клітини, при її розмноженні може передаватися необмеженому числу нащадків, тобто новим клітинам. Явище симбіозу мікробної клітини з помірним фагом (профагом) носить назву лізогенія, а культура, в якій є профаг, називається лізогенною. Ця назва відображає здатність профага спонтанно покидати хромосому клітини і, переходячи в цитоплазму, перетворюватися на вірулентний фаг. Ті клітини культури, в яких утворився вірулентний фаг, гинуть (лізується), інші зберігають лізогенність.
Помірні фаги є значним чинником мінливості мікроорганізмів. Профаг може змінити деякі властивості мікробної культури, наприклад зробити її токсиноутворюючою, що спостерігається серед дифтерійних паличок, збудника скарлатини і ін. Крім того, переходячи у вірулентну форму і лізуючи клітину, фаг може захопити частину хромосоми клітини-хазяїна і перенести цю частину хромосоми в іншу клітину, де фаг знову перейде в профаг, а клітина набуде нової властивості.
Препарати фагів мають різне призначення: одні застосовуються для лікування й профілактики інфекційних захворювань, інші - для ідентифікації та фаготипування виділеної культури мікроорганізмів.

Для лікування й профілактики захворювань фаги випускають у рідкому стані в ампулах або флаконах, а також у таблетках або свічках. Таблетки фагів, призначені для внутрішнього застосування, вкриті кислотостійкою оболонкою, яка захищає фаги від дії соляної кислоти шлункового соку. Найбільше застосовують стафілококовий, дизентерійний, сальмонельозний, колі-протейний, анаеробні фаги.

Для ідентифікації та фаготипування виділеної культури мікроорганізмів випускають набори стафілококових, черевнотифозних та інших фагів.

Фаги випускають у ліофілізованому або рідкому стані. Застосовують фаги згідно з інструкцією, в якій зазначені: назва фага, серія, номер контролю, спосіб використання, умови і термін зберігання, а також підприємство, що його виготовило.

Фаготипування

Фаговаріант (фаготип) - один з точних маркерів культури мікроорганізмів. Його визначення має велике епідеміологічне значення, тому що дає змогу виявити джерело інфекції, ліквідація якого запобігає епідемічному спалаху інфекції.

Міжнародний набір бактеріофагів стафілококових типових діагностичних сухих включає 23 типи, які поділяють на 4 літичні фагогрупи:

I - № 29, 52, 52А, 79, 80;

II - № ЗА, ЗС, 55, 71;
III - № 6,42Е, 47, 53, 54, 75, 77, 83А, 84, 85;
IV - № 94, 96;
поза фагогрупами - № 81, 95.

Бактеріофаги випускають у ліофілізованому вигляді в ампулах. У кожній ампулі знаходиться по 0,1мл фільтрату фаголізату еталонних штамів стафілокока. Титр фага – 10-3. Перед використанням в ампулу вносять 1мл поживного бульйону й отримують основне розведення фага 10-1. З основного розведення готують робоче розведення відповідно до зазначеного на етикетці (10-3). Це розведення називається тест-розведенням (1ТР). За 1 ТР фага беруть таке його розведення, яке спричинює лізис еталонного штаму стафілокока на +++; у цьому разі - 10-3. Оскільки розведення 10-1 у 100 разів менше за робоче, а концентрація фага у 100 разів більша, то розведення 10-1 відповідає 100 тест-розведенням (100ТР). Розведені фаги зберігаються за температури 4°С. Фаг в основному розведенні (100ТР, або 10-1) зберігається протягом 1,5-2 міс., у робочому розведенні (1ТР, або 10-3) - протягом 7 діб.

Методика обліку й реєстрації результатів фаготипування
Ступінь лізису культури реєструють за чотириплюсовою схемою:

++++ - суцільний лізис;

+++  - напівсуцільний лізис (незначний ріст культури в зоні лізису);

++   - у місці нанесення краплі бактеріофага утворюється більше ніж 50 колоній фага (плям лізису); 

+     - від 20 до 50 колоній фага; 

±     - менше як 20 колоній фага;

-      - повна відсутність лізису.

Для спрощення схеми обліку ступеня лізису зазначені раніше ступені ++++, +++, ++ реєструються однаково і називаються "сильною реакцією"; інші ступені лізису називаються "слабкою реакцією" і не беруться до уваги.

Штами стафілококів часто лізуються не одним, а кількома бактеріофагами, тоді враховують фагомозаїку, на підставі якої штами стафілококів відносять до певної фагогрупи або змішаної.

Якщо фагомозаїки різних штамів однакові або відрізняються на одну "сильну реакцію", то штами вважаються ідентичними; якщо різниця становить 2 і більше "сильних реакцій", штами вважаються різними.
Наприклад, 

штам № 1: 1ТР 6 ++, 47 ++, 53 ++;

штам № 2: 1ТР 47 ++, 53 ++; 

штам № 3: 1ТР 47 ++, 75 ++. 

Штами № 1 і № 2 можна вважати ідентичними, штам № 3 вважається відмінним від них.

Щоб отримати правильну відповідь, у кожному окремому випадку необхідно, за мож​ливістю, мати найбільш повну інформацію про виділену культуру: джерело, дату виділення, патогенні властивості, відношення до антибіотиків і т. ін.

Проведення титрування фагів

Для визначення лікувальної чи профілактичної дози фага, а також використання фага в наукових дослідженнях необхідно знати його активність. Активність фага визначається титром. Титр фага визначають за Аппельманом у рідкому поживному середовищі або за Граціа - на щільному поживному середовищі (мал. 3).
Титр фага за Граціа - це кількість частинок (корпускул) фага в 1мл вихідного матеріалу. Титрування фага за Граціа (метод агарових шарів) ґрунтується на тому, що кожна частинка фага дає зону лізису на чашці з газоном чутливої до нього культури мікроорганізмів, тобто утворює ізольовану негативну колонію фага. Ураховуючи кількість цих колоній і ступінь розведення фага, визначають його титр.

Методика проведення обліку результатів титрування фага за Граціа. Для проведення обліку результатів відбирають такі чашки Петрі, на яких виросли ізольовані негативні колонії фага (прозорі плями). Ці колонії відзначають маркером на дні чашок і рахують. Для визначення кількості частинок фага в 1мл вихідного матеріалу користуються формулою:

n=уxх,

де n - число частинок; у - кількість колоній фага, х - розведення фага.
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Наприклад: на чашці з розведенням фага 10 -7 (1:107) виросло 5 колоній фага; тоді в 1мл вихідного матеріалу міститься 5x107 частинок фага.

Точніші результати отримують урахуванням кількості колоній на декількох чашках, а потім знаходять середнє арифметичне. Як правило, усі біологічні дослідження проводять у трьох паралельних дослідженнях, тобто кожне титрування проводять тричі й враховують середньоарифметичний результат.

Титр фага за Аппельманом - це найбільше його розведення (найменша кількість), яке пригнічує ріст тест-культури в умовах даного досліду.
Мал. 3. Стерильні плями фага 
на щільному поживному середовищі

При титруванні фага повинні бути однаковими: об'єм і склад середовища, температура, аерація, кількість мікроорганізмів, пробірки, в яких проводять титрування (діаметр, форма дна, товщина й колір скла). Змінюється тільки кількість фагів. Усі компоненти досліду підлягають контролю: фаг і поживний бульйон контролюють на стерильність, культуру - на життєздатність.

Методика проведення обліку результатів титрування фага за Аппельманом. Облік результатів обов'язково починають з контрольних пробірок. У пробірці "КК" повинна розмножуватися культура - помутніння середовища; у пробірці "КФ", де фаг стерильний, середовище прозоре. Якщо в контрольних пробірках усе гаразд, ураховують результат у дослідних пробірках, починаючи з 1-ї. У пробірках, де фаг достатньо активний, поживне середовище залишається прозорим - фаг спричинив лізис культури. У пробірках, де міститься занадто розведений фаг і нездатний розчиняти культуру мікроорганізмів, спостерігається помутніння поживних середовищ за рахунок розмноження культури.
Титр фага визначають за останньою пробіркою з прозорим середовищем і позначають ступенем розведення фага: 10-4 чи 10-7.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. Виготовляти живильні середовища.

3. Проводити посів та пересів матеріалу різними методами залежно від мети дослідження для отримання культур мікроорганізмів.

4. Проводити ідентифікацію чистої культури, визначати фаговар.

Вміти:

1. Виготовляти поживні середовища.

2. Проводити посів піпеткою, шпателем.
3. Проводити титрування фагів за методом Граціа і Аппельмана.
4. Проводити фаготипування виділеної культури мікроорганізмів.
5. Проводити облік і робити висновки про результати досліджень.
Теоретичні питання:

1. Морфологія, хімічний склад і властивості фагів.
2. Типи взаємодії фагів з чутливою клітиною.
3. Методи виявлення й виділення фагів.
4. Застосування фагів у лікувально-профілактичній і лабораторній справі.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення поживних середовищ.
3.  Проведення фаготипування культури стафілокока.
4. Проведення титрування фагів за методом Граціа.
5. Проведення титрування фагів за методом Аппельмана.
6. Проведення обліку результатів.
7. Оформлення протоколу.

Література:
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з препаратами фагів і методикою проведення обліку результатів титрування фагів за методом Граціа, Аппельмана і фаготипування.

Самостійна робота включає:

1. Виготовлення МПА, МПБ.
2. Проведення фаготипування культури стафілокока.
3. Проведення титрування фагів за методом Граціа.
4. Проведення титрування фагів за методом Аппельмана.
5. Проведення обліку результатів.
6. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Фаготипування проводиться з метою визначення:

a. Біовару                      
b. Серовару        
c. Джерела та факторів передачі      

d. Чутливості мікроорганізмів до антибіотиків           
e.  -

2. Для визначення лікувальної дози фага за методом Грація необхідно провести посів на щільне поживне середовище. Вкажіть метод посіву:

a. Секторально                
b. Штрихом                    
c. Глибинний посів            

d. Газоном                       
e. Уколом

3. В бак. лабораторії проводилося титрування фага за Аппельманом Як визначити титр фага? 
a. Остання пробірка з прозорим середовищем    

b. Всі пробірки з прозорим середовищем      

c. Всі пробірки з мутним середовищем      

d. Перша пробірка з мутним середовищем            

e. Перша пробірка з прозорим середовищем            

4. Визначте присутність вірулентного фага в рідкому поживному середовищі:

a. Каламутне середовище        
b. Прозоре середовище

c. Характерна плівка      
d. Зернистий осад на дні       
e. Пристінковий ріст   

5. Відомо, що фаги здатні вступати в симбіоз з культурою мікроорганізмів. Як називається це явище?

a. Кон’югація                 
b. Трансформація          
c. Мутуалізм        

d. Паразитизм                 
e. Лізогенія
6. В бак. лабораторії проводилося титрування фага за Грація. Яке поживне середовище слід взяти у дослід?

a. Гісса           
b. Ендо              
c. МПА             
d. МПБ          
e. Правильно 3,4

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Фаготипування культури стафілокока":

пересійте агарову культуру стафілокока на бульйон Хоттінгера чи МПБ;
поставте пробірки з посівами в термостат (3°С, 3-4 год. - до помутніння);

накрийте стерильними фільтрами чашки Петрі з МПА, поставте їх у термостат (37°С, 30-40 хв.) для підсушування;

зробіть посів пастерівською піпеткою бульйонної культури на підсушене МПА;

накрийте чашки з посівом стерильними фільтрами, поставте їх у термостат (37°С, 30-40хв.) для підсушування;
розкресліть дно чашки з МПА, підпишіть за наданим зразком (в І клітинці поставте свій номер), поставте на стіл донизу дном;

	№
	29
	52
	52А
	79

	80
	ЗА
	ЗС
	55
	71

	6
	42Е
	47
	53
	54

	75
	77
	83А
	84
	85

	9
	96
	81
	95
	


нанесіть бактеріологічною петлею (діаметр петлі 2 мм) на поверхню засіяного середовища фаг згідно з написом на чашці;

витримайте чашку на столі донизу дном протягом 20 хв. (краплі фага мають всмоктатися в агар).

Увага! Перед взяттям іншого фага бактеріологічна петля фламбується й охолоджується доторканням до стерильного середовища в допоміжній чашці!
переверніть чашку догори дном, поставте в термостат.
Увага! Інкубацію посівів проводять за температури 30°С протягом 18-20 год. або за температури 37°С протягом 5-6 год. з наступною інкубацією за температури 22°С протягом 20 год.
Алгоритм "Титрування фага за Граціа":

замініть кришку на чашках з МПА (10 чашок на одне робоче місце) стерильною паперовою серветкою, поставте їх у термостат для підсушування;
поставте в штатив 10 стерильних пробірок, підпишіть: 1-ша пробірка - № аналізу, 10-1, 2-га - 10-2 і т. д., 10-та – 10-10;

внесіть у кожну пробірку по 4,5 мл стерильного МПБ;

внесіть у 1-шу пробірку 0,5 мл фага, перемішайте;

перенесіть 0,5 мл рідини з 1-ї пробірки в 2-гу, з 2-ї - у 3-тю і т. д. до 10-ї пробірки; з 10-ї пробірки вилийте 0,5 мл рідини в дезінфекційний розчин;

поставте в штатив 10 пробірок з розплавленим агаром;

поставте проти штативу 10 чашок з МПА, дно чашок підпишіть відповідно до пробірок: №, 10-1, №, 10-2 і т. д. №, 10-10;

перенесіть швидко по 1 мл фага з першого ряду пробірок у пробірки з розплавленим агаром (з 1-ї в 1-шу, з 2-ї в 2-гу і т. д., з 10-ї в 10-ту), перемішайте;

додайте в кожну пробірку з агаром по 0,1мл тест-культури, перемішайте;

перелийте швидко місткість 1-ї пробірки в 1-шу чашку Петрі з МПА, з 2-ї пробірки - у 2-гу чашку з МПА і т. д., з 10-ї пробірки - у 10-ту чашку з МПА;

витримайте чашки Петрі на столі протягом 30хв (до охолодження агару);

поставте їх у термостат догори дном.

Алгоритм "Титрування фага за Аппельманом":
поставте в штатив 12 стерильних пробірок;
підпишіть пробірки: 1-ша пробірка - номер аналізу, 10-1; 2-га – 10-2 і т. д.; 10-та - 10-10,11-та - "КК" (контроль культури); 12-та - "КФ" (контроль фага);

внесіть піпеткою (об'ємом 5 чи 10мл) в усі 12 пробірок по 4,5мл стерильного бульйону;

Увага! Рівень рідини в усіх пробірках повинен бути однаковий!
внесіть піпеткою (об'ємом 1 чи 2мл) 0,5мл фага в 1-шу пробірку й пробірку "КФ", перемішайте;
візьміть іншу стерильну піпетку об'ємом 1 чи 2мл і проведіть подальше титрування фага: перенесіть 0,5мл рідини з 1-ї пробірки в 2-гу, перемішайте; з 2-ї - у 3-тю й так далі до 10-ї пробірки;

вилийте 0,5мл рідини з пробірки 10 у дезінфекційний розчин;

вилийте 0,5мл рідини з пробірки "КФ" у дезінфекційний розчин;

Увага! Рівень рідини в усіх пробірках повинен бути однаковий! 

внесіть пастерівською піпеткою по 1 краплі тест-культури в дослідні пробірки (1 - 10) і в пробірку "КК"; струсніть пробірки;

поставте пробірки в термостат (температура 37°С, час – 18 - 20 год).

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 30-33.
Тема: Хіміотерапія та хіміопрофілактика. Антибіотики. Визначення чутливості бактерій до антибіотиків методом дифузії в агар і серійних розведень. 
Мета: Засвоєння практичних навичок з визначення чутливості бактерій до антибіотиків методом дифузії в агар і серійних розведень. 
Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 3: Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати.

Тема 6: Антибактеріальні препарати. Основи хіміотерапії та хіміопрофілактики.
Актуальність теми:

Антибіотики (від грец. anti bios - проти життя) - хіміотерапевтичні речовини, що продукуються мікроорганізмами, тваринними клітинами, рослинами, а також їх похідні і синтетичні продукти, які володіють вибірковою здатністю пригнічувати і затримувати ріст мікроорганізмів, а також пригнічувати розвиток злоякісних новоутворень.


Антибіотики класифікують за джерелом отримання, механізмом і спектром біологічної дії. За джерелом отримання АБ бувають: природні і синтетичні.

Джерелом отримання природних антибіотиків служать різноманітні мікроорганізми, що мають антимікробну активність. Антибіотики виділяють з цвілевих грибів (пеніцилін і цефалоспорини), актиноміцетів (стрептоміцин, тетрациклін, еритроміцин, канаміцин), бактерій (граміцидин, поліміксини); речовини, що мають антибіотичну дію, одержують також з вищих рослин (фітонциди цибулі, часнику) і тканин тварин (ектерицид з риб'ячого жиру, лізоцим, екмолін, інтерферон, інтерлейкіни).

Напівсинтетичні – це АБ, у яких хімічним методом змінюють структуру молекули природного препарату (ампіцилін, метацилін, оксацилін, окситетрациклін).

Антибіотики можуть чинити на мікроорганізми бактеріостатичну і бактерицидну дію. Бактерицидна дія антибіотиків викликає загибель мікроорганізмів, а бактеріостатична - пригнічує або затримує їх розмноження. Характер дії залежить як від антибіотика, так і від його концентрації. Класифікація по механізму дії: бактерицидні, бактеріостатичні.

Класифікація антибіотиків може бути заснована на різних принципах: за джерелом отримання, хімічній будові, механізму і спектру антимікробної дії, способу отримання. Найчастіше класифікують антибіотики по спектру антимікробної дії і джерелам отримання.

Механізм антимікробної дії антибіотиків різноманітний: одні порушують синтез клітинної стінки бактерій (пеніцилін, цефалоспорини), інші гальмують процеси синтезу білка в клітині (стрептоміцин, тетрациклін, левоміцетин), треті пригноблюють синтез нуклеїнових кислот в бактерійних клітинах (рифампіцин та ін.), гальмують синтез НК пухлинних клітин (брунеоміцин).

Для кожного антибіотика характерний спектр дії, тобто препарат може чинити згубну дію на певні види мікроорганізмів. Антибіотики широкого спектру активні відносно різних груп мікроорганізмів (тетрациклін) або пригноблюють розмноження багатьох грампозитивних і грамнегативних бактерій (стрептоміцин та ін.). Ряд антибіотиків діє відносно вужчого кола мікроорганізмів, наприклад до поліміксину чутливі переважно грамнегативні бактерії.

За спектром дії антибіотики розділяють на антибактеріальні, протигрибкові (ністатин, леворин, грізеофульвін), протипухлинні (рубоміцин, бруніоміцин, олівоміцин).

Антибактеріальні антибіотики пригноблюють розвиток бактерій і складають найбільшу групу препаратів, різних за хімічним складом. Для лікування інфекційних хвороб, що викликаються бактеріями, частіше використовують антибіотики широкого спектру дії: тетрациклін, левоміцетин, стрептоміцин, гентаміцин, канаміцин, напівсинтетичні пеніциліни і цефалоспорини та інші препарати.

Протигрибкові антибіотики (ністатин, леворин, амфотерицин В, грізеофульвін) чинять пригноблюючу дію на ріст мікроскопічних грибів, оскільки порушують цілісність цитоплазматичної мембрани грибкових клітин. Застосовуються для лікування грибкових захворювань.

Протипухлинні антибіотики (рубоміцин, бруніоміцин, олівоміцин) пригноблюють синтез нуклеїнових кислот в тваринних клітинах і використовуються для лікування різних форм злоякісних новоутворень.

По антимікробному спектру АБ ділять на: 

1. АБ вузького спектру дії (природний пеніцилін діє на піогенні коки, гр.(+) палички, спірохети).

2. АБ широкого спектру дії – більшість природних і напівсинтетичних АБ (тетрациклін діє на гр.(+) і гр.(-) бактерії, рикетсії, дизентерійну амебу, хламідії).

Антибіотики випускають у флаконах, ампулах, капсулах у вигляді порошку, розчину, пігулок. До кожної упаковки додається інструкція щодо застосування препарату. В інструкції зазначено: міжнародну й хімічну назву препарату, основні фізико-хімічні властивості, склад, форму випуску, фармакологічні властивості, показання до застосування, спосіб застосування та дози, побічну дію, протипоказання, взаємодію з іншими лікарськими засобами, умови зберігання, умови відпускання, упаковку, адресу виробника.

У клінічній практиці слід використовувати ті лікувальні препарати, які найбільш активні щодо збудника захворювання. В обов'язок практичної бактеріологічної лабораторії входить визначення чутливості до лікувальних препаратів мікроорганізмів, виділених із організму хворого. На підставі визначення чутливості виділеного збудника до різних лікувальних препаратів вибирають оптимальний препарат для лікування хворого, а також розроблюють найбільш ефективну схему антибіотикотерапії.

При визначенні чутливості оптимальним є використання чистої культури мікроорганізмів, яку виділяють до початку антибіотикотерапії. Але в екстрених випадках для отримання орієнтовних даних допускається використання для посіву патологічний матеріал: мокротиння, кал, гній, сеча, ексудат та ін. Після виділення чистої культури мікроорганізмів дослідження повторюють.

За чутливістю до лікувальних препаратів мікроорганізми поділяють на 3 групи: чутливі, помірно стійкі й стійкі.

До чутливих відносять ті штами мікроорганізмів, ріст яких пригнічується під дією препарату в концентрації, яка створюється в сироватці крові хворого в разі використання терапевтичних доз препарату.

До помірно стійких відносять штами мікроорганізмів, для пригнічення росту яких потрібна концентрація препарату, яку можна створити при введенні його максимально допустимих доз.

Стійкими вважають штами мікроорганізмів, ріст яких не пригнічується препаратом у концентраціях, які можна створити при використанні максимально допустимих доз.

Методика визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом дифузії в агар (метод Кірбі-Бауера).

У зв'язку з тим що ступінь чутливості мікроорганізмів, яка визначається in vitro, залежить від умов постановки досліду, то для отримання достовірних результатів необхідно використовувати паперові диски промислового виробництва, стандартні поживні середовища й чітко дотримуватися інструкції щодо проведення дослідження.

Диски з антибіотиками випускають у флаконах по (100 ± 5) штук. Диски гігроскопічні, тому у флакон вкладають силікагель - індикатор синього або блакитного кольору й шар гігроскопічної вати. За наявності вологи силікагель-індикатор змінює забарвлення до бузкового або рожевого. Диски з таких флаконів використовувати не можна. Зберігають флакони з дисками в сухому темному місці за температури не вищій ніж 10°С. Термін зберігання вказано на етикетці. Перед використанням флакони з дисками витримують за кімнатної температури протягом 1 год.

Стандартні середовища використовують трьох типів. Середовища № 1 і № 2 подібні за складом: на 1000мл поживного бульйону додають 15г агару (в агарі не повинно бути надлишку Са2+і Mg2+), 3г натрію гідрофосфату; після стерилізації рН 7,2-7,4. Ці середовища відрізняються між собою тим, що поживне середовище № 1 готують на поживному бульйоні Хоттінгера, а № 2 - на МПБ, розведеному фізіологічним розчином у відношенні 1:2.

Середовище № 3 - це сухе поживне середовище АГВ. При його виготовленні користуються вказівками, що є на етикетці.

Для гемофільних мікроорганізмів у ці поживні середовища додають 5% дефібринованої або гемолізованої крові. Середовище розливають по 20мл у стерильні чашки Петрі (діаметр чашок 100мм). Підготовлені чашки можна зберігати в холодильнику за температури 10°С не більше ніж 7 діб. Перед посівом поверхню середовища підсушують за кімнатної температури, для цього їх витримують при злегка відкритій чашці протягом 30-40 хв.

Для посіву використовують 18-20-годинну агарову культуру бактерій або патологічний матеріал. При використанні агарової культури її спочатку змивають невеликою (4-5мл) кількістю фізіологічного розчину натрію хлориду. Можна використати 18-20-годинну бульйонну культуру. Суспензію або бульйонну культуру розводять ізотонічним розчином натрію хлориду до густоти оптичного стандарту № 10 (1млрд. мікроорганізмів на 1мл суспензії), а при використанні середовища № 3 - до стандарту № 5 (500млн. мікроорганізмів на 1мл суспензії). Для цього суспензію чи бульйонну культуру стерильною піпеткою переносять у стерильну пробірку, яка за діаметром, товщиною стінок і кольором скла відповідає пробірці оптичного стандарту. Густоту інокулята порівнюють з густотою оптичного стандарту і в разі необхідності додають ізотонічний розчин натрію хлориду до потрібної густоти. Отриману мікробну суспензію (інокулят) розводять повторно ще в 10 разів тим самим ізотонічним розчином. Розведений інокулят в об'ємі        1-2 мл наносять піпеткою на поверхню середовища і, похитуючи чашку, рівномірно розподіляють по всій поверхні середовища; надлишок інокуляту переносять у дезінфекційний розчин. Чашку знову підсушують за кімнатної температури протягом 10-15 хв.

За допомогою пінцета накладають диски на однаковій відстані один від одного і на відстані 2 см від краю чашки. На одну чашку - не більше 6 дисків.

Культивують мікроорганізми за температури 35-37°С протягом 18-20 год.

Для контролю відтворення й точності результатів у випадку визначення чутливості при кожній постановці тесту паралельно зі штамами, які досліджуються, необхідно використовувати еталонні штами: Е. coli (АТСС 25922), S. aureus (АТСС 25923) і Р. aeruginosa (АТСС 27853).

Якщо діаметри зон затримки росту еталонних штамів виходять за встановлені межі, то результати визначення чутливості будуть необ'єктивними й свідчитимуть про незадовільну якість середовищ, дисків або порушення методики постановки тесту.

Методика обліку результатів дослідження. Для визначення результатів дослідження чашки ставлять догори дном на темну матову поверхню (облік у відбитому світлі) або тримають чашку проти джерела світла (облік у світлі, яке проходить крізь чашку). Лінійкою вимірюють діаметр зони затримання росту мікроорганізмів з точністю до 1мм, включаючи діаметр дисків. Якщо в зоні затримання росту мікроорганізмів є колонії, то це свідчить про присутність сторонньої мікрофлори або гетерорезистентність окремих штамів даної культури.

Результати оцінюють за таблицею, яка знаходиться в упаковці з дисками. У таблиці зазначено межі значень діаметрів зон затримання росту мікроорганізмів для стійких, помірно стійких і чутливих штамів у міліметрах, а також значення мінімальних пригнічувальних концентрацій (МПК) антибіотиків у мікрограмах на мілілітр розчину для помірно стійких і чутливих штамів мікроорганізмів.

Одержані значення діаметрів зон затримання росту мікроорганізмів порівнюють із зазначеними в таблиці й відносять досліджувані штами до однієї з трьох категорій чутливості, а також визначають МПК. У відповіді вказують не розмір діаметрів зон затримання росту мікроорганізмів, а ступінь чутливості штаму мікроорганізмів до лікувальних препаратів та МПК (мал. 4).
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Мал. 4. Визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом дифузії в агар
Визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом серійних розведень

Цей метод можна виконувати в двох модифікаціях - на рідкому й на щільному поживному середовищі. Це точний кількісний метод. Його використовують у наукових дослідженнях і особливо важливих випадках у лабораторіях лікувальних і профілактичних закладів.

Для постановки досліду треба мати: чисту культуру мікроорганізмів, що досліджується, основний розчин антибіотика (32 0Д/см3), МПБ на переварі Хоттінгера, який містить 1,2-1,4 г/дм3 амінного азоту.

Чисту культуру готують у вигляді мікробної суспензії. Для цього 18-20-годинну агарову культуру розводять ізотонічним розчином натрію хлориду до густоти оптичного стандарту № 10. Таким чином, отримують суспензію культури мікроорганізмів з концентрацією 109 клітин у 1мл. Потім у дві пробірки наливають по 9,9 мл ізотонічного розчину натрію хлориду. У 1-шу пробірку вносять 0,1 мл суспензії культури мікроорганізмів, розведеної до 109 клітин в 1мл, перемішують, отримують суспензію 107 клітин в 1мл. Потім 0,1мл суспензії 107 клітин в 1мл переносять у 2-гу пробірку, перемішують, отримують культуру 105 клітин в 1мл. Розводять антибіотик з основного його розчину (табл. 1).

Таблиця 1. Отримання основного розчину антибіотика
	Етапи
	Показники для приготування основного розчину пеніциліну
	Концентрація препарату в 1мл отриманого розчину, ОД/мл

	1-й
	Флакон 300 000 ОД + 10 мл стерильної дистильованої води (№1)
	30 000

	2-й
	0,1 мл розчину № 1 + 9,9 мл стерильної дистильованої води (№ 2)
	300

	3-й
	1,6 мл розчину № 2 + 13,4 мл МПБ
	32


Сучасні методи ідентифікації культури й визначенням чутливості її до лікарських препаратів

З метою скорочення терміну отримання результатів мікробіологічного дослідження й поліпшення організаційної роботи в лікарні розроблені й втілюються в практику автоматичні та напівавтоматичні бактеріологічні аналізатори. До комплекту бактеріологічного аналізатора входять автоматичний аналізатор, в якому підтримується постійна температура та вологість, комп'ютер із програмним забезпеченням, принтер для нанесення штрихових кодів, принтер для друкування результатів, прилад для стандартизації каламутності.

За допомогою дозатора суспензію виділеної культури переносять на планшет з луночками, в яких містяться тест-субстрати (їх більше 30) для визначення біологічних властивостей, і на планшет з луночками, в яких містяться різні антибіотики (понад 40). Ідентифікація й перевірка чутливості до антибіотика здійснюється протягом 2-3,5 год. спектрофотометричним і флуоресцентним методами. За допомогою цієї системи можна ідентифікувати понад 300 видів мікроорганізмів. Програмне забезпечення дає змогу вибрати найбільш ефективний препарат, контролювати антибіотикотерапію, проводячи повторні аналізи у хворого, вирішувати питання епідеміологічного характеру.

Конкретні цілі:

1. Визначати чутливість мікроорганізмів до антибіотиків різними методами.

2. Поводити облік результатів для отримання антибіотикограми.

Вміти:

1. Визначення придатності антибіотиків до використання.
2. Визначити чутливість мікроорганізмів до антибіотиків методом дифузії в агар із використанням стандартних дисків і методом серійних розведень.
Теоретичні питання:

1. Класифікація хіміопрепаратів та антибіотиків.
2. Принципи застосування хіміопрепаратів та антибіотиків.
3. Ускладнення антибіотикотерапії.
4. Причини й механізм формування резистентності мікроорганізмів до антибіотиків.
5. Способи подолання формування резистентності у мікроорганізмів.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Визначення придатності антибіотиків до використання.
3. Приготування розведення антибіотику.

4. Виготовлення мікробного завису. 
5. Проведення посіву з метою визначення чутливості мікроорганізмів до хіміопрепаратів та антибіотиків методом дифузії в агар.
6. Проведення посіву з метою визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотика методом розведення на рідкому поживному середовищі.
7. Облік та оцінювання результатів дослідження. Оформлення відповіді.

8. Оформлення протоколу.
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з формою випуску антибіотиків, з сучасними методами ідентифікації культури мікроорганізмів і визначення чутливості їх до лікарських препаратів.
Самостійна робота включає:

1. Визначення придатності антибіотиків до використання.
2. Виготовлення поживних середовищ для постановки досліду (МПБ, МПА).
3. Приготування розведення антибіотику.

4. Виготовлення мікробного завису. 
5. Визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків різними методами.

6. Облік та оцінювання результатів дослідження. Оформлення відповіді.

7. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. При якому температурному режимі проводять підсушування чашок з посівами мікроорганізмів при визначенні чутливості останніх до антибіотиків?
a. 18-20ºС          
b. 37ºС        
c. 4ºС            
d. 42ºС           
e. 0ºС

2. Чим обумовлена необхідність підсушування при кімнатній температурі чашок з посівами мікроорганізмів при визначенні чутливості останніх до антибіотиків?

a. За t=37ºС має місце випереджаючий ріст мікроорганізмів в порівнянні з дифузією антибіотика з диска в агар.

b. Втрата вологості живильного середовища за t=37ºС.

c. Випереджувальна дифузія антибіотика в агар.

d. Антибіотик не діє на мікроорганізм при кімнатній температурі.

e. Антибіотики володіють різними механізмами дії на мікроорганізм.

3. З гнійної рани хворого виділений збудник - патогенний стафілокок і визначена його чутливість до антибіотиків: Пеніцилін – зона затримки росту бактерійної культури – 8 мм; оксациллін – 9 мм; ампіцилін – 10 мм; цефотаксим – 22 мм; лінкоміцин – 11 мм. Який антибіотик слід вибрати для лікування хворого?

a.  Оксациллін.     
b. Ампіциллін.     
c. Цефотаксим.    
d. Лінкоміцин. 

e. Пеніциллін
4. Для визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом дифузії в агар в дослід беруть:

a. Патогенний матеріал          
b. Бульйонну культуру        

c. Агарову культуру                
d. 1,2           
e. Всі відповіді правильні

5. У досліді з визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом дифузії в агар паперові диски розташовують:

a. Щільно один до одного          
b. На відстані 10мм        

c. На відстані 20-25мм                
d. Один диск на одну чашку           
e.  -

6. У досліді з визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотика методом серійного розведення встановлюють мінімальну пригнічувальну концентрацію антибіотика за:

a. Кількістю пробірок з мутним поживним середовищем         

b. Кількістю пробірок з прозорим поживним середовищем                 

c. Перша пробірка з прозорим поживним середовищем            

d. Перша пробірка з мутним поживним середовищем            

e. Остання пробірка з прозорим поживним середовищем                  

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Проведення посіву з метою визначення чутливості мікроорганізмів до хіміопрепаратів та антибіотиків методом дифузії в агар":

Увага! Під час роботи з живою культурою дотримуйтеся правил техніки безпеки!

поставте чашку Петрі з поживним середовищем із злегка відкритою кришкою для підсушування (на 30-40 хв.), потім закрийте чашку кришкою;

підготуйте культуру мікроорганізмів (інокулят) до посіву;

підпишіть чашку Петрі (вкажіть назву середовища, номер аналізу, назву культури, дату посіву);

проведіть посів інокулята піпеткою на поживне середовище;

поставте чашку зі злегка відкритою кришкою для підсушу​вання поверхні середовища (на 10-15 хв.), потім закрийте чашку кришкою;

поставте чашку донизу дном біля спиртівки;

візьміть у праву руку пінцет, зафламбуйте його;

візьміть у ліву руку флакон з дисками, зніміть з нього пробку мізинцем правої руки, зафламбуйте отвір флакона;

візьміть пінцетом один диск, зафламбуйте отвір флакона, закрийте його пробкою, поставте на стіл;

лівою рукою злегка підніміть кришку чашки й покладіть диск на поверхню середовища, придавіть його злегка бланшами пінцета;

Увага! Чашку тримайте біля полум'я на відстані не далі ніж 10см. Пінцет фламбуйте кожного разу перед тим, як узяти новий диск; при накладанні наступних дисків чашку обертайте так, щоб зручно було накладати диски; дотримуйтеся вимог асептики.

накладіть рівномірно інші диски; поставте чашку в термостат догори дном.

Алгоритм "Проведення посіву з метою визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотика методом розведення на рідкому поживному середовищі":

виготуйте мікробну суспензію 105 мікробних клітин в 1 мл;

приготуйте основний розчин антибіотика;

поставте в штатив 12 стерильних пробірок;

підпишіть пробірки: 1 - номер аналізу, номер пробірки й кількість антибіотика – 16 ОД. На всіх останніх пробірках - порядковий номер пробірки (2, 3... 10) і кількість антибіотика (8 ОД, 4 ОД, і т. д.); на пробірці   № 11 - "КК" (контроль культури); на пробірці № 12 - КС (контроль середовища);

внесіть в усі 12 пробірок по 1 мл МПБ;

внесіть у 1-шу пробірку 1 мл основного розчину антибіотика (32 ОД/мл), перемішайте;

перенесіть 1 мл рідини з 1-ї пробірки в 2-гу, перемішайте; 1 мл перенесіть з 2-ої пробірки в 3-тю й т. д. до пробірки № 10;

вилийте 1 мл рідини з 10-ї пробірки в банку з дезінфекційним розчином;

Увага! Кожний інгредієнт беруть окремою піпеткою. У всіх пробірках повинен бути однаковий об'єм рідини.
внесіть у пробірки № 1 - 11 по 0,1 мл культури, що досліджується, у розведенні 100 000 клітин в 1 мл (105 клітин в 1 мл);
штатив з пробірками поставте в термостат на 18-24 год (температура - 37°С).

Методика визначення результатів дослідження. Результати починають визначати з контрольних пробірок. В 11-й пробірці "КК" повинен бути ріст культури (помутніння середовища), у пробірці "КС" середовище повинне бути прозорим. Потім розглядають дослідні пробірки. Відзначають останню пробірку, в якій середовище залишається прозорим. Кількість антибіотика в цій пробірці і є його мінімальною дозою, здатною пригнічувати ріст мікроорганізмів. У відповіді вказують мінімальну концентрацію антибіотика, що пригнічує ріст мікроорганізмів.
Алгоритм "Визначення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків методом серійних розведень на щільному поживному середовищі":

виготовте мікробну суспензію 107 мікробних клітин в 1 мл;
виготовте з основного розчину двократне розведення антибіотика в 10 пробірках;

поставте в штатив 10 пробірок, в яких міститься по 9,9 мл розплавленого й охолодженого до 45 °С МПА; пронумеруйте їх від 1 до 10,11-та пробірка - контроль середовища;

поставте перед штативом 11 стерильних порожніх чашок Петрі, підпишіть на кожній чашці номер аналізу, порядковий номер і кількість антибіотика (16 ОД, 8 ОД, 4 ОД і т.д.); на 11-й чашці - "КС";

вилийте з 1-ї пробірки розчин антибіотика в 1-шу пробірку з агаром, перемішайте, вилийте у 1-шу чашку Петрі;

вилийте з 2-ї пробірки розчин антибіотика в 2-гу пробірку з агаром, перемішайте, вилийте у 2-гу чашку Петрі і т. д., до 10;

з 11-ї пробірки вилийте МПА в 11-ту чашку Петрі, витримайте до охолодження МПА;

зробіть бактеріологічною петлею посів культури, що досліджується (у розведенні 107 клітин мікроорганізмів в 1 мл), на 11 чашках Петрі штрихом;

Увага! На одну чашку сіють 20-25 штамів.
поставте чашки Петрі в термостат догори дном на 16-20год. (температура 37 °С);
Методика визначення результатів дослідження. Урахування результатів починають з контрольної чашки, на якій повинен бути ріст культури. Потім розглядають дослідні чашки. Мінімальну пригнічувальну концентрацію антибіотика (МПК) визначають за останньою чашкою, в якій є повна затримка росту мікроорганізмів, і вказують її у відповіді.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 34-35.
Тема: Вчення про інфекцію. Експериментальний метод діагностики інфекційних хвороб. 
Мета: Вивчення методів дослідження інфікованих лабораторних тварин. 
Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 7: Вчення про інфекцію. Поняття про епідемічний процес.
Актуальність теми:

Інфекція (від лат. infectio - заражати, забруднювати) – форми взаємовідношення, які еволюційно склалися між хвороботворними мікробами і людиною в певних умовах зовнішнього середовища. 

Прояви інфекції різноманітні і залежать від властивостей мікроорганізму, стану макроорганізму і умов навколишнього середовища.

Інфекційний процес – сукупність фізіологічних захисних і патологічних реакцій, які виникають в макроорганізмі у відповідь на дію патогенних мікробів. Він розвивається послідовно і включає складний комплекс біохімічних, цитохімічних, морфологічних змін, що відбуваються в організмі. 

Крайнім ступенем інфекційного процесу є інфекційна хвороба. 

Інфекційне захворювання – клінічні прояви інфекційного процесу, що супроводжуються характерними ознаками або симптомами.

По механізму передачі інфекційні захворювання діляться на:
1. кишкові;
2. дихальних шляхів (респіраторні);
3. кров'яні;
4. інфекції шкірних покривів і слизових оболонок.
Інфекційні захворювання характеризуються заразністю і можуть протікати у вигляді епідемій - масових захворювань, що реєструються на великих територіях (область, країна) і зв'язані джерелом інфекції. Масові захворювання, що поширюються на декілька країн і континентів, називають пандемією (грип, холера). Інфекційні захворювання, що зустрічаються в поодиноких випадках, називаються спорадичними. Захворювання, поширені тільки в певній місцевості, де є резервуар і переносник інфекції, називаються ендемієй (туляремія, кліщовий енцефаліт). Вони обумовлені звичайно природними чинниками, сприятливими для розвитку переносників збудників і резервуарів збудника інфекції. Природно-осередкові інфекції існують в природі серед диких тварин і час від часу викликають серед них спалахи – епізоотії. При випадковому попаданні в таке вогнище людина може заразитися і захворіти (чума, туляремія, кліщовий енцефаліт, рикетсіози).

Залежно від шляху проникнення збудника в організм хазяїна розрізняють екзогенні і ендогенні інфекції.

Екзогенні інфекції виникають внаслідок надходження збудників з навколишнього середовища. Зараження може відбутися через пошкоджену шкіру, слизисті оболонки очей, дихальних, сечостатевих шляхів, шлунково-кишковий тракт. Навіть мікротравми, укус комах, прокол голкою можуть бути причиною зараження.

При ендогенній (аутоінфекції) інфекції збудники знаходяться в організмі у складі облігатної або транзитної флори. При ослабленні захисних властивостей організму вони можуть бути причиною виникнення захворювання (кандидоз).

Залежно від проявів інфекції бувають: маніфестні і інапарантні.

Маніфестні - з проявами захворювання типовими і атиповими. Типові - всі клінічні ознаки проявляються, періоди виражені. Атипові – деякі характерні ознаки відсутні. Наприклад: холера без діареї, висипний тиф без висипу та ін. Поставити діагноз при такому перебігу захворювання дуже важко і лише мікробіологічні методи дослідження мають вирішальне значення.

Інапарантні (латентні, стерті, субклінічні) – відсутні зовнішні прояви захворювання, проте спостерігаються імунологічні, морфологічні, типові для відповідного захворювання зміни. Збудник піддається тиску захисних сил. Збудник тривалий час перебуватиме в організмі хворого, не проявляючи себе. При ослабленні організму (охолоджування, перевтома, голодування) латентні інфекції можуть переходити в типове захворювання з вираженою клінічною картиною.

Однієї з форм інфекції, що протікає без ознак хвороби, є мікробоносійство – стан організму, при якому наявні в організмі патогенні мікроби і виділення їх в зовнішнє середовище не супроводжується клінічними симптомами захворювання і порушеннями з боку органів і тканин. Воно формується частіше після перенесеного захворювання, коли настає клінічне одужання, але збудники продовжують залишатися в організмі перехворілого і виділятися в навколишнє середовище (наприклад, носійство черевнотифозних, дизентерійних паличок, дифтерії, холери). В деяких випадках мікробоносійство розвивається у здорових осіб, що контактували з хворими або навіть носіями патогенних мікроорганізмів. Гостре носійство – коли збудники зберігаються в організмі протягом 3 міс., хронічне – триваліше (черевний тиф протягом всього життя). Звичайно носійство виникає в несприйнятливому організмі на фоні імунітету, що сформувався внаслідок раніше перенесеного захворювання або щеплень. Бактеріоносійство у осіб, що перехворіли і здорових, має величезне епідеміологічне значення. Бактеріоносії сприяють виникненню і підтримують поширення інфекційних захворювань в міжепідемічний період, коли поширення збудника внаслідок природних причин (наприклад при настанні холодної пори року при кишкових інфекціях) затухає.

Якщо інфекція спричинена одним видом збудника, таку інфекцію називають моноінфекцією. При зараженні організму одночасно 2 - 3 різними збудниками (наприклад, дифтерійною паличкою і стрептококом) говорять про змішану (мікст-) інфекцію.

Від змішаних інфекцій відрізняють вторинну інфекцію, коли до основного захворювання (наприклад, грипу) приєднується інфекція, - спричинена іншим збудником (наприклад, стафілококом або стрептококом), як наслідок ослаблення захисних сил організму. У осіб з імунодефіцитом вона називається опортуністичною інфекцією.

Реінфекцією називають такий стан, коли виникло повторне захворювання внаслідок нового зараження тим же видом збудника (гонорея). Якщо захворювання поновилося до одужання в результаті інфікування тим же збудником, говорять про суперінфекцію (сифіліс). Такі інфекції спостерігаються при сифілісі, гонореї.

Рецидив - повернення симптомів захворювання (поворотний тиф, малярія), які виникають без повторного зараження за рахунок збудників, що залишилися в організмі.

Залежно від локалізації збудників в організмі хворого розрізняють опосередковану (локальну) інфекцію, при якій мікроби тривало знаходяться в одному, певному місці, не розповсюджуючись за його межі (наприклад, ангіна, фурункульоз), і генералізовану, коли сили агресії мікроорганізмів перевищують силу захисних механізмів організму хазяїна і збудники з місцевого осередку розповсюджуються по організму. Стан, коли збудники інфекції циркулюють протягом певного часу в крові, але не розмножуються в ній (наприклад, черевний тиф, бруцельоз), називають бактеріємією, вірусемією.

У тому випадку, коли збудник тривало знаходиться в крові, накопичується і навіть розмножується, виникає сепсис або септицемія (від лат. sepsis - гноєкровіє). Таке накопичення мікроорганізмів буває при чумі, сибірській виразці. Сепсис викликають також гноєродні коки. Особливістю сепсису є те, що клінічна картина не залежить від виду збудника.

Утворення внаслідок сепсису гнійних осередків в різних органах називається септікопіємією. Циркуляція в крові токсину називається токсинемією (гр.(-) мікроорганізмів).

Патогенність і вірулентність мікроорганізмів
Мікроорганізми, які здатні викликати захворювання людини і тварин, називаються патогенними, а їх здатність викликати захворювання, називається патогенністю (від лат. pathos - страждання, genos - народження). Патогенність - це генетично обумовлена видова ознака. Для більшості патогенних мікроорганізмів характерна специфічність - здатність даного виду мікробів викликати певне захворювання. Наприклад, холеру викликає холерний вібріон, гонорею – гонокок, шигели – дизентерію. Проте специфічність мікроорганізмів відносна. Так деякі мікроорганізми (стафіло- і стрептококи) можуть викликати різні захворювання і навпаки одне і теж захворювання викликають різні збудники. Так пневмонію можуть викликати стафіло-, стрептококи, клебсієли та ін. м.о.
За цією властивістю мікроорганізми поділяють на:
1. патогенні; 

2. умовно-патогені – зустрічаються в зовнішньому середовищі і у складі нормальної мікрофлори, для здорової людини безпечні, однак можуть стати патогенними для осіб з імунодефіцитом, при проникненні в органи, де вони в нормі не зустрічаються (E.coli при попаданні в черевну порожнину при травмі або під час операції викликає перитоніт);
3. непатогенні.

Органотропність – здатність вибірково вражати певні тканини (гонокок вражає епітелій статевих органів, збудник дизентерії – ентероцити). 
Різні штами одного і того ж виду можуть володіти різною по патогенності дією. Ступінь або міра патогенності називається вірулентністю.
Вірулентність мікроорганізмів визначають три основні властивості патогена: інфекційність, інвазивність, токсигеність.

Інфекційність, інвазивність і токсигеність не пов'язані між собою і по різному виявляються у різних патогенів. У збудника дифтерії, правця, ботулізму більше виражені токсигенні властивості. У збудника чуми – інвазивні. Він не лише пригноблює захисні сили організму, але і настільки швидко розмножується, що імунна система не встигає відреагувати.

Інфекційність – здатність заражати. Вона зумовлена здібністю до адгезії (прилипанню), колонізації (розмноженню). Адгезія і колонізація пусковий механізм розвитку захворювання. Мікроорганізми і токсини реалізують свої патогенні і токсичні властивості тоді, коли зв'язуються з рецепторами клітини-мішені.

Адгезія - здатність адсорбуватись на чутливих до даного мікроба клітинах організму хазяїна. Вона зумовлена, з одного боку, поверхневими структурами мікробної клітини (пілі та ін.), з іншою - наявністю рецепторів клітини макроорганізму, здатних вступати в з'єднання з мікробною клітиною.

Колонізація може бути на поверхні клітин, до яких прилипли мікроби (наприклад, холерні вібріони розмножуються на ентероцитах), або усередині клітин, в які проникають прилиплі мікроби (наприклад, дизентерійні палички розмножуються в клітинах товстого відділу кишки).

Інвазивність – здатність проникати в тканини, долаючи захисні сили організму. Інвазивність пов'язана із здатністю мікробів продукувати ферменти, що порушують (підвищують) проникність сполучної і інших тканин. До таких ферментів відносяться: 
а) гіалуронідаза (чинник поширення), яка руйнує гіалуронову кислоту сполучної тканини і тим самим сприяє проникненню мікробів в тканини; 

б) нейрамінідаза, що відщеплює нейрамінову кислоту від глікопротеїдів, гліколіпідів, полісахаридів, що входять до складу різних тканин, що таким чином підвищує їх проникність.
Пригнічення фагоцитозу здійснюють капсули бактерій. Речовини, що входять до складу капсул різних мікроорганізмів, неоднакові, і їх функції також різні. Так, поліпептид капсул збудника сибірської виразки оберігає його від захвату фагоцитами; полісахарид синьогнійної палички пригноблює і захват, і внутріклітинне перетравлення бактерій.

Крім перерахованих чинників, мікроби захищаються від фагоцитозу деякими ферментами. Наприклад, коагулаза стафілококів сприяє згортанню плазми, що приводить до утворення захисного «чохла» навколо мікробної клітини; фібрінолізин розчиняє фібрин, сприяючи цим поширенню мікробів.

Токсигеність – здатність утворювати токсичні речовини, які мають хвороботворну дію. Токсини, які утворюються мікроорганізмами, ділять на дві групи - екзотоксини і ендотоксини.

Екзотоксини є продукти метаболізму мікробів, що виділяються в навколишнє середовище. Вони мають білкове походження, що зумовлює їх малу стійкість до зовнішніх дій. Виняток складають нейротоксин палички ботулізму, ентеротоксини стафілокока, холерного вібріона, які витримують короткочасне кип'ятіння.

Екзотоксини синтезуються переважно гр.(+) бактеріями (дифтерія, правець, ботулізм, газова гангрена – сильні екзотоксини). Найчастіше екзотоксини блокують дію ферментів, медіаторів, гормонів, оскільки структурно з ними схожі (тому антитоксичну терапію слід проводити якомога раніше, до зв'язування токсину з клітиною мішенню). Ботулінічні і правцеві токсини блокують передачу нервового імпульсу, екзотоксини холери і дизентерії активують аденілатциклазну систему ентероцитів, що приводить до виділення води і іонів з тканин і обумовлюють діарею. 

Екзотоксини характеризуються високою токсичністю і вираженою специфічністю - органотропністю. Кожен вид токсину вражає певні органи або тканини. Наприклад, правцевий токсин вражає рухові нейрони спинного мозку, а дифтерійний токсин - м'язи серця і надниркові, ботуліничний – діє на закінчення рухових нервів.
Ендотоксини - ліпополісахаридопротеїновий комплекс, тісно пов'язаний з клітиною мікроорганізму і входить до складу клітинної стінки переважно гр.(-) бактерій, звільняється після руйнування клітини (черевний тиф, дизентерія, холера, кашлюк). Вони неспецифічні. Ендотоксин обумовлюють загальну інтоксикацію організму, проявляючи запальну, пірогенну і алергізуючу дію. Клінічна картина, що викликається, ендотоксинами різних мікроорганізмів, однотипна: реакція організму супроводжується звичайно загальними явищами інтоксикації - лихоманкою, головним болем і т.д.

Тісний зв'язок ендотоксину з клітинами мікроорганізму зумовлює його стійкість до температурного і іншим зовнішнім чинникам. Для одержання ендотоксину необхідно зруйнувати клітину мікроорганізму.

Слід пам'ятати, що значна кількість токсину може привести до розвитку ендотоксичного шоку і смерті хворого, що відбувається при масовій загибелі мікроорганізмів. Тому при захворюваннях, викликаних гр.(-) мікроорганізмами, не слід використовувати бактерицидні антибіотики (пеніцилін при черевному тифі). 

Дію токсину визначають на чутливих до даного токсину тварин. Наприклад, дифтерійний токсин випробовують на морських свинках, ботуліничний - на білих мишах і т.д.

Біологічний метод діагностики.
Біологічний, або експериментальний, метод діагностики інфекційних хвороб - це дослідження патологічного матеріалу на лабораторних тваринах.

Біологічний метод дослідження використовують у тих випадках, коли потрібно:

1) виділити з патологічного матеріалу збудників, які не ростуть на поживних середовищах (віруси, рикетсії);

2) вивчити деякі властивості виділених мікроорганізмів (некротичну, токсикогенну);

3) виділити чисту культуру збудника з патологічного матеріалу, забрудненого сторонньою мікрофлорою, яка пригнічує збудника на поживних середовищах. Так, щоб виділити чисту культуру пневмокока з мокротиння, в якому перебувають стафілококи, стрептококи, його емульгують у стерильному бульйоні й уводять внутрішньочеревно білим мишам, організм яких дуже чутливий до пневмокока. Пневмокок в організмі білих мишей розмножується дуже швидко. Через 6-8 год. його можна виділити з ексудату (від лат. exsudo - випотівати, виділяти; рідина, що просочується з дрібних кровоносних судин у тканини й порожнини тіла в разі запалення) черевної порожнини білої миші, інші мікроорганізми за цей час не встигають розмножитися.

Експериментальне зараження лабораторних тварин проводять для моделювання інфекційної хвороби, вивчення імунної відповіді з боку макроорганізму, для вивчення ефективності й безпечності імунобіологічних та лікарських препаратів, отримання імунних діагностичних і лікувальних сироваток, імуноглобулінів.

Лабораторні тварини також використовують як донорів (від лат. dono - дарую) крові, з якої отримують сироватку, плазму, еритроцити, лейкоцити. Кров та її інгредієнти (від лат. ingrediens - складова частина суміші) використовують для виготовлення поживних середовищ, постановки серологічних реакцій.

Найчастіше в мікробіологічній практиці використовують білих мишей, щурів, морських свинок, кролів, рідше - курей, голубів, баранів, котів, собак, хом'яків, велику рогату худобу, коней, свиней, ослів, мавп.

Останнім часом використовують тварин чистої лінії (інбредних тварин). Їх отримують при генетично близькому схрещуванні. Це брати й сестри протягом 20-40 поколінь, відібраних за певною ознакою. Генетична однорідність тварин забезпечує одноманітність реакцій організму на введений збудник.

У спеціалізованих лабораторіях проводять дослідження на безмікробних (стерильних) тваринах, яких тримають в асептичних умовах. Основна мета досліджень - вивчення ролі нормальної мікрофлори у фізіологічних та патологічних процесах тварин і людей. Наука, що вивчає життя безмікробних макроорганізмів, називається гнотобіологією (від. грец. gnotos - відомий, очевидний і biotos - життя), а безмікробні макроорганізми - гнотобіотами, або гнотобіотними.
Призначення, будова та оснащення віварію

Віварій (від лат. vіvus - живий), або експериментально-біологічна клініка, - це підрозділ наукового закладу, в якому утримуються, а іноді й розводяться лабораторні тварини для проведення медико-біологічних досліджень.

Віварій розміщують в окремій споруді або на верхніх поверхах лабораторного корпусу. Для забезпечення протиепідемічного та протизоотичного режимів порядок розміщення приміщень віварію повинен відповідати принципу поділу на чисту і забруднену зону.

Приміщення, в яких працюють з активними препаратами, є потенційно забрудненими, їх відносять до III зони забрудненості. Вони повинні бути повністю ізольованими від інших приміщень і навколишнього середовища. Приміщення, в яких проводиться робота з інфікованим матеріалом у герметичній апаратурі, приладах і захисних боксах, кваліфікують як умовно забруднені і відносять до приміщень II зони.

Приміщення II і III зон роблять особливо герметичними, без вікон або з оглядовими вікнами, які герметизовані й не відкриваються. Герметизація цих приміщень повинна бути такою, щоб їх можна було обробляти хімічними речовинами у газоподібному (паровому) стані. У цих приміщеннях повинні бути автономні системи вентиляції, які розріджують повітря, що забезпечує напрямок руху повітря до цих приміщень, а не навпаки. Повітря, яке відводиться системами вентиляції з приміщень II і III зон, фільтрується через систему послідовно встановлених фільтрів.

Автономна система знезараження стічних вод із цих приміщень забезпечує їх високотемпературну стерилізацію.

В окрему групу виділяють приміщення буферного призначення. Це препараторські, що обслуговують приміщення II і III зон. У них працюють із матеріалами, лабораторним посудом і реактивами, допускається також тимчасове перебування активного матеріалу в герметичній упаковці, який призначений для передавання в приміщення II і III зон. Ці приміщення вважаються чистими, їх відносять до приміщень І зони.

Крім того, у лабораторії є приміщення загального призначення: вестибюлі, роздягальня, адміністративні кабінети, їдальня, склади, приміщення технічного обслуговування. Цю групу приміщень відносять до 0 (нульової) зони лабораторії. На межі робочих приміщень різних зон створюють бар'єрні системи: санітарні пропускники для людей (приміщення для знімання спецодягу, повітряний душ, мийна установка) і передавальні споруди для переміщення матеріалів, апаратури й приладів для дослідження (прохідні стерилізатори для термічної обробки, газові передавальні камери для хімічного оброблення газопаровою сумішшю) і передавальні ванни ("камери пірнання") для хімічного оброблення дезінфекційними розчинами.

Управляють технічними системами з приміщень чистої зони.

До складу віварію обов'язково входять такі відділення: карантинне, секція для експериментальних тварин, ізолятори, операційна, маніпуляційна, кормокухня, дезінфекційно-мийне відділення, склад для чистого запасного інвентарю, санітарний блок (туалет, душові), побутові приміщення для обслуговуючого персоналу, діагностичний кабінет, службовий кабінет, холодильна камера.

Карантинне відділення призначене для утримання тварин, придбаних для віварію. Віварій поповнюють тваринами, придбаними зі спеціалізованих розплідників, або, як виняток, в інших організаціях. Їх поселяють у чисті продезінфіковані (проавтоклавовані) клітки. На придбаних тварин має бути паспорт, де вказано дату відправлення та отримання тварин, номер клітки, кількість, вік та масу тіла тварини, дату та результати клінічного огляду. Якщо тварини придбані в спеціалізованому розпліднику, розміщеному в тому самому місті чи районі, їх утримують у цьому відділенні протягом 3 діб для адаптації до нових умов. Якщо тварини придбані з розплідників, розміщених в інших містах, районах, або із неспеціалізованих розплідників, термін карантину встановлюють відповідно до інкубаційного періоду найбільш поширених хвороб для цих тварин. Термін карантину: для мишей та щурів - 17 діб, котів і собак - 30 діб, морських свинок, кролів, птахів та інших тварин - 21 доба.

Під час карантину за тваринами ведуть щоденний клінічний нагляд. Приміщення карантину після кожної партії переданих для роботи тварин і після кожного випадку виявлення інфекційної хвороби прибирають і дезінфікують. Після закінчення терміну карантину тварин переводять в експериментальні секції.
В експериментальній секції мишей, щурів, морських свинок утримують у клітках, установлених на металевих стелажах. Дно кліток повинно бути суцільним, його вкривають простерилізованою м'якою підстилкою (соломою, тирсою, підстилковим торфом). У кожному приміщенні віварію рекомендується тримати один вид тварин. Якщо в одному приміщенні утримують різні види тварин, їх розміщують на різних стелажах. Заражених мишей тримають у скляних банках, розміщених у металевих клітках, собак - в окремих боксах, котів - у вольєрах по 5 голів у кожній. Для великих тварин (коней, великої рогатої худоби, свиней, ослів) будують окремі приміщення. На кожній клітці, боксі, вольєрі повинна бути етикетка, в якій зазначають відділення, номер клітки, вид, лінію, стать, вік тварини, дату надходження, прізвище експериментатора, початок і кінець експерименту, особливі відмітки.

Ізолятори призначені для утримання підозрілих на інфекційні захворювання тварин або завідомо хворих тварин, знищення яких небажане за умов досліду.

Конструктивні особливості операційної та маніпуляційної визначаються в кожному конкретному випадку залежно від завдання й мети наукового дослідження.

Кормокухня - це два суміжних приміщення для перероблення та виготовлення кормів для тварин.

Дезінфекційно-мийне відділення - це дві суміжні кімнати, сполучені між собою прохідним автоклавом або прохідною сухожаровою камерою. Воно призначене для стерилізації інвентарю, підстилки, кліток після механічного очищення.

Діагностичний і службовий кабінети - це лабораторні приміщення для проведення досліджень, пов'язаних з контролем за якістю тварин, кормів, а також для ведення й збереження документації.

Холодильна камера призначена для зберігання трупів тварин, які підлягають патологоанатомічному дослідженню.

У приміщеннях, де утримуються тварини або проводять експерименти, а також на кормокухні та в дезінфекційно-мийному відділенні підлогу роблять із водонепроникного матеріалу, без плінтусів з нахилом до отворів, підключених до каналізації. Стіни від підлоги до стелі вкривають глянцевим кахлем, стелю фарбують масляною фарбою. Двері мають гладеньку поверхню, пофарбовані масляною фарбою. Верхня частина дверей засклена. Освітлення й мікроклімат (температура, вентиляція) у приміщеннях повинні відповідати встановленим нормативам.

Правила утримання лабораторних тварин та догляд за ними

Правильне утримання лабораторних тварин та повноцінне харчування їх має велике значення для отримання достовірних результатів досліду. Порушення режиму утримання й раціону харчування спричинює ослаблення організму тварин, підвищення чутливості їх до патогенних мікроорганізмів, що призводить до викривлення результатів дослідження й неправильних вис​новків.

Клітки з лабораторними тваринами, бокси, вольєри розміщують на площі, передбаченій установленими нормативами. Для приблизного розрахунку виходять з того, що 1 см2 площі клітки повинен припадати на 1г маси тварини; мінімальний розмір площі на 1 собаку - 1,5м2, на 1 кота - 0,5м2.

Уся робота з догляду й утримання лабораторних тварин проводиться згідно з затвердженим регламентом, за яким визначено час для санітарного оброблення приміщення й обладнання, годівлі, проведення експериментальних робіт і маніпуляцій. Персонал, який доглядає за тваринами та забезпечує санітарно-гігієнічний стан приміщень, повинен мати спецодяг (брючні костюми або напівкомбінезони з куртками з еластичними ущільненнями біля зап'ястка і щиколотки, головний убір повинен повністю закривати волосся, гумові, поліетиленові чи металеві рукавички - останні для роботи з лабораторними тваринами, спеціальне взуття), захисні окуляри та респіратори.

Персонал, який обслуговує тварин заражених збудниками особливо небезпечних інфекцій, повинен поверх спецодягу надягати халат, прогумований фартух, нарукавники, гумові рукавиці, взувати гумові чоботи або калоші, а при потребі користуватися захисними окулярами й ватно-марлевою маскою.

Чистять і миють клітки та інвентар щоденно після попереднього знезараження. Забруднену підстилку та інші відходи з кліток збирають у спеціальні металеві бачки з кришками. Бачки щільно закривають і переносять у мийно-дезінфекційне приміщення. Відходи знезаражують або спалюють. Методи дезінфекції, дезінсекції та режим автоклавування встановлюють у кожному окремому випадку залежно від стану тварин (здорові чи заражені) та виду інфекції.

Лабораторних тварин годують 2-3 рази на добу за нормативами, розробленими науково-дослідними закладами. Добовий раціон складають так, щоб різні види кормів видавалися почергово. Основним видом харчування лабораторних тварин є зерно злакових (овес, пшениця, кукурудза, просо), олійних (соняшник, льон, коноплі) і бобових (горох) рослин. Їх дають натуральними або подрібненими. Перш ніж дати корм тваринам, його стерилізують в автоклаві або в сухожаровій шафі.

Для повноцінного харчування необхідний також зелений, соковитий корм, молоко, сало, вітаміни, мінеральні солі. У клітках тварин завжди повинна бути питна вода.

Усі дії, пов'язані з доглядом, утриманням тварин, проведенням медико-біологічних експериментів (операція, взяття крові, необхідне умертвіння тварин) виконують, керуючись правилами гуманного ставлення до лабораторних тварин.

Підготовка лабораторних тварин до досліду

Для проведення досліду відбирають групу тварин певного виду, віку, маси тіла, іноді, за умовами досліду, - однієї статі. Усі тварини повинні бути здоровими. Їх розміщують у чисті продезінфіковані клітки й протягом декількох діб перед експериментом зважують, проводять термометрію й маркування тварин.

Зважування. Для зважування мишей, щурів, морських свинок використовують циферблатні терези (без ваг) вантажопідйомністю до 1кг; для зважування кролів використовують чашкові терези з тарованими (з відомою масою) дерев'яними ящиками або картонними коробками вантажопідйомністю до 5кг.

Термометрія. Термометрію проводять медичним ртутним термометром (для мишей існує спеціальний маленький тригранний термометр) у прямій кишці. Нормальна температура в різних тварин неоднакова: у білих мишей – 37-39 °С, білих щурів - 38,5-39,5°С, морських свинок — 37,3-39,5°С, кролів — 37,7-38,8°С.

Маркування тварин. Кожну тварину, взяту в дослід, нумерують. Метод маркування залежить від виду тварин.

Кролів і морських свинок нумерують металевими бляшками. Для цього вухо тварини протирають спиртом, потім знеболюють ефіром. На ділянці вушної раковини, де немає кровоносних судин, скальпелем проколюють два отвори, в які вводять шипи бляшки й загинають їх.

Птахам (курям, голубам) на правій лапці укріплюють алюмінієве кільце з номером.

Щурів і мишей нумерують барвниками. Одним барвником мітять номери від 1 до 9, іншим - від 10 до 90, таким чином двома барвниками можна пронумерувати 100 тварин. Якщо використати як барвник пікринову кислоту (жовтого кольору) для нумерації одиниць, а фуксин - для нумерації десятків, то, залежно від місця положення забарвленої плями та її кольору, тварини матимуть різні номери.

Мітки пікриновою кислотою: пляма на лівій передній лапці - № 1, лівому боці - № 2, лівій задній лапці - № 3, голові - № 4, спині - № 5, ділянці попереку - № 6, правій передній лапці - № 7, правому боці - № 8, правій задній лапці - № 9. Мітки, зроблені фуксином на ці самі місця, означатимуть номери від 10 до 90.

Фіксація лабораторних тварин. Під час проведення медико-біологічного експерименту тварин фіксують (обмежують їхню рухливість) у позі, за якої зручно виконувати заплановану маніпуляцію. Є кілька способів фіксації тварин.

Фіксація тварини (кроля, морської свинки) рушником. Тварину туго замотують у рушник. При цьому передні лапки притискують до грудей, задні - до живота, голова залишається вільною.
Фіксація голови кроля. Для цього використовують бокс (дерев'яний ящик з рухомими кришкою й верхньою частиною передньої стінки). У передній стінці вирізують отвір діаметром 5см так, щоб він знаходився у нижній нерухомій частині стінки й у верхній рухомій. Кролика садять у бокс, а голову виводять через цей отвір. Рухомими частинами боксу фіксують тулуб і голову кролика.

Фіксація тварин (кролика, морської свинки, щура) у положенні лежачи на спині або на животі. Для цього використовують спеціальний станок. Це звичайна дошка на низеньких ніжках, розмір якої відповідає розміру тварини. На бічних ребрах дошки є по два отвори або по два гачки для кріплення петель (фіксація лапок). На вузькому краю дошки є пристосування для фіксації голови.

Фіксація морської свинки руками. Маніпуляцію виконують удвох. Помічник фіксує тварину, а експериментатор проводить відповідну маніпуляцію. Морську свинку беруть лівою рукою так, щоб другий палець лівої руки знаходився під шиєю, а перший і третій пальці - під передніми кінцівками тварини, і повертають її черевом догори або назовні. Правою рукою свинку гладять по животу доти, доки вона не заспокоїться. Задні лапки тварини тримають правою рукою.

Фіксація щурів. Складку шкіри на потилиці беруть корнцангом і щільно притискують голову тварини до поверхні столу. Другою рукою беруть хвіст щура і, ледь піднявши його над поверхнею столу, тримають у такому положенні, щоб голова була злегка відтягнута корнцангом.

Фіксація мишей. Мишу пускають по поверхні столу, тримаючи її за хвіст першим і другим пальцями правої руки. Після розправлення хвоста швидким рухом лівої руки хватають її за складку шкіри поза вухами, щоб вона не змогла повертати голову. Піднявши мишу над столом, помічник тримає її однією рукою за хвіст, а другою - за складку шкіри на потилиці у положенні, зручному для експериментатора.

Працювати з мишами можна і без помічника, фіксуючи їх лівою рукою: першим і другим пальцями лівої руки тварину утримують за складку шкіри на потилиці, а іншими трьома пальцями притискують до зап'ястя хвіст і шкіру спинки. При такому способі фіксації права рука залишається вільною, що дає змогу виконувати різні маніпуляції.

Способи зараження лабораторних тварин

Залежно від мети дослідження використовують різні способи зараження: внутрішньошкірний, нашкірний, підшкірний, внутрішньом'язовий, внутрішньоочеревний, внутрішньовенний, пероральний, інтраназальний, інтрацеребральний, зарошення в око, внутрішньосерцевий. При всіх способах зараження користуються шприцом. Ділянка тіла, на якій проводять ін'єкцію чи розтин, називається операційним полем. При введенні матеріалу через шкіру операційне поле попередньо звільнюють від шерсті (стрижуть, бриють, вищипують або обробляють епілятором - сумішшю, яка призводить до випадання шерсті). Перед ін'єкцією операційне поле обробляють 70% розчином етилового спирту або спиртовим розчином йоду. Щоб запобігти утворенню зараженого аерозолю при видаленні повітря із шприца, на голку надівають ватний тампон, змочений 70% розчином етилового спирту. Забруднений ватний тампон опускають у банку з дезінфекційним розчином. (При роботі зі збудниками особливо небезпечних інфекцій видаляти повітря із шприца заборонено, тому голку заповнюють водою з стерилізатора).

Внутрішньошкірний спосіб зараження. Для цього використовують тонкі гострі голки з невеликим скосом. Перед уведенням матеріалу шкіру розтягують першим і другим пальцями лівої руки, а правою рукою вводять голку шприца під дуже гострим кутом. При цьому кінець голки просвічується через епідерміс, а на місці введеного матеріалу утворюється горбик; шкіра на його поверхні прозора й пориста, тому її порівнюють з лимонною кіркою. Матеріал уводять у шкіру спини або живота в об'ємі 0,1мл.

Таким способом ставлять дермонекротичну та алергійну проби.

Нашкірний метод зараження. Після видалення шерсті, частіше на ділянці живота, шкіру скарифікують (від лат. sсагіfiсо - дряпаю) скальпелем або пером Дженнера. Матеріал наносять на шкіру й втирають у подряпини. Спосіб використовується для виявлення в патологічному матеріалі збудників туляремії, чуми.
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Підшкірний спосіб зараження. Шкіру в місці введення матеріалу піднімають першим і другим пальцями лівої руки (мал. 5). Голку шприца вводять унизу утвореної складки шкіри. Проколовши шкіру, уводять голку на декілька міліметрів, потім її злегка повертають праворуч або ліворуч і повільно вводять матеріал. Напрямок голки змінюють для того, щоб матеріал не просочувався через прокол. Складку шкіри опускають, на місце уколу кладуть вату, змочену спиртом, голку швидко виймають. 
Мал. 5. Підшкірний спосіб зараження лабораторних тварин.

Кролям і морським свинкам матеріал уводять під шкіру спини або бічної поверхні; щурам, мишам - під шкіру спини, попереку, потилиці. Кролям уводять до 30мл рідини, морським свинкам - до 15мл, щурам - до 10мл, мишам - до 1мл.
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Внутрішньом'язовий спосіб зараження (мал. 6). Місцем уведення матеріалу є зовнішня верхня третина стегна задньої лапки (ділянка тіла з найбільш розвиненими м'язами). М'язову складку беруть першим і другим пальцями лівої руки, а правою вводять голку шприца майже під прямим кутом углиб м'язів. Кролям уводять до 8мл рідини, морським свинкам - 5мл, щурам - 3 мл, мишам - 0,5мл.

Мал. 6. Внутрішньом’язовий спосіб зараження лабораторних тварин.

Підшкірний і внутрішньом'язовий спосіб введення матеріалу в лабораторній практиці використовують найчастіше.

Внутрішньоочеревний (інтраперитонеальний) спосіб зараження (мал. 7). Помічник тримає тварину головою донизу, при цьому кишки зміщуються в бік діафрагми, що зменшує можливість їх пошкодження. Матеріал уводять у нижню третину живота зліва від середньої лінії. При цьому голку шприца тримають перпендикулярно до черевної стінки, [image: image26.png]


уводять до появи відчуття "провалу", потім переводять голку у вертикальне положення і вводять матеріал у черевну порожнину: кролям - до 30мл, морським свинкам - до 10 мл, щурам - до 5мл, мишам - до 2мл.

Цей спосіб використовують для виявлення екзотоксину збудника ботулізму.

Мал. 7. Внутрішньоочеревний спосіб 
зараження лабораторних тварин.
Внутрішньовенний спосіб зараження. Кролів заражують у крайову вену вуха. Після видалення шерсті вухо затискують біля його основи, щоб спричинити гіперемію судин. Голку шприца вводять під гострим кутом. Якщо голка потрапила у вену, матеріал уводиться легко. Кролям уводять до 20мл рідини.

Щурів і мишей заражують у бічну вену хвоста. Перед уведенням матеріалу хвіст тварини опускають у воду, підігріту до 50°С; при цьому вени набрякають і добре просвічують через шкіру. Голку шприца вводять під дуже гострим кутом. Щурам уводять до 6мл рідини, мишам - до 0,5мл.

Таким способом визначають силу дії мікробних екзотоксинів (DLМ, DCL).

Пероральний спосіб зараження - це зараження через травний тракт. Заразити тварин через рот можна двома способами. Матеріал, призначений для зараження, додають в їжу або в рідину для пиття (молоко). Цей спосіб простий і зручний, але не дає змоги враховувати кількість матеріалу, що потрапляє в організм тварини. Тому частіше матеріал уводять шприцом. Для цього беруть голку зі стовщенням на кінці у вигляді оливи. Зручніше й безпечніше використовувати еластичний зонд. Зовнішній його кінець прикріплюють до шприца, а нижній кінець уводять у нижній відділ стравоходу або безпосередньо в шлунок. При цьому щурів і мишей тримають вертикально, а кролів і морських свинок замотують у рушник і садять на коліна помічника. Таким способом кролям уводять 3,5-5мл рідини, морським свинкам - 2,5-3,5мл, щурам - до 3,5мл, мишам - 1мл.

Так вивчають дію ентеротоксинів збудників харчових токсикоінфекцій.

Інтраназальний спосіб зараження - зараження через дихальні шляхи. Тварину фіксують на препарувальній дошці. До носа підносять вату, змочену ефіром або тіопенталом. Після того, як у тварини з'являться ознаки легкого наркозу, голку шприца або піпетку вводять у ніздрі мишам на глибину 1 - 1,5мм, щурам - 2-3мм, кролям і морським свинкам - 4мм. Матеріал уводять маленькими краплями. Щоб не пошкодити слизові оболонки, користуються тупими голками.

Цим способом виявляють вірус грипу в матеріалі, який досліджують.

Інтрацеребральний (субдуральний) спосіб зараження. Матеріал уводять через тім'ячко мишей-сисунців під тверду мозкову оболонку. Внутрішньомозкове зараження проводять також кролям, морським свинкам, мишам. При цьому після розтину шкіри посередині лоба проколюють кістку голкою Франка, потім у цей отвір уводять голку шприца. Кролям уводять 0,4мл, морським свинкам - 0,2мл інфікованої рідини. Мишам проколюють кістку черепа голкою від шприца і вводять 0,05мл інфікованої рідини.

Цим способом виявляють у патологічному матеріалі віруси енцефалітів, поліомієліту, Коксакі, ECHO.

Уводити інфікований матеріал через око можна різними способами. Тварину тримає помічник головою до експериментатора. Пінцетом (у лівій руці) відтягують нижній зовнішній кут повік ока тварини, правою рукою (з пастерівської піпетки 1-2 краплі або бактеріологічною петлею) матеріал наносять на кон'юнктиву й розподіляють його по кон'юнктиві, рухаючи повіки пінцетом. При субкон'юнктивальному способі зараження матеріал уводять тонкою голкою під кон'юнктиву (0,1-0,2мл). Можна вводити матеріал також у скарифіковану рогівку ока, втираючи його скляним шпателем.

Спосіб використовують для постановки кератокон'юнктивальної проби при діагностиці шигельозу, коліентериту, спричиненого ентероінвазивними ешерихіями.

Внутрішньосерцевий спосіб зараження. Матеріал уводять у шлуночок серця. Цей спосіб використовують для відтворення анафілактичного шоку.

Під час усіх способів зараження тварин слід чітко дотримуватися методичних вказівок, які регламентують підготовку, проведення досліду, проведення знезараження патологічного матеріалу та інструментів, правила поведінки персоналу з метою запобігання внутрішньолабораторному зараженню.

Методи взяття крові у лабораторних тварин. 

Оброблення й виділення складових частин крові.

Маніпуляції (від лат. manus - рука, дія руками при виконанні роботи) при взятті крові у тварин різні, вони залежать від виду тварин і методів узяття крові. Невелику кількість крові беруть із вен вуха, хвоста, внутрішньої поверхні крила. Більше крові беруть із серця щура, кроля, морської свинки, ліктьової вени (у мавпи), вени стегна, сонної вени коня, великої рогатої худоби. В особливих випадках проводять тотальне (від пізньолат. totalis - увесь, цілий) знекровлення. Недоліком цього методу є те, що тварина гине.

Перед взяттям крові в лабораторних тварин на ділянці тіла, де буде зроблено прокол, спочатку видаляють шерсть, знежирюють і дезінфікують шкіру спиртом, ефіром або спиртовою настоянкою йоду. Після взяття крові на місце уколу накладають ватний тампон, просочений спиртовим розчином йоду, а тварині уводять підшкірно підігрітий до температури 37°С сте​рильний ізотонічний розчин натрію хлориду або розчин глюкози в об'ємі, який у 2 рази перевищує об'єм взятої крові.

Взяття крові із серця. Кроля, щура, морську свинку фіксують на спеціальному столику черевом догори. Другим пальцем лівої руки промацують серцевий поштовх і в цьому місці вводять голку шприца. Якщо голка потрапила в серце, кров відразу починає наповнювати шприц. Кількість крові, яку можна взяти, залежить від виду тварини. У кроля можна взяти 25-30мл, у морської свинки — 10-12мл, у щура — 6-8мл. Для запобігання згортанню крові шприц і голку перед взяттям крові прополіскують стерильним розчином натрію цитрату, маніпуляцію виконують якомога швидше.

Взяття крові з вени. У кроля кров беруть із крайової вени вуха. Для цього його фіксують рушником і садять на коліна. Видаляють шерсть на зовнішній поверхні вуха, дезінфікують шкіру, затискують вену біля кореня вуха, завдяки чому затримується відтік крові й вена набухає. Уводять у вену голку без шприца, і вену відпускають. Кров, що капає з голки, збирають у стерильну пробірку.

У білих мишей і білих щурів кров беруть з хвостової вени. Тварин фіксують у металевих сітках відповідних розмірів. Хвіст спочатку прогрівають у воді за температури 45-50°С, потім ампутують (від лат. amputatio - відсікати) кінчик хвоста. Кров, що витікає із кукси, збирають у стерильну пробірку. Для зупинки кровотечі куксу обробляють водню пероксидом.

Великим тваринам (коням, баранам, бикам) спочатку дають наркоз (від грец. narkosis - заціпеніння), а потім кров беруть із сонної артерії.

Тотальне знекровлення. При цьому тварину фіксують черевом догори, дають тварині наркоз. Після цього роблять розтин по середній лінії шиї, розводять краї рани, потім відокремлюють м'язи, оголюють сонну артерію й накладають на неї 2 лігатури (від лат. ligatura - зв'язок). Нижче від другої лігатури накладають затискач. Між лігатурою й затискачем уставляють канюлю (скляну трубочку з відтягнутим капіляром). На розширену частину канюлі надівають гумову трубку й опускають її кінець у флакон. Затискач знімають, кров вільно витікає у флакон. При тотальному знекровленні в кроля можна взяти 120-150мл крові, у морської свинки — 30-40мл, у щура — 20-25мл.

В лабораторній практиці широко використовують як цілісну кров, так і окремі її складові частини: еритроцити, сироватку, плазму.

Виготовлення дефібринованої крові. Кров у тварин збирають у стерильний флакон зі скляним намистом. Протягом 10-15хв. флакон струшують, унаслідок чого фібрин осідає на поверхні намиста, а кров втрачає здатність згортатися. Дефібриновану кров зливають в інший стерильний флакон. Її використовують для виготовлення складних поживних середовищ, а також для отримання суспензії еритроцитів.

Виготовлення суспензії еритроцитів. Дефібриновану кров наливають у центрифужну пробірку, закривають її пробкою й центрифугують при 2000-3000 обертів за хвилину протягом 10-15хв. Еритроцити осідають на дно пробірки, а прозора частина крові утворює надосадовий шар. Після центрифугування рівень рідини в пробірці позначають олівцем, рідку частину крові відсмоктують пастерівською піпеткою з гумовою грушею, а в пробірку доливають стерильний ізотонічний розчин натрію хлориду до мітки і знову центрифугують. Після центрифугування надосадову рідину відсмоктують і виливають у дезінфекційний розчин, і знову наливають стерильний ізотонічний розчин. Промивання еритроцитів стерильним ізотонічним розчином повторюють 3-4 рази. Остання доза промивної рідини повинна бути безбарвною. Із промитих еритроцитів готують 3-5% суспензію, яку можна зберігати в холодильнику за температури 3-4°С протягом 5-6 діб.

Суспензію еритроцитів використовують для постановки реакцій з метою виявлення антитіл у сироватці крові хворого, виявлення вірусів у патологічному матеріалі.

Виготовлення сироватки крові. Для отримання прозорої сироватки кров у тварин слід брати натще. Після приймання тваринами корму, а інколи і при повторних кровопусканнях з малим інтервалом у крові виникає ліпімія (накопичення надлишку жиру). Сироватка, отримана з такої крові, буде мутною (хільозною), тому результати серологічних реакцій можуть бути хибними. Кров збирають у пробірку, не допускаючи утворення піни. Для цього струминку крові, що витікає з кровоносної судини, направляють на стінку пробірки. Пробірку з кров'ю можна залишити за кімнатної температури на 3-4 год. Для ефективнішого й прискореного згортання кров ставлять у термостат за температури 37°С на 20-30хв. (довше залишати кров у термостаті неможна - відбудеться гемоліз). Утворений згусток крові відділяють від стінок пробірки стерильною пастерівською піпеткою або бактеріологічною петлею й ставлять у холодильник на 1год. або центрифугують. Добре відстояну сироватку отримують при відстоюванні крові протягом 18-20 год. Зберігати сироватку над осадом можна не довше ніж 48год. (при більш тривалому зберіганні відбувається гемоліз). Якщо сироватка буде використана пізніше, ніж через 48год., її відсмоктують стерильною пастерівською піпеткою й переносять у стерильну пробірку.

Виготовлення цитратної крові. У пробірку, призначену для відбору крові, наливають 1мл 5% розчину натрію цитрату й відбирають 10мл крові. Пробірку закривають пробкою й місткість пробірки перемішують. Цитратна кров не згортається.

Виготовлення плазми крові (від грец. plasma - виліплення, оформлення). Плазму виготовляють із цитратної крові. Для цього цитратну кров ставлять у холодильник на 18-20год. або центрифугують. Над осадом формених елементів крові (еритроцитів, тромбоцитів, лейкоцитів) утворюється шар злегка мутної рідини світло-жовтуватого кольору. Плазма відрізняється від сироватки тим, що в ній міститься білок фібриноген. Плазму використовують у лабораторній практиці для виявлення плазмокоагулюючих властивостей стафілокока.

Розтин трупів лабораторних тварин, ведення протоколу розтину

Розтин трупів заражених лабораторних тварин роблять для з'ясування причини загибелі тварин, виділення введеного збудника, виявлення механізму поширення мікробів в організмі й місця локалізації їх, вивчення патологоанатомічних змін, що виникли внаслідок перенесеної інфекції. У випадку експериментальної інфекції розтин тварини проводять після її загибелі. Але бувають випадки, коли тварину умертвляють. Для цього вико​ристовують декілька способів. Найпростіший полягає в тому, що тварину вміщують в ємність, опускають у неї кульку вати, змочену ефіром або хлороформом, і щільно закривають.

Тварина гине через 3-5хв. Для умертвіння кролів використовують повітряну емболію (від грец. embole - вставка, вторгнення - закупорювання кровоносних чи лімфатичних судин сторонніми частинками - емболами, які приносяться кров'ю чи лімфою, що призводить до порушення кровопостачання органів і тканин); у мишей іноді проводять декапітацію (від лат. de - видалення, знищення і caput - голова). Розтин трупа проводять відразу після загибелі тварини, щоб не допустити проникнення мікробів з кишок у кров та інші органи. За відсутності такої можливості трупи зберігають у холодильнику, але не більше ніж 1 добу.

Експериментальне вивчення заражених тварин з розтином трупа проводять у певній послідовності:

· підготовка тварини до розтину;
· фіксація трупа;

· 
огляд зовнішніх покривів;

· 
проведення розтину й дослідження порожнини грудної клітки;

· проведення дослідження порожнини очеревини;

· виготовлення мазків-відбитків;

· 
відбір патологічного матеріалу для посіву на поживні середовища.

За етапами розтину трупа відмічають у протоколі стан зовнішніх покривів його, підшкірної жирової клітковини, лімфатичних вузлів; наявність ексудату в порожнинах перикарда (навколосерцевій) та плевральній (навкололегеневій), вигляд органів грудної клітки (колір, розмір, консистенцію серця й легень), наявність запалення, крововиливів; у черевній порожнині - наявність ексудату, вигляд печінки, селезінки, надниркових залоз, мезентеріальних лімфатичних вузлів.

Конкретні цілі:

1. Застосовувати біологічний метод дослідження для виділення з патологічного матеріалу збудника інфекційного захворювання та виявлення факторів патогенності з оформленням результату дослідження.

Вміти:

1. Підготувати лабораторну тварину до досліду: маркувати, зважувати, фіксувати.

2. Проводити термометрію.

3. Заражувати, робити розтин трупів лабораторних тварин, вести протокол розтину.

4. Виготовляти мазки-відбитки.

5. Проводити відбір і посів секційного матеріалу на поживні середовища.

6. Знешкоджувати трупи тварин після розтину.

Теоретичні питання:

1. Що таке біологічний метод діагностики інфекційних хвороб.
2. Способи зараження лабораторних тварин.

3. Методи взяття крові з лабораторної тварини та отримання з неї дефібринованої крові, цитратної крові, сироватки, плазми.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Проведення фіксації, маркування, зважування лабораторних тварин.

3. Проведення розтину трупа лабораторної тварини. Ведення протоколу розтину.

4. Виготовлення мазків-відбитків.

5. Проведення посіву взятого матеріалу на поживні середовища.
6. Проведення знезараження трупів після розтину.
7. Оформлення протоколу.

Література:

Основна
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Додаткова
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3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з будовою й оснащенням віварію, санітарно-гігієнічними вимогами щодо утримання лабораторних тварин; правилами догляду за лабораторними тваринами, підготовкою лабораторних тварин до досліду, способами фіксації тварин та методикою зараження їх, методами взяття крові в лабораторних тварин, обробленням її й виділенням складових частин крові.
Самостійна робота включає:

1. Проведення зважування, термометрії, маркування тварин барвниками.
2. Підготовка тварини (біла миша) до розтину, проведення розтину трупа, складення протоколу розтину.
3. Приготування мазків-відбитків.
4. Відбір секційного матеріалу на мікробіологічне дослідження, проведення посіву його на поживні середовища.
5.  Проведення обліку результатів.
6. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Причинами прояву хвороботворних властивостей умовно-патогенних бактерій є:
a. Біохімічні властивості штаму       
b. Токсини мікроорганізмів                  

c. Комплекс властивостей мікроорганізмів і особливості організму людини 
d. Зниження імунітету макроорганізму 
e. Адгезивні властивості мікробних клітин
2. У пацієнта С. виявлена гостра гонорея. З анамнезу відомо, що пацієнт раніше хворів на гонорею і повністю вилікувався. До якої групи інфекцій можна віднести нове захворювання?
a. Автоінфекція                 
b. Рецидив                     
c. Реінфекція  

d. Суперінфекція               
e. Мікст-інфекція

3. Чинниками розповсюдження патогенних мікроорганізмів в макроорганізмі є:

a. Нейрамінідаза, гіалуронідаза, фібринолізин;

b. Капсульна речовина і коагулаза;             
c. Джгутики і мікровійки;

d. Екзо- і ендотоксин.                                    
e. Спора 

4. Пацієнт В., перебуває на обліку в шкірно-венерологічному диспансері, де проходить курс лікування з приводу сифілісу, повторно інфікований T.pallidum. До якої групи інфекцій можна віднести це нове захворювання?

a. Вторинна                     
b. Суперінфекція                   
c. Реінфекція
d. Рецидив                        
e. Мікст-інфекція

5. Для отримання сироватки пробірку з кров’ю можна:

a. Залишити при кімнатній tº на 3-4 години                     

b. Залишити в термостаті при tº=37ºС на 20-30хвилин

c. Залишити в термостаті при tº=37ºС на 2-3години

d. Залишити в холодильнику на 12 годин

e. Правильно 1,2

6. В бак. лабораторії умертвили кролика. Внаслідок завантаженості лабораторії розтин провели не зразу. В яких умовах і скільки можна зберігати дослідну тварину?

a. Залишити при кімнатній tº не більше доби                     

b. Залишити в холодильнику не більше доби
c. Залишити в холодильнику не більше 2х діб
d. Залишити в холодильнику не більше неділі
e. Правильно 1,2

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Термометрія тварин":
перевірте медичний термометр на придатність до роботи (цілість термометра, рухливість ртуті);
надіньте на нижній кінець термометра гумове кільце вище від ртутного резервуара (для обмеження глибини введення термометра; для морської свинки - 3,5см);

протріть термометр ватою, змоченою 3-5% розчином хлораміну;

протріть термометр рушником насухо; змастіть ртутний резервуар термометра вазеліном; загорніть морську свинку в рушник, посадіть її собі на коліна; підніміть лівою рукою хвіст тварини;

уведіть правою рукою в пряму кишку тварини термометр, витримайте 5 хв.;

протріть термометр розчином хлораміну, витріть насухо, зніміть показання термометра, запишіть у журнал;

покладіть термометр у футляр.

Алгоритм "Підготовка трупа тварини до розтину":
Увага! При проведенні роботи з лабораторними тваринами чітко до​тримуйтеся правил техніки безпеки!
надягніть гумові рукавички;
помістіть тварину в скляну або металеву банку;

змочіть ватний тампон ефіром або хлороформом і помістіть його в банку з твариною;

закрийте банку кришкою без отворів або рушником, витримайте 3-5хв.;

вийміть труп тварини з банки довгим пінцетом, покладіть його на препарувальну дошку або лоток, залитий парафіном.

Алгоритм "Проведення розтину трупа тварини"(мал. 8):
накрийте поверхню парафіну (чи препарувальної дошки) марлею, змоченою у 3% розчині хлораміну;
покладіть труп миші на марлю черевом догори;

зафіксуйте лапки миші препарувальними голками;
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Мал. 8. Етапи розтину тварини: 1- розріз кожи; 2,3- розтин черевної порожнини, 

4- розтин грудної порожнини
візьміть пінцетом ватну кульку, змочіть її 3% розчином хлораміну, протріть поверхню тіла тварини;

натягніть шкіру хірургічним пінцетом;

зробіть ножицями розріз шкіри по прямій лінії від лобка до нижньої щелепи й вбік до кожної лапки;

відсепаруйте (від лат. separatio - відділення) шматочки шкіри, відтягуючи їх хірургічним пінцетом і підрізуючи скальпелем;

Увага! При відділенні шкіри треба оголити передні й бічні стінки груд​ної клітки та стінки черевної порожнини; пахові й пахвинні лімфатичні вузли відділяють разом зі шкірою, підщелепні й шийні залишаються на м'язах шиї.
протріть інструменти ватною кулькою, змоченою водою, помістіть кульку в банку з дезінфекційним розчином;
опустіть інструменти в банку зі спиртом, вийміть їх і обпаліть у полум'ї спиртівки;

зробіть ножицями два взаємно перпендикулярних розрізи очеревини й відкрийте черевну порожнину;

переріжте ножицями грудні м'язи, ребра з обох боків на межі кісткової й хрящової частин, надріжте груднину й відкиньте м'язово-кістковий шматок на шию тварини;

протріть інструменти ватою, змоченою водою, опустіть їх у банку зі спиртом.

Увага! Паралельно з розтином трупа тварини ведуть протокол розтину. У протоколі відзначають вік тварини, номер, час і місце зараження, матеріал, яким було проведено зараження, час загибелі тварини (або час умертвіння).
Алгоритм "Відбір секційного матеріалу, виготовлення мазків-відбитків, посів секційного матеріалу на поживне середовище":

обпаліть у полум'ї спиртівки анатомічний пінцет і скальпель;
Увага! Не слід користуватися хірургічним пінцетом, він руйнує тканини! 

візьміть пінцетом орган, відріжте скальпелем від нього шматочок;

зробіть мазки-відбитки шматочками органів на одному предметному скельці в такій послідовності: лімфатичні вузли (4 відбитки), легені (3 відбитки), селезінка (2 відбитки), печінка (1 відбиток);

шматочок легень опустіть у склянку з водою (шматочок здорових легень плаває на поверхні води, хворих - тоне);

припаліть розжареним скальпелем поверхню верхівки серця;

прикрийте припалену поверхню скляною лійкою;

проколіть її стерильною пастерівською піпеткою, наберіть крові в піпетку;

нанесіть 1 краплю крові на предметне скельце;

зробіть посів 1-2 крапель крові в пробірку з цукровим бульйоном;

опустіть піпетку в дезінфекційний розчин (5% розчин карболової кислоти);

зробіть мазок крові з краплі, нанесеної на предметне скельце;

опустіть предметне скельце з мазками-відбитками й мазком крові у суміш Нікіфорова для фіксації;

вийміть предметні скельця через 20хв., висушіть на повітрі;

пофарбуйте метиленовим синім мазки-відбитки;

пофарбуйте за Романовським мазок крові;

опустіть інструменти в дезінфекційний розчин;

зніміть препарувальні голки, опустіть їх у дезінфекційний розчин;

зніміть пінцетом труп тварини разом з марлею, опустіть у дезінфекційний розчин;

залийте поверхню парафіну спиртом і підпаліть його;

приберіть робоче місце: інструменти і ємність з трупом тварини віддайте лаборанту для автоклавування (труп тварини можна спалити);

протріть дезінфекційним розчином поверхню стола й посуд з посівом;

зніміть гумові рукавички, вивертаючи їх, опустіть їх у дезінфекційний розчин;

поставте посів у термостат;

розгляньте мазки-відбитки й мазок крові під мікроскопом.
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 36-39.
Тема: Серологічний метод дослідження. Орієнтовна реакція аглютинації на склі. Розгорнута реакція аглютинації.
Мета: Засвоєння практичних навичок з постановки орієнтовної реакції аглютинації на склі і розгорнутої реакції аглютинації.
Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9:Фактори специфічної резистентності.

Тема 10:Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

Імунітет - це спосіб захисту організму від живих тіл і речовин, які несуть на собі ознаки генетично чужорідної інформацію (від лат. immunitas - звільнення від чого-небудь).
Імунітет направлений на підтримку клітинно-генетичного гомеостазу. 

Система органів і тканин, що здійснює захисні реакції організму проти порушення незмінності його внутрішнього середовища (гомеостазу), називається імунною системою.
Імунологія - це наука, в якій захист від інфекційних хвороб є лише однією з ланок. Вона пояснює причини сумісності і відторгнення тканин при пересадці органів, загибель плоду при резус-конфліктній ситуації, ускладнення при переливанні крові, вирішує задачі судової медицини та ін. 

Основні види імунітету:
І. Спадковий: а) видовий; б) індивідуальний;

ІІ. Набутий: 1. природний: а) активний; б) пасивний;

                     2. штучний: а) активний; б) пасивний.

Спадковий (видовий) імунітет - це сукупність біологічних особливостей організму, які роблять його несприйнятливим до патогену (базується на відсутності в клітинах макроорганізму рецепторів і субстратів, необхідних для адсорбції і розмноженні збудника, наявності чинників і механізмів неспецифічної резистентності, які є бар'єром для мікроорганізмів, або блокують продукцію патогенна); обумовлений чинниками резистентності, що передаються по спадковості (стійкості).

Відомо, що людина несприйнятлива до чуми собак і рогатої худоби, а тварини не хворіють на холеру і дифтерію. Однак спадковий імунітет не абсолютний: створюючи особливі, несприятливі умови для макроорганізму, можна змінити його несприйнятливість. Наприклад, перегрівання, охолодження, авітаміноз, дія гормонів призводять до розвитку захворювання, яке звичайно не характерне для людини чи тварини. Так, Пастер, охолоджуючи курей, викликав у них при штучному зараженні захворювання сибірською виразкою, якої вони в звичайних умовах не хворіють.
Набутий імунітет у людини формується протягом життя, характеризується строгою специфічністю і по спадковості не передається.
Природний імунітет. Активний імунітет формується після перенесеного захворювання (постінфекційний). В більшості випадків він зберігається по життєво після: чуми, туляремії, кашлюку, корі, епід. паротиту або тривало зберігається: після черевного тифу, холери, вітряної віспи, дифтерії, висипного тифу, сибірської виразки та ін. Однак після деяких захворювань тривалість імунітету невелика і не перевищує одного року (грип, дизентерія, бруцельоз і ін.). Іноді природний активний імунітет розвивається без помітного захворювання. Він формується в результаті прихованої (латентної) інфекції або багаторазового інфікування невеликими дозами збудника, які не викликають явно вираженого захворювання (дрібна, побутова імунізація).
Пасивний імунітет - це імунітет новонароджених (плацентарний), придбаний ними через плаценту в період внутрішньоутробного розвитку. Новонароджені можуть також одержати імунітет з молоком матері. Такий вид імунітету недовготривалий (6-8міс.), потім як правило, зникає. Проте значення природного пасивного імунітету велике - він забезпечує несприйнятливість грудних дітей до інфекційних захворювань.
Штучний імунітет. Активного імунітету (поствакцінальний) людина набуває в результаті імунізації (щеплень). Цей вид імунітету розвивається після введення в організм бактерій, їх токсинів, вірусів, послаблених або убитих різними способами (щеплення проти кашлюку, дифтерії, віспи).
При цьому в організмі відбувається активна перебудова, направлена на утворення речовин, які згубно діють на збудника і його токсини (антитіла). Змінюються також властивості клітин, які знищують мікроорганізми і продукти їх життєдіяльності. Розвиток активного імунітету відбувається поступово протягом 3-4 тижнів і зберігається він порівняно довго - від 1 року до 3-5 років.
Пасивний імунітет створюють шляхом введення в організм готових антитіл. Цей вид імунітету виникає відразу після введення антитіл (сироваток і імуноглобулінів), але зберігається лише 15-20 днів, після чого антитіла руйнуються і виводяться з організму. 

Крім вказаного вище розділення імунітету за походженням, розрізняють форми імунітету, спрямовані на різні антигени.

Антимікробний імунітет розвивається при захворюваннях, обумовлених різними мікроорганізмами або введенні корпускулярних вакцин (з живих послаблених або убитих мікроорганізмів): антибактеріальний, антивірусний, антигрибковий, антипаразитарний. 
Антитоксичний імунітет виробляється по відношенню до бактерійної отрути – токсинів (при правці, ботулізмі, дифтерії, газової гангрени). 

Протипухлинний, трансплантаційний.
Крім того, імунітет можна розділити залежно від періоду звільнення організму від збудника: стерильний імунітет – формується в організмі вільного від патогенних мікроорганізмів (кір, віспа і ін.); нестерильний імунітет (інфекційний) – формується в організмі у присутності збудника захворювання; як тільки організм звільнюється від збудника, людина знову стає сприйнятливою до інфекційного захворювання. Цей вид імунітету спостерігають при туберкульозі, сифілісі, малярії і деяких інших інфекціях. 

Макроорганізм має могутній захисний потенціал, який обумовлює дві групи чинників:
- конститутивні (природжені) – анатомо-фізіологічні особливості макроорганізму – перша лінія захисту;
- індуковані – утворюються або активуються під дією чужорідних агентів (антигенів) – друга і третя лінія захисту.
По спрямованості дії ці чинники діляться на:
1. Неспецифічні – їх дія виявляється незалежно від природи патогена;
2. Специфічні – їх дія спрямована на конкретний патоген.
Несприйнятливість людини до інфекційних захворювань обумовлена спільною дією неспецифічних і специфічних чинників захисту.
Всі форми імунної відповіді індукуються речовинами, які називають антигенами. Антигени - генетично чужі для організму речовини (білки, нуклеопротеїди, полісахариди і ін.) натурального або синтетичного походження, на проникнення яких організм відповідає розвитком специфічних імунологічних реакцій. 

Антигенами можуть бути речовини різного походження: органічного (мікробного, рослинного, тварини) і неорганічного.
Імунна реакція на антиген може виявлятися:
- синтезом специфічних антитіл і сенсибілізованих лімфоцитів;
- формуванням клітин імунної пам'яті;
- формуванням імунологічної толерантності (від лат. tolerantia – терпимість).
Антигени володіють двома основними властивостями:
1) імуногенністю (антигеність), тобто здатністю викликати утворення антитіл і імунних лімфоцитів і здатністю вступати з антитілами і імунними (сенсибілізованими) лімфоцитами в специфічну взаємодію, яка виявляється у вигляді імунологічних реакцій (нейтралізації, аглютинації, лізису та ін.). 

2) специфічність антигенів, здатність їх взаємодіяти лише з тими антитілами, які виробилися у відповідь на введення даного антигену. 

Імунна система людини несе постійний імунологічний нагляд. Вона здатна розпізнавати чужерідність при відмінності клітини всього по одному гену (ракові). 

Специфічність - особливість будови речовин, за якою антигени відрізняються один від одного. Вона визначається антигенною детермінантою, тобто невеликою ділянкою молекули антигена, яка по'єднується з антитілом. Число таких частинок (купок) у різних антигенів різне і визначає кількість молекул антитіл, з якими може з'єднатися антиген (валентність).
Антигени, що володіють обома ознаками, називаються повноцінними. До них відносяться чужорідні білки, сироватки, клітинні елементи, токсини, бактерії, віруси.
Речовини, які не викликають імунологічних реакцій, особисто вироблення антитіл, але вступають в специфічну взаємодію з готовими антитілами, одержали назву гаптенів - неповноцінних антигенів. Гаптени набувають властивостей повноцінних антигенів після з'єднання з крупномолекулярними речовинами - білками, полісахаридами.
Умовами, що визначають антигенні властивості різних речовин, є: чужерідність, макромолекулярність, колоїдний стан, розчинність.

Типи антигенної специфічності:
1. Видова – наявність однакових антигенів на макромолекулах одного виду організмів – ці антигени називаються видовими.

2. Групова – наявність однакових антигенів у певних груп тварин, людей серед одного виду. Ці антигени називаються ізоантигенами. У еритроцитах людини знайдено більше 70 ізоантигенів. У клінічній практиці використовують антигени А і В, по наявності яких виділяють 4 групи крові: О, А, В, АВ. 
3. Типова – обумовлена типовими антигенами на молекулах певного штаму мікроорганізмів, вони відносяться до одного виду і визначають вари мікроорганізмів.
Гетероспецифічність обумовлена наявністю спільних антигенів у різних видів тварин, людей, мікроорганізмів. Гетероантигени здібні до перехресних імунних реакцій. Наявність гетероантигенів у мікроорганізмів і людей призводить до того, що імунна система або не розпізнає чуже, або виробляє антитіла, які діють не лише на мікроорганізми, але і на клітини організму.
Імунна система чітко диференціює «свої» і «чужі» антигени, реагуючи лише на останні. Однак можливі реакції на власні антигени організму -  автоантигени і виникнення проти них антитіл - автоантитіл. Автоантигенами стають «забар’єрні» антигени - клітини, речовини, які протягом життя індивідуума не контактують з імунною системою (кришталик ока, сперматозоїди, щитовидна залоза та ін.), а стикаються з нею при різних ушкодженнях, всмоктуючись в кров. А оскільки при розвитку організму ці антигени не розпізнавались як «свої», то не сформувалась природна толерантність (специфічна імунологічна безмовність), тобто в організмі залишилися клітини імунної системи, здібні до імунної відповіді на ці власні антигени. В результаті появи автоантитіл можуть розвинутися автоімунні захворювання. 

Здатність антигенів з'єднуватися лише з тими антитілами, які виникли у відповідь на активацію імунної системи даним антигеном (специфічність), використовується в практиці: 

1) діагностика інфекційних хвороб (визначення специфічних антигенів збудника або специфічних антитіл в сироватці крові хворого); 

2) профілактика і лікування хворих інфекційними хворобами (створення несприйнятливості до певних мікробів або токсинів, специфічна нейтралізація отрути збудників ряду хвороб при імунотерапії).
Антигенна структура бактеріальної клітини 

Мікробна клітина містить велику кількість антигенів, які по різному розміщені в клітині і мають різне значення в розвитку інфекційного процесу. У різних груп мікроорганізмів антигени мають різний склад. У кишкових бактерій добре вивчені О-, К-і Н-антигени.
О-антиген пов'язаний з клітинною стінкою мікробної клітини. Його називають «соматичним». О-антіген гр.(-) бактерій - складний ліпополісахариднопротеїновий комплекс. Він високотоксичний і є ендотоксином. Він термостабільний, не руйнується при обробці спиртом і формаліном. Складається з основного ядра (core) і бокових полісахаридних ланцюгів. Специфічність О-антигенів залежить від будови і складу цих ланцюгів.
К-антигени (капсульні) пов'язані з капсулою і клітинною стінкою мікробної клітини. Їх називають також оболонковими. К-антигени розташовані більш поверхнево, ніж О-антигени. Вони є головним чином кислими полісахаридами. Є декілька видів К-антигенів: А, В, L та ін. Ці антигени відрізняються один від одного по стійкості до температурних дій. А-антиген найбільш стійкий, L - найменше. До поверхневих антигенів відносять і Vi-антиген, який є у збудників черевного тифу і деяких інших кишкових бактерій. Він руйнується при 60°С. Vi-антиген пов'язують з вірулентністю мікроорганізмів. 
Н-антигени (джгутикові) локалізуються в джгутиках бактерій. Вони є особливим білком - флагелін. Руйнуються при нагріванні. При обробці формаліном зберігають свої властивості.
Протективний антиген (захисний) (від лат. ргоtectio - заступництво, захист) утворюється збудниками в організмі хворого. Збудники сибірської виразки, чуми, бруцельозу, туляремії, кашлюку здатні утворювати протективний антиген. Його виявляють в ексудатах уражених тканин.
Виявлення антигенів в патологічному матеріалі є одним із способів лабораторної діагностики інфекційних хвороб. Для виявлення антигена застосовують різні імунні реакції.
Перехресно реагуючі антигени – спільні антигени мікро- і макроорганізмів (грип, чума, стафілококи, стрептококи). Їх наявність призводить до того, що імунна система не розпізнає їх і захворювання протікає у важчій формі. Цей феномен може привести до тривалого носійства, переходу захворювання в хронічну форму, розвиток автоімунних захворювань. Так стрептококи здатні провокувати в макроорганізмі гломерулонефріт, ревмокардит.
Антигени вірусів. Антигени простих вірусів за хімічною будовою є нуклеопротеїдами, їх називають S-антигенами; антигени складних вірусів пов'язані з нуклеокапсидом або з поверхневою оболонкою – суперкапсидом. Оскільки поверхнева оболонка утворюється за участю мембрани клітини макроорганізму, то на віріонах можуть виявлятися антигени хазяїна і вірусу. Практичне значення мають антигени простих і складних вірусів – гемаглютинін і нейрамінідаза. Особливістю гемаглютиніна є здатність склеювати еритроцити, тому для виявлення вірусів використовують реакцію гемаглютинації.
Антитіла
Антитіла - це специфічні білки сироватки крові – імуноглобуліни, що утворюються у відповідь на введення антигена і здатні специфічно реагувати з ним. 
У сироватці людини є два види білків: альбуміни і глобуліни. Антитіла пов'язані в основному з глобулінами, зміненими під впливом антигена і названими імуноглобулінами (Ig). Глобуліни неоднорідні. По хімічному складу імуноглобуліни є глікопротеїдами. За швидкістю руху в гелі при пропусканні через нього електричного струму їх ділять на три фракції: α,β,γ. Антитіла належать головним чином до γ -глобулінів. Ця фракція глобулінів має найбільшу швидкість руху в електричному полі.
Імуноглобуліни характеризують за молекулярною масою, швидкістю осідання при ультрацентрифугуванні (центрифугуванні з дуже великою швидкістю) та ін. Відмінності цих властивостей дозволили розділити імуноглобуліни на 5 класів: IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. Всі вони грають роль в розвитку імунітету проти інфекційних захворювань.
Імуноглобуліни G (IgG) складають близько 75% всіх імуноглобулінів людини, утворюються на вершині первинної імунної відповіді, і інтенсивніше при вторинній імунній відповіді. Високий вміст IgG в сироватці крові хворого свідчить про період реконвалісценції. Вони найбільш активні в розвитку імунітету. Більшість IgG утворюють клітини імунної пам'яті, тому вони зберігаються в організмі роками, обумовлюючи тривалий активний імунітет. IgG нейтралізують віруси, токсини, зв'язують комплемент, активують фагоцити. Єдині з імуноглобулінів проникають через плаценту, забезпечуючи пасивний імунітет плоду. Мають невелику молекулярну масу і швидкість осадження при ультрацентрифугуванні.
Імуноглобуліни М (IgM) утворюються в організмі плода (8-10 тиждень) і першими з'являються після зараження або імунізації. Частина їх знаходиться в крові, а інша частина фіксується на мембрані В-лімфоцитів, формуючи клони зрілих В-лімфоцитів. Високий вміст IgM в сироватці крові новонародженого свідчить про внутрішньоутробну інфекцію. До цього класу належать «нормальні» антитіла людини, які утворюються протягом його життя, без явного прояву інфекції або при побутовому багаторазовому інфікуванні. Мають велику молекулярну масу і швидкість осадження при ультрацентрифугуванні.
При взаємодії з антигенами викликають їх аглютинацію (склеювання), преципітацію (утворення осаду), зв'язують комплемент. З IgМ пов'язаний імунітет проти кишкових інфекцій, тому новонароджені незахищені проти них. Вони не проходять через плаценту. Недолік IgM компенсується за рахунок попадання в організм дитини IgA і IgG з молоком матері. Тому важливо годувати дитину материнським молоком.

Імуноглобуліни A (IgA) володіють здатністю проникати в секрети слизових (молозиво, слина, сльоза, слиз носа, піт, вміст бронхів та ін.). Вони беруть участь у захисті слизових оболонок дихального і травного трактів від мікроорганізмів. Сироваткові IgA викликають лізис антигена у присутності лізоцима і комплемента, нейтралізують віруси, токсини. Секреторні IgA синтезуються в клітинах секреторного епітелію кишечника, верхніх дихальних шляхів, сечостатевої системи, ротової порожнини; обумовлюють місцевий імунітет, тому що запобігає адгезії мікроорганізмів на епітеліальних клітинах. По величині молекулярної маси і швидкості осадження при ультрацентрифугуванні близькі до IgG.
Імуноглобуліни Е (IgE) або реагіни несуть відповідальність за алергічні реакції негайного типа (у зв'язку з чим його називають реагіном). Концентрація IgE зростає при бронхіальній астмі, екземі, полінозах, алергічному реніті. Грають роль в розвитку місцевого імунітету. Синтезуються в шкірі, лімфоїдній тканині дихальних шляхів, кишечника і інших слизових оболонок. Вважається, що вони обумовлюють місцевий імунітет. 

Імуноглобуліни D (IgD) виявлені в невеликій кількості в сироватці крові. Не проходять через плаценту, не зв'язують комплемент. Збільшення титру спостерігається при імунодефіцитних станах, у хворих з алергією, у вагітних. Біологічна роль його поки точно невстановлена.

Структура імуноглобулінів. Молекули імуноглобулінів всіх класів побудовані однаково. Найбільш проста структура у молекул IgG: дві пари поліпептидних ланцюгів, з'єднаних дисульфідним зв'язком (мал. 9). Кожна пара складається з легкого і важкого ланцюга, що розрізняються по молекулярній масі. Кожен ланцюг має постійні ділянки, які зумовлені генетично, і змінні, що утворюються під впливом антигена. Ці специфічні ділянки антитіла називають активними центрами. Вони вступають у взаємодію з антигеном, який викликав утворення антитіл. Кількість активних центрів в молекулі антитіла визначає валентність - число молекул антигена, з яким може зв'язатися антитіло. IgG і IgA-двовалентні, IgM - п’ятивалентні.

Імуногенез - антитілоутворення залежить від дози, кратності і способу введення антигена. Розрізняють дві фази первинної імунної відповіді на антиген: індуктивну - від моменту введення антигену до появи антитілоутворюючих клітин (до 20ч.) і продуктивну, яка починається під кінець першої доби після введення антигену і характеризується появою антитіл в сироватці крові. Кількість антитіл поступово збільшується (до 4-го дня), досягаючи максимуму на 7-10-ий день, і поступово зменшується до 2-3 місяців.

Вторинна імунна відповідь розвивається при повторному введенні антигену. При цьому індуктивна фаза значно коротше - антитіла виробляються швидше і інтенсивніше.
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Мал. 9. Структура молекули IgG. 

Серологічний метод діагностики
Серологічний метод діагностики ґрунтується на взаємодії антигену зі специфічним антитілом. Ця взаємодія проявляється в різних видах серологічних реакцій: аглютинації, преципітації, зв'язування комплементу, імуноферментного аналізу тощо. Оскільки ці реакції високо специфічні, чутливі й можуть відбуватися in vitro, їх широко використовують у лабораторній практиці.

За допомогою серологічних реакцій можна вирішити дві проблеми:

1)  визначити невідоме антитіло або невідомий антиген у сироватці крові хворого - серологічна діагностика;

2) визначити рід, вид, тип збудника, виділеного з патологічного матеріалу хворого - серологічна ідентифікація культури мікроорганізмів.

Проведення серологічних реакцій потребує підготовки посуду, інструментів, апаратури та окремих інгредієнтів, тобто окремих компонентів реакції: антитіла, антигену та неспецифічних компонентів.

Посуд, який використовують при постановці серологічних реакцій, повинен бути чистим і сухим, стерильність не обов'язкова. Скляний посуд: аглютинаційні, преципітаційні, центрифужні пробірки, піпетки градуйовані (краще без шкідливого простору або піпеточний дозатор) і пастерівські, чашки Петрі, предметні скельця (миють і кип'ятять у дистильованій воді). Для їх обробки не слід використовувати дезінфекційні розчини, кислоти, основи. Скло повинне бути прозорим, без плям і подряпин. При постановці серологічної реакції в пробірках слід підбирати їх так, щоб вони були однаковими за висотою і діаметром, мали однакову конфігурацію дна, однаковий колір скла.

Замість пробірок часто використовують полістиролові планшети багаторазового й одноразового використання. На кожному планшеті є лунки, розміщені у 8 рядів по 12 у кожному ряді.

Лунки однакові за розміром і конфігурацією дна. Їх використовують для постановки реакцій гемаглютинації, мікропреципітації, імуноферментного аналізу.

Інструменти та апаратура: бактеріологічна петля, пінцет, штативи з гніздами, що відповідають діаметру пробірок, лупа, аглютиноскоп, термостат, холодильник, центрифуга на 2000-3000 об/хв.

Імунні сироватки, принципи їх отримання, форма випуску, умови зберігання

Імунними називають сироватки, що містять відомі специфічні антитіла. Їх виготовляють із крові тварин (кролів, коней, ослів, овець), яких попередньо імунізують відповідним антигеном (мікробами чи токсином) за певною схемою. Після накопичення антитіл (приблизно через 2 тиж. після останнього введення антигену) беруть кров і виробляють із неї сироватку. В отриманій сироватці визначають її активність (титр).

Титр - це найбільше розведення, в якому сироватка спричинює видиму реакцію з відповідним антигеном в умовах досліду. Сироватки розливають в ампули, частіше їх ліофілізують, потім ампули запаюють. На ампулі зазначають назву сироватки, її об'єм і титр. Перед використанням ліофілізовані сироватки розчиняють у дистильованій воді або ізотонічному розчині натрію хлориду (як зазначено у наставлені). Зберігають сироватки в холодильнику за температури 4 - 10°С.

Імунні сироватки бувають нативні (неадсорбовані) й адсорбовані.

Неадсорбовані імунні сироватки містять природні антитіла, які накопичилися в крові упродовж життя тварини, групові антитіла, які здатні взаємодіяти з бактеріями, що мають однакові (перехресно реагуючі) антигени (бактерії одного роду, родини) - це неспецифічні антитіла. Вони також містять і специфічні антитіла, які здатні взаємодіяти з бактеріями, що були використані для зараження тварин.

В імунній сироватці специфічних антитіл набагато більше, ніж неспецифічних. При розведенні неадсорбованнх сироваток концентрація неспецифічних антитіл стає настільки низькою, що вони не здатні спричинити видиму реакцію з антигеном, а концентрація специфічних антитіл хоч і зменшується, але залишається достатньою, щоб спричинити видиму реакцію з антигеном. Тому неадсорбовані сироватки при постановці серологічної реакції обов'язково розводять до титру, зазначеному на етикетці.

Адсорбовані імунні сироватки високо специфічні. Неспецифічні антитіла з них видаляють методом адсорбції, який запропонував італійський учений Кастеллані. Для видалення групових антитіл сироватку насичують гетерологічним штамом бактерій (тобто генетично близьким), на якому адсорбуються групові антитіла, а специфічні антитіла зберігаються в сироватці.

Адсорбовані імунні сироватки можуть бути монорецепторними (містять антитіла до одного антигену) і полівалентними (містять антитіла до більшої кількості антигенів). Титр антитіл у адсорбованих сироваток невисокий (від 1:20 до 1:320), тому їх не розводять. Адсорбовані сироватки використовують для постановки реакції аглютинації на скельці з метою вивчення антигенної структури бактерій - серологічної ідентифікації культури.

Ампули з ліофілізованими сироватками вміщують у коробки, у кожну з яких кладуть наставления щодо використання сироватки.

Постановка орієнтовної реакції аглютинації на склі, облік її результатів

Аглютинація (від лат. agglutinatio - приклеювання) - це склеювання і випадіння в осад клітин (у мікробіології - бактеріальних клітин) при їхній взаємодії зі специфічними антитілами (мал. 10). Тому результатом реакції аглютинації є утворення пластівців унаслідок склеювання бактеріальних клітин (мал. 11). Осад в реакції аглютинації називається аглютинатом, антитіла – аглютиніни, антигени – аглютиногени.
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Мал. 10. Принцип реакції аглютинації

1- антитіла, 2- антиген, 3- аглютинація.

Орієнтовна реакція аглютинації на склі частіше використовується для визначення антигенної структури мікроорганізмів, але іноді й для прискореної серологічної діагностики (реакція Хеддльсона для діагностики бруцельозу).
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Постановка реакції аглютинації (РА) на склі з метою серологічної ідентифікації культури є завершальним етапом ідентифікації багатьох мікробних культур після попереднього їх вивчення за культуральними, морфологічними, тинкторіальними й ферментативними властивостями. 
Мал. 11. Реакція аглютинації: 2, 4 – позитивна; 1, 5 – негативна.

При постановці цієї реакції використовують інгредієнти: специфічну аглютинуючу адсорбовану сироватку (монорецепторну або полівалентну), підготовлену згідно з інструкцією, ізотонічний розчин натрію хлориду і невідому, але підозрілу культуру мікроорганізмів.

Розгорнута реакція аглютинації
Серологічну реакцію, як і будь-який інший лабораторний метод діагностики, ставлять для уточнення діагнозу й ураховують у комплексі з клінічними ознаками, епідеміологічною ситуацією, бактеріологічним методом дослідження тощо, які можуть бути використані для підтвердження діагнозу певного захворювання.
Матеріалом для серологічного дослідження можуть бути сироватка крові та інші рідини організму - спинномозкова рідина, сеча, промивні води бронхів, ротової порожнини, носа, глотки, фільтрат випорожнень (калу).

Розгорнуту реакцію аглютинації здебільшого використовують для серологічної діагностики інфекційних хвороб (черевного тифу - реакція Відаля, бруцельозу - реакція Райта та ін.), визначення титру імунної аглютинуючої сироватки, а також для серологічної ідентифікації культури бактерій (Е. coli, бруцел).

Для постановки розгорнутої реакції аглютинації з метою серологічної діагностики використовують такі інгредієнти: сироватку крові хворого (невідоме антитіло), діагностикум (відомий антиген) та ізотонічний розчин натрію хлориду.
Методика взяття крові на серологічну реакцію та виготовлення з неї сироватки
Кров для серологічного дослідження беруть: у хворого на 5-ту-7-му добу від початку захворювання, коли в ній накопичиться достатня кількість антитіл; у реконвалесцента з метою ретроспективного діагнозу; у здорової людини - для виявлення латентної інфекції або бактеріоносійства.
Кров слід брати натще або не раніше, ніж через 6 год. після вживання їжі, оскільки в ній можуть накопичуватися краплі жиру, що робить сироватку каламутною (хільозна сироватка) та непридатною для дослідження. Кров беруть, як правило, з ліктьової вени або з пучки четвертого пальця, можна брати з вушної часточки, у дітей грудного віку - з п'ятки.

Кров необхідно брати в асептичних умовах та з дотриманням правил техніки безпеки.

На суху чисту стерильну пробірку наклеюють етикетку, в якій зазначають: номер і назву матеріалу, заклад (відділення) або місце, де взято матеріал, прізвище, ім'я та по батькові хворого, дату й час взяття матеріалу. Окремо заповнюють бланк направлення встановленого зразка, в якому зазначають: номер і назву матеріалу, заклад (відділення) або місце, де взято матеріал, разовість направлення матеріалу (первинно чи повторно), прізвище, ім'я та по батькові хворого, його вік, дату захворювання, попередній діагноз, мету дослідження, дату й час взяття матеріалу, прізвище й посаду особи, яка направляє матеріал на мікробіологічне дослідження.

Потім надягають маску й гумові рукавички, ретельно обробляють ділянку шкіри на ліктьовому згині послідовно двома ватними тампонами, змоченими етиловим спиртом. Кров беруть стерильним шприцом в об'ємі 3-5мл. Для запобігання гемолізу голку знімають зі шприца, а кров обережно виливають через канюлю в стерильну пробірку так, щоб вона стікала по стінці пробірки. Пробірку закривають гумовою пробкою. Краще збирати кров у спеціальну пробірку типу "Епендорф". Потім доставляють кров у лабораторію не пізніше 2-3 год. у спеціальних контейнерах або в біксах, на дно яких кладуть серветку з адсорбуючого матеріалу. Направлення на дослідження упаковують окремо.

Увага! Забороняється обертати направлення навколо ємності з об'єктом дослідження та вкладати його в контейнер або в бікс!
Для отримання сироватки кров ставлять у термостат за температури 37°С на 30 хв. (довше залишати неможна - відбудеться гемоліз). Утворений згусток відокремлюють від стінок пробірки стерильною запаяною пастерівською піпеткою або скляною паличкою й ставлять у холодильник за температури 4-10°С на 1-2 год., а для кращого відстоювання - на 18-20 год. Можна відділяти сироватку центрифугуванням.
Сироватку можна зберігати над згустком не довше 48 год. (пізніше настає гемоліз). Якщо сироватка буде використана пізніше, ніж через 48 год., її відсмоктують стерильною піпеткою з гумовою грушею й переносять у стерильну пробірку. Чиста стерильна сироватка зберігається в холодильнику не довше як 1 міс. Головна вимога до сироватки - її прозорість.
Види антигенів для реакції аглютинації та принципи їх виготовлення
Для постановки розгорнутої реакції аглютинації з метою ідентифікації культури як антиген здебільшого використовують суспензію живої (18-24-годинної) культури в ізотонічному розчині натрію хлориду або суспензію культури, інактивованої прогріванням.
Для виготовлення антигену використовують культуру в S-формі, яка в ізотонічному розчині натрію хлориду утворює гомогенну суспензію. Штами в R-формі дають спонтанну аглютинацію, тому їх не можна використовувати як антиген.

Для виготовлення антигену спочатку виділяють чисту культуру на скошеному МПА. Отриману чисту культуру змивають стерильним ізотонічним розчином натрію хлориду. Для цього в пробірку з ростом культури наливають 4-5мл стерильного ізотонічного розчину, пробірку закривають пробкою і, тримаючи між долонями рук, енергійно обертають пробірку навколо її осі. Отриману суспензію переливають у чисту суху стерильну пробірку і, порівнюючи з оптичним стандартом каламутності, роз​водять ізотонічним розчином до концентрації 2млрд. мікробних клітин в 1мл.

Для постановки розгорнутої реакції аглютинації з метою серологічної діагностики використовують здебільшого стандартні антигени, які виробляють в науково-дослідних закладах. Вони містять інактивовані бактерії. Ці антигени називаються діагностикумами (від грец. diagnostikos - здатний розпізнавати). Діагностикуми для реакції аглютинації випускають, як правило, у рідкому стані в ампулах або флаконах, але можуть бути ліофілізованими.

Перед використанням діагностикум перевіряють на придатність. Звертають увагу на цілість ємності, чіткість надпису на ампулі чи флаконі, відповідність його надпису, зазначеному у наставлені й на коробці, відповідність зовнішнього вигляду, зазначеному в наставлені, термін придатності.

Перед використанням діагностикум збовтують. Він повинен бути рівномірно каламутним, не утворювати пластівців. Ліофілізований діагностикум розчиняють так, як зазначено в наставлені.

Розгорнута реакція аглютинації та облік її результатів
Розгорнуту реакцію аглютинації з метою серологічної діагностики ставлять здебільшого для виявлення антитіл у сироватці крові хворого. Оскільки використовують нативну сироватку, перед постановкою реакції її розводять. Розведення сироватки називається титруванням.
Облік результату розгорнутої реакції аглютинації починають із контролю: КС - рідина прозора, КА - рівномірне помутніння або осад у вигляді ґудзика, а при збовтуванні утворюється рівномірне помутніння (реакція негативна).
Потім оглядають дослідні пробірки, порівнюючи пробірки 1-шу і 2-гу, 2-гу і 3-тю, 3-тю і 4-ту, 4-ту і 5-ту (мал. 12).
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Мал. 12. Розгорнута реакція аглютинації.
Увага! У разі позитивної реакції утворюється осад, що вкриває все дно пробірки у вигляді перевернутої парасольки, при збовтуванні видно плас​тівці.
Реакція різко позитивна (++++) - осад у вигляді перевернутої парасольки на все дно, рідина прозора (мал. 13).
Реакція позитивна (+++) - кількість осаду менша, немає повного просвітління рідини.

Реакція слабопозитивна (++) - кількість осаду ще менша, рідина каламутна.

Сумнівний результат реакції (+) - незначний осад, рідина каламутна.

Реакція негативна - осаду немає або осад у вигляді ґудзика, рідина рівномірно каламутна.

Позитивним вважають результат з оцінкою осаду (++++) або (+++).
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Мал. 13. Розгорнута реакція аглютинації.

Останнє розведення, в якому реакція аглютинації має позитивне значення, називається титром сироватки.
Здебільшого діагностичним вважають титр сироватки 1:100. Але ніколи не обмежуються одноразовою постановкою реакції аглютинації. Як правило, її повторюють через 1-2тиж. За наявності захворювання кількість антитіл (титр антитіл) у крові зростає, тому при повторній постановці реакції аглютинації спостерігається наростання титру антитіл у сироватці у 2-4 рази. Це дає змогу відрізнити хворого від тієї людини, яка перехворіла або якій було зроблено щеплення. В останніх двох випадках зростання титру антитіл у сироватці крові не спостерігається.
Варіанти реакції аглютинації
Крім класичної, розроблено й інші варіанти реакції аглютинації. Як антиген при постановці цих реакцій використовують розчинні компоненти. Щоб результат реакції проявлявся візуально, розчинні антигени адсорбують на імунологічно інертних часточках. Це можуть бути часточки латексу, бентоніту, алюмінію гідроксиду, клітини бактерій та ін.
Серед них найбільш поширені реакція коаглютинації, реакція латекс-аглютинації, реакція імуномагнітного виявлення антигену. Принцип постановки їх ґрунтується на тому, що використовують укрупнені часточки, на яких адсорбовані відомі антитіла. Такі препарати називають антитільним діагностикумом. Укрупнення часточок антитіла призводить до утворення чітко видимого комплексу АГ-АТ і випадання його у вигляді крупних пластівців або у вигляді осаду. Це робить реакції чутливішими і прискорює їх перебіг.

Реакція коаглютинації ґрунтується на тому, що в ній використовують відомі антитіла, адсорбовані на оболонці стафілококів. У клітинній стінці стафілококів є білок А, здатний сполучатися з Fс-фрагментом IgG i IgM. Такі клітини стафілококів називаються сенсибілізованими. Активні центри адсорбованих антитіл (імуноглобулінів) залишаються вільними й здатними взаємодіяти із специфічним антигеном. Реакцію коаглютинації ставлять на склі. Як відоме антитіло наносять краплю 2% суспензії сенсибілізованих стафілококів і додають 1 краплю бактерій, які досліджують. Якщо бактерії відповідають антитілам, через 30-60 с з'являється чітка зернистість - реакція позитивна.

Реакція латекс-аглютинації (ЛАГ) ґрунтується на тому, що в ній відомі антитіла адсорбують на дрібних стандартних часточках полістиролового латексу. Реакцію ставлять у лунках скляних планшет (мікрометод). У лунку вносять 50 мкл досліджуваного матеріалу, що містить невідомий антиген або невідомі мікроорганізми, і додають 10 мкл латекс-препарату. При позитивному результаті через кілька секунд з'являється зернистість і осад.

Імуномагнітне виявлення антигенів ґрунтується на використанні супермагнітних полімерних часточок, на яких адсорбовані відомі антитіла. Одна така часточка здатна зв'язати 107-108 клітин мікроорганізмів, завдяки чому значно посилюється її чутливість. За допомогою цієї реакції можна виявити мікроорганізми навіть при дуже низькій їх концентрації - 5 клітин в 1мл досліджуваного матеріалу.
Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.
2. В умовах лабораторії дезинфікувати і стерилізувати лабораторний посуд, інструментарій тощо і знезаражувати відпрацьований матеріал.
3. Проводити серологічні реакції для серодіагностики і сероідентифікації, їх облік з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Підготувати посуд для проведення серологічної реакції.
2. Визначити придатність сироватки для постановки серологічної реакції.

3. Підготувати сироватку, культуру мікроорганізмів для проведення орієнтовної реакції аглютинації на склі.

4. Поставити реакцію аглютинації на склі, урахувати її результат.

5. Підібрати посуд для постановки розгорнутої реакції аглютинації.

6. Поставити розгорнуту реакцію аглютинації, урахувати її результати.
Теоретичні питання:

1. Що таке антигени, антитіла, сенсибілізовані лімфоцити.
2. Що таке реакції імунітету, серологічні реакції. 

3. Види сироваток для проведення серологічних реакцій, принципи їх отримання, умови зберігання.

4. Види посуду для постановки серологічних реакцій.

5. Методи та умови взяття крові на аналіз, отримання сироватки, умови її зберігання.

6. Мета й принципи постановки реакції аглютинації на склі.
7. Які діагностикуми використовують в розгорнутій реакції аглютинації, принципи їх виготовлення.

8. Мета та принципи постановки розгорнутої реакції аглютинації.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Підготовка імунних сироваток до постановки реакцій.

3. Постановка орієнтовної реакції аглютинації на склі, облік її результатів 
4. Постановка розгорнутої реакції аглютинації та облік її результатів.

5. Оформлення протоколу.
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3. Конспект лекції.
Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти вивчають методику постановки орієнтовної і розгорнутої реакції аглютинації, знайомляться з посудом, інструментами та апаратурою, які використовують при постановці серологічних реакцій; різними видами й формою випуску, принципами отримання, умовами зберігання імунних сироваток; з методикою взяття крові на серологічну реакцію та виготовлення з неї сироватки; з видами антигенів (діагностикумів) для реакції аглютинації та принципом виготовлення їх; варіантами реакції аглютинації.
Самостійна робота включає:

1. Підготовка імунних сироваток до постановки реакцій. Визначення придатності сироватки для постановки реакції.
2. Постановка орієнтовної реакції аглютинації на склі з метою ідентифікації культури бактерій. 
3. Облік результату орієнтовної реакції аглютинації на склі.
4. Малювання схеми постановки реакції аглютинації на склі. 
5. Постановка розгорнутої реакції аглютинації в пробірках.
6. Облік результату розгорнутої реакції аглютинації.
7. Малювання схеми постановки розгорнутої реакції аглютинації. 
8. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1.Для серологічної діагностики інфекційного захворювання на дослідження від хворого беруть: 

a. Матеріал з ураженої тканини                
b. Сироватку крові 
c. Виділену чисту культуру            
d. Дефібриновану кров           
e.  -

2. Імунні діагностичні сироватки одержують з крові людей або тварин, імунізованих за певною схемою відповідним антигеном. З якою метою їх використовують?

a. Серологічної діагностики      
b. Антитоксичної терапії     

c. Серологічної ідентифікації    
d. Лікування вірусних інфекцій       
e. –

3. З метою серологічної діагностики коклюшу поставлена розгорнута реакція з коклюшним і паракоклюшним діагностикумами. На дні пробірок, в які був внесений діагностикум з Воrdеtеllа раrареrtusis, утворився зернистий осад. Які антитіла виявлені в ході реакції?

a. Антитоксини            
b. Опсоніни                        
c. Бактеріолізини    

d. Преципітіни            
e. Аглютиніни

4. При проведенні розгорнутої реакції аглютинації з сироваткою крові, узятої на 6ий день захворювання, титр сироватки з черевнотифозним діагностикумом склав 1:100. При повторному проведенні реакції через 2 тижні – 1:100. Як оцінити цей результат?

a. Хворий на черевний тиф               
b. Не хворий на черевний тиф 
c. Перехворів черевним тифом         
d. Прищеплений            
e. Правильно 3,4 

5. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Антитіла в сироватці хворого можна визначити за допомогою відомого:

a. Комплемента                
b. Антигенного диагностикума   

c. 5% суспензії еритроцитів   
d. Гемолітичної сироватки.   
e. Імуноглобуліну

Алгоритми лабораторної роботи:
Алгоритм «Визначення придатності сироватки для постановки реакцій та форми випуску імунної сироватки»
Огляньте ампулу із сироваткою, зверніть увагу на термін придатності, цілість ампули, чіткість підписів на ампулі, відповідність підпису на ампулі, інструкції та на коробці, фізичні властивості препарату (відповідність зовнішнього вигляду, зазначеному в інструкції).
Зверніть увагу на те, що зазначено на коробці: назву сироватки, її призначення, кількість ампул, об'єм сироватки в одній ампулі, серію, термін придатності, умови зберігання, адресу підприємства-виробника; крім того, у неадсорбованих сироваток зазначено титр.

Розкрийте коробку, дістаньте інструкцію, прочитайте її. Зверніть увагу на те, що зазначено в інструкції: назву сироватки, її призначення, спосіб застосування, схему постановки серологічної реакції та облік її результатів, термін придатності сироватки, умови зберігання й транспортування, адресу підприємства-виробника.

Дістаньте ампулу із сироваткою, прочитайте, що зазначено на ампулі: назву сироватки, об'єм, серію, контрольний номер, дату придатності й на ампулах з неадсорбованими сироватками - титр.

Алгоритм "Розчинення сироватки":

визначте придатність сироватки до використання; підпишіть пробірку, в якій зберігатиметься розчинена сироватка (зазначте назву сироватки, серію, дату розчинення); протріть ампулу ватою, змоченою спиртом; запаліть спиртівку;
прогрійте головку ампули в полум'ї спиртівки, відведіть її трохи вбік від полум'я й капніть на неї 2-3 краплі стерильного ізотонічного розчину.

Увага! В ампулі атмосферний тиск нижчий, ніж у навколишньому повітрі, тому коли розкривають ампулу, у неї разом з повітрям проникають мікроорганізми. Якщо на гарячу головку ампули нанести холодний ізотоніч​ний розчин, у склі виникнуть мікротріщинки, через які в ампулу проникне повітря і простерилізується, проходячи через тріщинки в гарячому склі.
підпиляйте шийку ампули;
знову протріть ватою, змоченою спиртом, і відломіть головку ампули;

поставте ампулу на стіл біля спиртівки (не далі як на 10см);

наберіть у стерильну піпетку ізотонічний розчин і внесіть його в ампулу в об'ємі, зазначеному на етикетці ампули (1 чи 2 мл);

струсніть ампулу, почекайте до повного розчинення сироватки;

перелийте сироватку з ампули в пробірку, фламбуючи отвори ампули й пробірки.

Увага! Сироватку переливають в асептичних умовах на відстані не далі як 10см від полум'я спиртівки!
закрийте пробірку ватною пробкою, в яку вмонтовано пастерівську піпетку.
Увага! Розчинені сироватки зберігають у пробірці під гумовою пробкою у холодильнику за температури 4°С.
Алгоритм "Постановка та облік результатів орієнтовної РА":

знежирте предметне скельце, нанесіть на ньому маркером три кола діаметром близько 1см на однаковій відстані одне від одного, скельце переверніть;
підпишіть: під першим колом Д (дослід), під другим - КС (контроль сироватки), під третім - КА (контроль антигену), зазначте номер аналізу;

зафламбуйте предметне скельце;

нанесіть пастерівською піпеткою на Д і КС кола по 1 краплі аглютинуючої сироватки, на коло КА - 1 краплю ізотонічного розчину натрію хлориду;

розітріть і змішайте бактеріологічною петлею досліджувану культуру з краплею ізотонічного розчину натрію хлориду (КА);

змішайте досліджувану культуру з краплею сироватки (Д);

оцініть результати через 1 - 3 хв.;

Увага! Оцінювання результату розпочинають з оцінювання контролів: КА - рівномірне помутніння, КС - крапля прозора. У разі появи пластівців у колі Д на фоні прозорої рідини реакція - позитивна (антиген відповідає антитілу), а в разі рівномірного помутніння - реакція негативна (антиген не відповідає антитілу). Іноді результат оцінюють за допомогою лупи або мікроскопа (реакція мікроаглютинації).
помістіть предметне скельце в дезінфекційний розчин.
Алгоритм "Постановка розгорнутої реакції аглютинації":

підберіть 7 аглютинаційних пробірок однакового розміру, кольору скла, однакової конфігурації дна й 1 пробірку для робочого розведення сироватки;
візьміть стерильні градуйовані піпетки об'ємом 5мл (для ізотонічного розчину натрію хлориду) і 1мл (для сироватки); 1 пастерівську піпетку (для антигену);

поставте в штатив 3 стерильні пробірки й позначте, для яких піпеток вони призначені;

розгорніть стерильні піпетки й поставте у відповідні пробірки;

Увага! Піпетки потрібно зберігати до кінця досліду!
підпишіть аглютинаційні пробірки: 1-ша - № аналізу, вид антигену і розведення (1:50); на інших пробірках зазначують тільки розведення; 2-а - 1:100; 3-тя - 1:200; 4-та - 1:400; 5-та - 1:800; 6-та - КС (контроль сироватки); 7-ма - КА (контроль антигену); окрему пробірку позначте літерами Рр (робоче розведення сироватки);
внесіть у пробірку, позначену Рр, піпеткою об'ємом 5мл 4,9мл ізотонічного розчину натрію хлориду, у дослідні (крім пробірок І і КС) - по 1мл;

внесіть піпеткою об'ємом 1мл 0,1мл досліджуваної сироватки в пробірку, позначену Рр, перемішайте (розведення 1:50);

внесіть по 1мл розведеної (1:50) сироватки з пробірки Рр в пробірки 1-шу, 2-у і КС;

перемішайте та перенесіть 1мл сироватки з 2-ї пробірки у 3-тю, 1мл із 3-ї в 4-ту, 1мл з 4-ї в 5-ту, 1мл з 5-ї в дезінфекційний розчин;

додайте пастерівською піпеткою в кожну пробірку (крім КС) по 2 краплі антигену (діагностикуму);

Увага! Діагностикум додається обов'язково в однаковій кількості в кожну пробірку!
струсіть пробірки та поставте їх у термостат (температура - 37°С);
вийміть пробірки з термостата через 2год.; проведіть попередній облік результатів, поставте пробірки в штатив і залиште їх за кімнатної температури;
проведіть остаточний облік результату реакції через 18-20 год.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 40-41.
Тема: Серологічний метод дослідження. Реакції гемаглютинації.

Мета: Засвоєння практичних навичок з постановки реакцій гемаглютинації.

Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9:Фактори специфічної резистентності.

Тема 10:Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

Варіанти реакції гемаглютинації, принципи їх постановки

Усі реакції гемаглютинації ґрунтуються на використанні еритроцитів крові людей або тварин. До них відносяться: реакція гемаглютинації (РГА), реакція гальмування гемаглютинації (РГГА), реакція непрямої гемаглютинації (РНГА), реакція агрегатгемаглютинації, реакція Кумбса.

Реакція гемаглютинації (РГА). Існує два варіанти РГА: серологічна і несерологічна.

Серологічна РГА ґрунтується на взаємодії антитіл - гемаглютинінів з антигенами, що містяться на мембрані еритроцитів. Ураховуючи антигени А і В, за допомогою РГА визначають чотири групи крові: 0, А, В, АВ (І, II, III, IV).

Несерологічна РГА ґрунтується на взаємодії з еритроцитами не антитіл, а вірусів, що містять особливий антиген - гемаглютинін. Віруси грипу здатні спричинити аглютинацію еритроцитів курей і морських свинок, вірус поліомієліту - еритроцитів барана. За допомогою цих реакцій виявляють лише наявність вірусу і його титр, але не виявляють вид вірусу.

Принцип постановки несерологічної РГА полягає у наступному (мал. 14). У лунки полістиролового планшету вносять по 0,5 мл матеріалу, що містить віруси, у послідовному розведенні від 1:10 до 1:1280. У контрольну лунку вносять 0,5мл ізотонічного розчину натрію хлориду. 

Потім у кожну лунку вносять по 0,5мл 2 % суспензії відмитих еритроцитів. Планшет струшують, постукуючи злегка по його ребру долонею руки, і залишають при кімнатній температурі на 45хв. Облік результату починають з контролю. У контрольній лунці еритроцити утворюють щільний осад з рівними краями - вигляд "ґудзика". У досліді: якщо осад буде мати такий самий вигляд - реакція негативна, тобто в досліджуваному матеріалі немає вірусів; якщо осад вкриє все дно лунки і матиме фестончасті (нерівні) краї - вигляд "перевернутої парасольки" - реакція позитивна, тобто в досліджуваному матеріалі є віруси (мал. 15, 16). Інтенсивність реакції позначають значком "+". Максимальне розведення досліджуваного матеріалу, в якому РГА позитивна, визначає [image: image30.jpg]


титр вірусу.
Мал. 14. Постановка реакції гемаглютинації.
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Мал. 15. Принцип утворення "перевернутої парасольки" і "ґудзика" 
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Мал. 16. Облік результатів реакції гемаглютинації
Реакція гальмування гемаглютинації (РГГА) - це серологічна реакція, яка ґрунтується на тому, що віруси при взаємодії із специфічними антивірусними антитілами втрачають здатність спричинювати аглютинацію еритроцитів, тобто гальмують гемаглютинацію (мал. 17). Ураховуючи специфічність антитіл, що беруть участь у цій реакції, можна визначити вид і тип вірусу, що виявили в РГА.

Принцип постановки реакції гальмування гемаглютинації полягає в тому, що в лунки полістиролової пластини вносять по 0,25мл противірусної сироватки в послідовних розведеннях від 1:10 до 1:2560. Досліджуваний матеріал розводять у 4 рази менше за титр, визначений у РГА. (Якщо титр вірусу в РГА становив 1:320, то досліджуваний матеріал розводять до 1:80.) У всі лунки з розведеною сироваткою додають по 0,25мл досліджуваного матеріалу. У контрольні лунки вносять: у першу - 0,25мл противірусної сироватки і 0,25мл ізотонічного розчину натрію хлориду, у другу - 0,25мл досліджуваного матеріалу і 0,25мл ізотонічного розчину натрію хлориду, у третю - 0,5мл ізотонічного розчину натрію хлориду. Планшет струшують і ставлять у термостат при температурі 37°С на 30 хв.
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Мал. 17. Варіанти реакції гемаглютинації.
За цей час сироватка, якщо вона відповідає вірусу, нейтралізує вірус, і він втрачає здатність аглютинувати еритроцити. Після цього в усі лунки досліду й контролю додають по 0,5мл 2 % суспензії еритроцитів і залишають при кімнатній температурі на 45хв.

Урахування результату починають із контролів. У першій контрольній лунці (є противірусна сироватка й еритроцити) і в третій лунці (є суспензія еритроцитів в ізотонічному розчині) осад повинен мати вигляд "ґудзика" (немає фактора - вірусу, який склеїв би еритроцити), у другій лунці (є вірус та еритроцити) осад повинен мати вигляд "парасольки".

У досліді при позитивній реакції осад повинен мати вигляд "ґудзика" (сироватка нейтралізує вірус і він нездатний аглютинувати еритроцити); у лунках з дуже розведеною сироваткою осад може мати вигляд "парасольки" - реакція негативна. Якщо РГГА позитивна, за відомою сироваткою визначають вид або тип невідомого вірусу, а також можна визначити титр сироватки.

Реакція агрегат-гемаглютинації (РАГА) використовується для виявлення в сироватці крові хворого вільно циркулюючих антигенів і циркулюючих імунних комплексів АГ-АТ (ЦІК). Для РАГА використовують еритроцити, на мембрані яких адсорбовані відомі антитіла (антитільний діагностикум). Якщо до сироватки крові хворого, яка містить антигени або ЦІК, додати еритроцити з адсорбованими на них специфічними антитілами, то внаслідок взаємодії адсорбованих антитіл з вільними або зв'язаними антигенами еритроцити склеюються й утворюють осад у вигляді перевернутої парасольки.

Реакція непрямої гемаглютинації (мал. 18) ґрунтується на використанні розчинного антигену (на відміну від класичної РА, в якій використовується корпускулярний антиген). Його адсорбують на еритроцитах крові людей або тварин. Якщо еритроцити обробити розчином таніну, формаліну або бензидину, адсорбційні властивості їх при цьому підвищуються. Еритроцити з адсорбованими на їх мембрані антигенами називаються сенсибілізованими. Діагностикум, виготовлений із еритроцитів сенсибілізованих відомим антигеном, називається еритроцитарним діагностикумом, а імунна реакція, в якій він використовується, називається реакцією непрямої або пасивної гемаглютинації (РНГА або РПГА), тому що еритроцити в ній виконують пасивну роль; реакція відбувається між антигенами та антитілами. РНГА є однією з найбільш чутливих серологічних реакцій і широко використовується для імунологічної діагностики черевного тифу, чуми, рикетсіозних та вірусних захворювань, а також для виявлення хронічного бактеріоносійства при низькій концентрації антитіл у сироватці крові, що досліджується.

РНГА використовують також для виявлення невідомих бактерій (збудників чуми), вірусів, токсинів (дифтерійного, стафілококових). При такому варіанті постановки РНГА використовують еритроцити, на мембрані яких адсорбовані відомі специфічні антитіла. Такий препарат називається антитільним еритроцитарним діагностикумом.
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Мал. 18. Реакція пасивної гемаглютинації: 1 - антитіла, 2 - еритроцитарний діагностикум, 3 - позитивна реакція.

Реакція Кумбса є варіантом реакції непрямої гемаглютинації (РНГА) і використовується для виявлення неповних антитіл. За допомогою прямої РНГА виявляють повні (двовалентні) антитіла. Вони здатні сполучатися з двома часточками антигену або еритроцитів і забезпечувати візуально видимий результат. Але при деяких імунологічних станах інфекційної (бруцельоз) і неінфекційної природи утворюються неповні (моновалентні) антитіла. Неповні антитіла в РНГА не виявляються, тому що при взаємодії з антигеном вони утворюють низькомолекулярний розчинний комплекс (агрегації антигену у великі пластівці не відбувається).

Для постановки реакції Кумбса, крім сироватки хворого, в якій містяться неповні антитіла, і корпускулярного антигену - діагностикуму, використовується антиглобулінова сироватка, що містить антитіла до людського білка глобуліну (білка, що входить до складу антитіл). Перебіг реакції Кумбса відбувається у 2 етапи.

Перший етап: до сироватки крові, що досліджується, додають еритроцити 0 групи крові людини. На мембрані еритроцитів адсорбуються антитіла Fс-фрагментом, а активний центр залишається вільним. При додаванні діагностикуму неповні антитіла утворюють низькомолекулярний комплекс АГ-АТ, який візуально не виявляється (мал. 19).

Другий етап: додавання антиглобулінової сироватки спричинює склеювання низькомолекулярних комплексів у великі агрегати внаслідок двовалентності антиглобулінових антитіл. Утворюються візуально видимі великі пластівці.
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Мал. 19. Реакція Кумбса.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.
2. В умовах лабораторії дезинфікувати і стерилізувати лабораторний посуд, інструментарій тощо і знезаражувати відпрацьований матеріал.
3. Проводити серологічні реакції для серодіагностики і сероідентифікації, їх облік з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Підготувати інгредієнти і посуд для постановки реакції гемаглютинації, урахувати результат реакцій.

Теоретичні питання:

1. Що таке реакція гемаглютинації.

2. Варіанти реакції гемаглютинації.

3. Мета і принцип постановки реакції гемаглютинації.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Поставка реакції непрямої гемаглютинації.
3.  Малювання схеми постановки РНГА.
4.  Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з варіантами реакції гемаглютинації, формою випуску діагностикумів, приготуванням інгредієнтів для постановки реакцій, принципами їх постановки.

Самостійна робота включає:

1. Поставка реакції непрямої гемаглютинації.
2. Облік результатів реакції.
3.  Малювання схеми постановки РНГА.
4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Ефективна діагностика носійства збудників кишкових інфекцій базується на виявленні антитіл до певних антигенів бактерій в реакції пасивної гемаглютинації. Який стандартний препарат слід застосувати для цієї реакції? 

a. Антитіла проти імуноглобулінів основних класів.
b. Еритроцитарний диагностикум з адсорбованими антигенами бактерій.
c. Моноклональні антитіла.

d. Монорецепторні діагностичні сироватки.
e. Еритроцити барана і гемолітичну сироватку.
2. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, результат якої оцінюється за випаданням в осад еритроцитів у вигляді «гудзика»?

a. Аглютинації                  
b. Преципітації                      
c. Нейтралізації

d. Непрямої гемаглютинації           
e. Зв’язування комплемента

3. В анотації до препарату вказано, що він містить антигени збудника черевного тифу, адсорбовані на стабілізованих еритроцитах барана. Для чого використовують цей препарат? 

a. Для виявлення антитіл в реакції пасивної гемаглютинації.
b. Для виявлення антитіл в реакції зв’язування комплемента.
c. Для виявлення антитіл в реакції Відаля.
d. Для виявлення антитіл в реакції гальмування гемаглютинації.
e. Для серологічної ідентифікації збудника черевного тифу.
4. Для серологічної діагностики інфекційного захворювання у пацієнта узята кров на дослідження. Сироватку крові розвели ізотонічним розчином натрію хлориду. Для реакції використовували сироватку хворого в розведеннях від 1:10 до 1:1280 і еритроцити, сенсибілізовані мікробним антигеном. Яку серологічну реакцію поставили?
a. Преципітації                              
b. Аглютинації                  
c. Кумбса

d. Зв’язування комплемента        
e. Пасивної гемаглютинації
5. В інфекційний стаціонар поступив пацієнт з клінічним діагнозом висипний тиф. Під час постановки реакції непрямої гемаглютинації титр антитіл склав 1:100, а при повторному дослідженні через 2 неділі 1:3200. Результати реакції свідчать про:

a. Щеплення                                   
b. У пацієнта не висипний тиф   

c. Хворий на висипний тиф       
d. Перехворів висипним тифом.        

e. Сумнівний результат, необхідно повторити
Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Постановка реакції РНГА" (на прикладі реакції Vi-гемаглютинації)":
підготуйте полістироловий планшет і піпетки;
Увага! Кожний інгредієнт відбирається окремою піпеткою.
підпишіть планшет: ліворуч від лунок поставте номер аналізу, зверху над першою лункою - 1:10, над 2-ою - 1:20 і т. д., над 8-ою - 1:1280, над 9-11-ю - КА (контроль антигену);
внесіть ізотонічний розчин натрію хлориду: у 1-шу лунку 0,9мл, в усі інші, крім 9-ої, - по 0,5мл;

внесіть у 1-шу лунку 0,1мл сироватки крові хворого, перемішайте (розведення 1 :10);

перенесіть 0,5мл розведеної сироватки з 1-ої лунки у 2-гу, перемішайте (розведення 1 :20), із 2-ої в 3-тю і т. д. до 8-ої, з 8-ої лунки вилийте 0,5мл рідини в дезінфекційний розчин;

внесіть у 9-ту лунку 0,5мл адсорбованої монорецепторної Vi-сироватки, що додається до діагностикуму;

збовтайте ретельно ампулу з еритроцитарним діагностикумом до повного зникнення осаду й утворення гомогенної суспензії;

відкрийте ампулу;

Увага! Упродовж усієї роботи з діагностикумом постійно його збовтуйте. Внесіть у всі пробірки досліду і контролю по 0,25мл діагностикуму;

струсіть планшет і помістіть його в термостат при температурі 37°С;

вийміть планшети з термостата через 1,5-2 год; врахуйте результат реакції.

Увага! Інтенсивність реакції визначається за розміром аглютинату!
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Облік результату починають з контролів: у 9-ій лунці (специфічна адсорбована сироватка та діагностикум) - повна аглютинація еритроцитів, осад у вигляді перевернутої парасольки; у 10-ій і 11-ій лунках (ізотонічний розчин натрію хлориду та діагностикум) - повна відсутність аглюти нації, осад у вигляді ґудзика (мал.. 20).
Мал. 20. Облік результатів реакції непрямої гемаглютинації. 

У досліді:

++++ - усі еритроцити аглютиновані, осад на все дно, має вигляд перевернутої парасольки, краї якої дещо піднімаються;

+++ - майже всі еритроцити аглютиновані й рівномірно встилають дно лунки, але на їхньому фоні ледь виділяється кільце з неаглютинованих еритроцитів;

++ - поруч з рівномірним аглютинатом на дні лунки є осад з неаглютинованих еритроцитів;

+ - більшість еритроцитів не аглютиновані й осіли в центрі дна лунки; лише невелика кількість аглютинованих еритроцитів осіли у вигляді дрібних пластівців навколо центра лунки;

- ознак аглютинації немає, осад еритроцитів маленький за розміром, з рівними краями, має вигляд ґудзика.

Останнє (максимальне) розведення сироватки, в якому є аглютинат можна оцінити 3+ (+++), є титром сироватки.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 42-43.
Тема: Серологічний метод дослідження. Реакції преципітації.

Мета: Засвоєння практичних навичок з постановки реакцій преципітації.

Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9:Фактори специфічної резистентності.

Тема 10:Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

Варіанти реакції преципітації, підготовка інгредієнтів

Преципітація (від лат. ргаесіріtаtiо - стрімко падати вниз) - це утворення осаду при взаємодії антитіл з розчиненими антигенами. Осад у реакції преципітації називається преципітатом. Реакція преципітації відрізняється від реакції аглютинації розміром часточок. Як антиген в реакції преципітації використовуються не корпускулярні антигени, а антигени в молекулярній формі (повноцінні антигени або гаптени), тому для забезпечення їх зв'язування потрібна набагато вища (в тисячі разів) концентрація антитіл, ніж у реакції аглютинації. Ось чому в реакції преципітації використовується нерозведена сироватка. Утворення преципітату визначається не стільки утворенням агрегатів АГ-АТ, скільки втратою розчинності цих агрегатів у сольових розчинах унаслідок зміни конформації Fс-фрагмента імуноглобулінів після їх взаємодії з антигеном.

Реакція преципітації високочутлива (дає змогу виявити незначну кількість антигену), специфічна (використовується для тонкого імунохімічного аналізу), хоч і бувають випадки групової реакції преципітації, а також має швидкий перебіг.
Для постановки реакції преципітації використовують: сироватку крові хворого або відому преципітуючу імунну сироватку, яку виготовляють із крові тварин, гіперімунізованих бактеріями, вірусами, анатоксинами; антиген, що виробляють при кип'ятінні субстрату, в якому він міститься (стрептококовий, сибірковий), розтиранням, заморожуванням і відтаюванням, руйнуванням ультразвуком, гідролізом, автолізом бактеріальної суспензії, а також при екстракції антигену з бактеріальної маси або з уражених органів, спинномозкову рідину, гній, мокротиння та інший матеріал, що містить продукти розпаду збудників хвороб; ізотонічний розчин натрію хлориду.

Усі інгредієнти в реакції преципітації повинні бути абсолютно прозорими, тому їх центрифугують або фільтрують крізь бактеріальні фільтри. На відміну від реакції аглютинації, титр сироватки в реакції преципітації визначають за максимальним розведенням антигену, при якому утворюється преципітація.

Існує багато варіантів реакції преципітації, усі їх можна розділити на дві групи: реакції преципітації в рідкому середовищі і реакції преципітації в гелі.

До реакцій преципітації в рідкому середовищі відносять реакцію мікропреципітації і реакцію кільцепреципітації.

Реакцію мікропреципітації ставлять для виявлення антитіл до збудника сифілісу в плазмі або в інактивованій сироватці крові з кардіоліпіновим антигеном. Ураховуючи простоту в постановці і швидкість перебігу, реакцію мікропреципітації використовують при масовому профілактичному обстеженні на сифіліс.

Принцип її постановки полягає у тому, що в лунки полістиролового планшету вносять по 3 краплі нативної плазми або інактивованої сироватки крові, що досліджується, додають по 1 краплі антигену. Планшет струшують протягом 5 хв. Потім у кожну лунку додають по 3 краплі ізотонічного розчину натрію хлориду, перемішують, похитуючи планшет, і залишають при кімнатній температурі (оптимальною є температура 23-28°С) на 5хв.

Результат реакції враховують при освітленні не нижче 300 люкс. У плазмі або інактивованій сироватці крові хворих утворюються пластівці різного розміру - реакція позитивна, а в плазмі чи сироватці крові здорових осіб - опалесценція - реакція негативна.

Реакцією кільцепреципітації виявляють антиген збудника сибірки (реакція Асколі).

Принцип її постановки полягає в тому, що на нерозведену сироватку нашаровують розведений антиген. Сироватка важча за питомою вагою, тому наноситься на дно пробірки. Якщо в реакції використовують більш важкий антиген, ніж сироватка, порядок внесення інгредієнтів змінюють. Якщо антиген відповідає антитілу сироватки, то через 3-10хв. на межі двох рідин утворюється біле кільце преципітату.

Реакцією преципітації в гелі визначають токсигенність збудника дифтерії. Принцип її був розроблений у 1948р. Оухтерлонем. Він ґрунтується на зустрічній дифузії в агарі антигену (екзотоксину) з антитілом (антитоксином) і утворенням білої лінії преципітату в місці їх контакту (Елек-тест) (мал. 21).
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Мал. 21. Реакція преципітації в гелі

Постановка реакції кільцепреципітації та реакції преципітації в гелі

Для постановки реакції кільцепреципітації використовують пробірки діаметром 3-5 мм, вони називаються преципітаційними. У вузьких пробірках перебіг реакції преципітації йде значно швидше і проявляється чіткіше, ніж у пробірках великого діаметра. Інгредієнти вносять пастерівськими піпетками з тонким капіляром.

Результат ураховують за наявністю білого кільця преципітату на межі сироватки й антигену (мал. 22).
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Мал. 22. Реакція кільцепреципітації.

Реакція преципітації в гелі. (На прикладі реакції - визначення токсигенності коринебактерій дифтерії.) Для постановки реакції з метою визначення токсигенності культури необхідно мати: стерильні чашки Петрі з рівним дном, поживне середовище для визначення токсигенності, паперові диски, просочені антитоксином, культуру бактерій, що досліджується, і контрольний токсигенний штам бактерій.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.

2. В умовах лабораторії дезинфікувати і стерилізувати лабораторний посуд, інструментарій тощо і знезаражувати відпрацьований матеріал.
3. Проводити серологічні реакції для серодіагностики і сероідентифікації, їх облік з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Підготувати інгредієнти і посуд для постановки реакції преципітації, урахувати результат реакцій.

Теоретичні питання:

1. Що таке реакція преципітації, її варіанти.

2. Мета і принцип постановки реакції реакції преципітації.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Постановка реакції кільцепреципітації за Асколі.
3. Постановка реакції преципітації в гелі (агарі).
4. Облік результатів постановки реакцій преципітації.

5. Малювання схем реакції кільцепреципітації, феномену позитивної реакції преципітації в гелі.

6. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з варіантами реакції преципітації, формою випуску діагностикумів, приготуванням інгредієнтів для постановки реакцій.

Самостійна робота включає:

1. Постановка реакцій преципітації.
2. Облік результатів постановки реакцій.

3. Малювання схем реакції кільцепреципітації, феномену позитивної реакції преципітації в гелі.

4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається реакція осадження розчину антигена при дії на нього імунної сироватки і електроліту?
a. Зв’язування комплемента              
b. Аглютинації                
c. Преципітації

d. Гемадсорбції                                  
e. Нейтралізації.

2. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, результат якої оцінюється за утворенням на межі двох середовищ каламутного кільця»?

a. Аглютинації                             
b. Преципітації                     
c. Нейтралізації

d. Непрямої гемаглютинації       
e. Зв’язування комплемента

3. З метою встановлення токсигенності виділеного від пацієнта збудника дифтерії, культуру засіяли на чашку Петрі з поживним агаром по обидві сторони від розташованої в центрі смужки фільтрувального паперу, просоченою антидифтерійною антитоксичною сироваткою. Після інкубації посівів в агарі між окремими культурами і смужкою фільтрувального паперу виявлені ділянки помутніння середовища. Яка імунологічна реакція була поставлена?

a. Зв’язування комплемента          
b. Аглютинації         
c. Преципітації в гелі

d. Кумбса                                         
e. Кільцепреципітації

4. У серологічній діагностиці інфекційних захворювань використовується реакція преципітації. Роль антигена виконує? 

a. Суспензія бактерій                     
b. Еритроцити            
c. Розчинний антиген

d. Еритроцитарний діагностикум                   
e. Комплемент|
5. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, заснована на взаємодії гомологічних антитіл і розчинних антигенів в агаровому середовищі?
a. Преципітації в гелі               
b. Кільцепреципітації            
c. Аглютинації

d. Зв’язування комплемента.         
e. Нейтралізації.
6. Під час визначення токсигенності виділеного від пацієнта штаму дифтерійної палички отримані наступні результати: переривисті білі лінії з обох боків фільтрувального паперу. Це свідчить про:

a. Токсигенність штаму               

b. Відсутність токсину в дослідній культурі            

c. Необхідно замінити музейний штам

d. Необхідно замінити антитоксичну сироватку.         
e. -
Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Постановка реакції кільцепреципітації за Асколі":

поставте в штатив 5 преципітаційних пробірок; пронумеруйте їх: 1, 2 .. 5;
внесіть пастерівською піпеткою у пробірки 1, 2, 3, 4 по 0,3мл імунної сироватки, опускаючи піпетку до дна пробірки;

внесіть у 5-ту пробірку 0,3мл нормальної сироватки;

внесіть у 1-шу і 5-ту пробірки по 0,3мл антигену, що досліджується;

Увага! Антиген слід наносити на стінку пробірки, яку спочатку нахиля​ють, а потім випрямляють. У такому разі антиген нашаровується на сироватку, а не перемішується з нею.
внесіть у 2-гу пробірку 0,3мл антигену, однойменного імунній сироватці;
внесіть у 3-тю пробірку 0,3мл чужорідного антигену;

внесіть у 4-ту пробірку 0,3мл ізотонічного розчину натрію хлориду;

витримайте пробірки при кімнатній температурі протягом 5-30 хв.;

урахуйте результат реакції кільцепреципітації.

Результат ураховують за наявністю білого кільця преципітату на межі сироватки й антигену.

У контролях (2-га - 5-та пробірки): поява кільця у 2-ій пробірці визначає здатність імунної сироватки вступати в специфічну реакцію з антигеном; у 3-5-ій пробірках кільця не повинно бути, в них немає відповідних один одному антигену й антитіла.

У досліді (1-ша пробірка): поява кільця свідчить про відповідність антигену відомому антитілу - реакція позитивна, відсутність кільця - реакція негативна.

Алгоритм "Постановка реакції преципітації в гелі з метою визначення токсигенності збудника дифтерії".

візьміть із термостата зігріті чашки Петрі із середовищем для визначення токсигенності культури;

зробіть відбиток на поверхні середовища за допомогою шаблону;

нанесіть маркером малюнок на дно чашки Петрі відповідно до відбитка, зробленого шаблоном;

підпишіть чашку: на дні чашки поставте номер аналізу, назву культури, дату посіву, позначте бляшки (контрольні й дослідні);

Увага! Із 5 бляшок 2 - дослідні і 3 - контрольні; дослідні бляшки повинні бути між двома контрольними, а 2 контрольні бляшки - поруч. У центрі між бляшками відбито слід для паперового диску.

покладіть зафламбованим пінцетом паперовий диск, просочений антитоксичною сироваткою, на поверхню середовища, придавіть його злегка бланшами пінцета;

підсушіть чашку в термостаті при температурі 37°С протягом 15-20 хв., перевернувши догори дном і чашку, і кришку;

проведіть посів досліджуваної культури на позначені бляшки;

проведіть посів контрольної культури;

поставте чашки в термостат при температурі 37°С;

проведіть облік результату через 18-24 год. та 48 год.

Увага! Критерієм оцінювання специфічності реакції є злиття ліній пре​ципітації досліджуваного штаму з лініями контрольного. У випадку, коли в контрольного штаму з'являється декілька ліній преципітації, специфічними слід вважати найбільш чіткі, які з'являються першими.

Реакція позитивна (досліджуваний штам є токсигенним) - лінії преципітації досліджуваного штаму зливаються із специфічними лініями контрольного штаму або ідуть на сполучення з ними (мал. 23).
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Реакція негативна (досліджуваний штам не токсигенний): 

а) лінії преципітації у досліджуваного штаму відсутні при наявності специфічних ліній преципітації в контрольного штаму;

б) лінії преципітації досліджуваного штаму перехрещуються з лініями преципітації контрольного штаму;

в) лінії преципітації досліджуваного штаму зливаються з неспецифічними лініями контрольного штаму.

Мал. 23. Реакція преципітації в гелі
Увага! Поява преципітатів в агаровому гелі у дифтерійних культур можлива за рахунок взаємодії не тільки токсину з антитоксином (специфічні преципітати), а також антибактеріальних антитіл з відповідним антигеном мікробної клітини (неспецифічні преципітати). Неспецифічні преципітати можуть утворюватися у токсигенних та нетоксигенних дифтерійних культур. Від специфічних ці преципітати відрізняються слабкою вираженістю, нечіткістю контурів та пізнішим утворенням (48-72 години). 
Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 44-45.
Тема: Серологічний метод дослідження. Реакції лізису, зв’язування комплементу.

Мета: Засвоєння практичних навичок з постановки реакції зв’язування комплементу.

Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9:Фактори специфічної резистентності.

Тема 10:Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

Неспецифічними чинниками захисту називають природжені властивості організму, які сприяють знищенню різних мікроорганізмів на поверхні тіла людини і в порожнинах її організму. Розвиток специфічних чинників захисту відбувається після зіткнення організму із збудниками або токсинами; дія цих чинників спрямована лише проти цих збудників або їх токсинів.

Чинники неспецифічної резистентності умовно розділяють на:

- анатомо-фізіологічні чинники (природні бар'єри) – конститутивні чинники – перша лінія захисту;

- гуморальні, клітинні – більшість з них індукована патогенному – друга лінія захисту. 

Анатомо-фізіологічні чинники (природні бар'єри): шкіра і слизисті оболонки виконують механічний, хімічний і біологічний захист.

Шкіра. Непошкоджена шкіра є бар'єром для проникнення мікроорганізмів. При цьому мають значення механічні чинники: злущення епітелію і виділення сальних і потових залоз, які сприяють видаленню мікроорганізмів з шкіри.

Роль хімічних чинників захисту також виконують виділення залоз шкіри (сальних і потових). Вони мають жирні і молочні кислоти, що володіють бактерицидною (що вбиває бактерії) дією.

Біологічні чинники захисту обумовлені згубною дією нормальної мікрофлори шкіри на патогенні мікроорганізми.

Слизові оболонки різних органів є одним з бар'єрів на шляху проникнення мікроорганізмів. У дихальних шляхах механічний захист здійснюється за допомогою миготливого епітелію. Рух війок епітелію верхніх дихальних шляхів постійно переміщають плівку слизу разом з різними мікроорганізмами у напрямку до природних отворів: ротовій порожнині і носових ходів. Такий ж вплив на бактерії виконують волоски носових ходів. Кашель і чхання сприяють видаленню мікроорганізмів, попереджають їх аспірації (втягування).

В сльозах, слюні, материнському молоці і інших рідинах організму міститься лізоцим. Він чинить згубну (хімічну) дію на мікроорганізми. Також впливає на мікроорганізми кисле середовище шлункового соку (недостатня кислотність шлункового соку сприяє виникненню холери, черевного тифу, дизентерії). Несприятливу дію на мікроорганізми чинять жовч і ферменти кишкового соку.

Нормальна мікрофлора слизових оболонок, як чинник біологічного захисту, є антагоністом патогенних мікроорганізмів. Наприклад, кишкова паличка виділяє молочну кислоту, що робить середовище існування мікроорганізмів кислим, та перешкоджає розмноженню гнильних і патогенних мікроорганізмів в кишечнику. Склад мікрофлори, що населяє шкіру і слизові оболонки людини, досить постійний.

У випадку якщо мікроорганізми долають першу лінію захисту, вони натрапляють на другу лінію неспецифічного захисту, дія якого виявляється під впливом антигенів. До неї відносяться: гуморальні, клітинні чинники, фізіологічні захисні і патологічні реакції. 

Основним чинником є запалення, яке супроводжується підйомом температури. Підвищення температури тіла сприяє прискоренню кровообігу і підвищенню обмінних процесів. Температура до 40ºС оптимальна для активації макрофагів, а у мікроорганізмів, в т.ч. і у вірусів вона пригнічує процес розмноження. Запалення характеризується порушенням циркуляції крові і лімфи в зоні ураження. Розвиток запалення приводить до знищення мікроорганізмів або звільнення від них. 

Запалення може виникнути в будь-якій тканині і передусім в лімфатичних вузлах.

Могутнім природним бар'єром є лімфатичні вузли. У організмі людини близько 1000 лімфовузлів. Якщо мікроорганізми проникли через шкіру або слизисті оболонки, вони попадають в лімфу і заносяться в лімфовузли. Патогенні бактерії викликають запальний процес, який супроводжується звільненням з тканин біологічно активних речовин, під впливом яких відбувається активація лейкоцитів, що скупчуються навколо патогенних мікробів і перешкоджають їх поширенню в кровотік, тканини і внутрішні органи. Разом з цим у вогнищі запалення активується фагоцитарна реакція.

Природні кілери (NK від англ. Natural killer – природний вбивця) – утворюються з клітин-попередників кісткового мозку і відносяться до лімфоцитів. Вони здатні розпізнавати і викликати лізис різних варіантів пухлинних клітин.

Велику захисну роль грає посилення функції системи виділення. Під дією мікроорганізмів і токсинів відбувається блювота, діарея, посилення потовиділення, почастішання дихання, з'являється чхання, кашель.

Клітинні чинники неспецифічної резистентності: система макрофагів, природні кілери. 

Одним з основних механізмів запалення є фагоцитоз - процес поглинання бактерій.

Фагоцитарною активністю володіють: зернисті поліморфноядерні лейкоцити (мікрофаги), моноцити крові, макрофаги - клітини ретикулоендотеліальної системи. Всі одноядерні фагоцитуючі клітини (і їх кістковомозкові попередники) об'єднані в систему мононуклеарних фагоцитів (СМФ). 

Фагоцитуючі клітини мають лізосоми, в яких знаходяться понад 25 різних гідролітичних ферментів і білків, що володіють антибактеріальними властивостями.

Активність фагоцитозу пов'язана з наявністю в сироватці крові антитіл - опсонінів. Ці антитіла підсилюють фагоцитоз, підготовлюють поверхню клітини до поглинання її фагоцитом.

Активність фагоцитозу в значній мірі визначає несприйнятливість організму до того чи іншого збудника. При одних захворюваннях фагоцитоз є основним чинником захисту, при інших - допоміжним. Однак у всіх випадках відсутність фагоцитарної здатності клітин значно погіршує течію і прогноз захворювання.

Крім фагоцитів, в крові знаходяться розчинні неспецифічні речовини, які згубно діють на мікроорганізми. До них відносяться комплемент, пропердин, D-лізини, Х-лізини, еритрин, лейкіни, плакіни, лізоцим та ін.

Комплемент (від лат. complementum - доповнення) це складна система білкових фракцій крові, обумовлює запалення, активує макрофаги, здатний лізувати мікроорганізми та інші чужорідні клітини, наприклад еритроцити (приєднуючись до комплексу еритроцит-антитіло). Розрізняють декілька компонентів комплементу: С-1, С-2, С-3 і т.д. Комплемент руйнується при температурі 55°C за 30хв. Ця властивість називається термолабільністю. Руйнується також при струшуванні, під впливом УФ-променів та ін. Крім сироватки крові, комплемент виявлений в різних рідинах організму і в запальному ексудаті, та відсутній в передній камері ока і спинномозкової рідини. 

Пропердін (від лат. properde - готувати) – захисний білок, який складається з 5-ти компонентів. Три з них специфічні, а два інших є фракціями комплементу. Спільно діючи з комплементом, цей захисний білок також руйнує бактерії, посилює фагоцитарну реакцію і запальний процес. 

β-лізини - термостабільні (стійкі до дії температури) речовини сироватки крові людини, що володіють антимікробною дією, в основному по відношенню до гр.(+) бактерій. Руйнуються при +63°С і під дією УФ-променів. 

Х-лізин - термостабільна речовина, виділена з крові хворих з високою температурою. Володіє здатністю без участі комплементу лізувати бактерії, головним чином гр.(-). Витримує нагрівання до 70-100°С. 

Еритрин виділений з еритроцитів тварин. Діє бактеріостатично на збудників дифтерії та деякі інші мікроорганізми. 

Лейкіни - бактерицидні речовини, виділені з лейкоцитів. Термостабільні, руйнуються при 75-80°С. Виявляються в крові в дуже невеликих кількостях. 

Плакіни - схожі з лейкінами речовини, виділені з тромбоцитів. 

Лізоцим - фермент, який здатний руйнувати оболонку мікробних клітин. Він міститься в сльозах, слині, рідинах крові. Швидке загоєння ран кон'юнктиви ока, слизових оболонок, порожнини рота, носа пояснюється в значній мірі наявністю лізоциму. Основним джерелом лізоциму в крові є макрофаги.
Бактерицидними властивостями володіють також складові компоненти сечі, рідина простати, екстракти різних тканин. 

У нормальній сироватці міститься в невеликій кількості інтерферони. Противірусна дія інтерферонів пояснюється тим, що вони стимулюють продукцію ферментів, які руйнують РНК і блокують синтез вірусних білків. В даний час людський інтерферон одержують методом генної інженерії. Ген, відповідальний за синтез інтерферону в організмі людини вводять в геном E.colli, B.subtilis, дріжджових клітин, які набувають здатності синтезувати людський інтерферон.

Реакції лізису

Реакції лізису (імунного лізису або імунного цитолізу) - це розчинення клітин під дією специфічних антитіл за обов'язковою участю комплементу.

Для проведення реакцій лізису використовують такі інгредієнти:

· антиген - бактерії, спірохети або клітини організму (еритроцити та інші клітини);

· антитіло - імунну сироватку, яку отримують при гіперімунізації тварин мікробами, еритроцитами або іншими клітинами, іноді використовують сироватку крові хворого;

· комплемент - його виробляють із сироватки крові самців морської свинки (у ній міститься порівняно багато комплементу), випускають у сухому вигляді, іноді використовують комплемент досліджуваної сироватки;

—ізотонічний розчин натрію хлориду.

Залежно від антигену розрізняють реакції бактеріолізу, спірохетолізу, гемолізу, цитолізу.

Більшість мікроорганізмів, за винятком холерного вібріону і спірохет, стійкі до літичної дії антитіл, тому реакції лізису не знайшли широкого застосування у лабораторній практиці. Реакція бактеріолізу може бути використана для визначення холерного вібріону (феномен Ісаєва-Пфейффера), а реакція спірохетолізу - для виявлення специфічних антитіл у сироватці крові хворого на лептоспіроз. 

Серед реакцій лізису практичне значення має реакція аглютинації-лізису лептоспір і реакція гемолізу.

Реакцію аглютинації-лізису лептоспір застосовують для виявлення специфічних антитіл у сироватці крові хворого. Для її постановки використовують такі інгредієнти: сироватку крові хворого (невідоме антитіло); як будь-яка свіжа сироватка вона містить комплемент; суспензію 7-10-денної культури лептоспір (відомий антиген); ізотонічний розчин натрію хлориду. Реакцію ставлять у лунках полістиролових планшетів.

Сироватку хворого (або того, хто перехворів, - для ретроспективної діагностики) розводять ізотонічним розчином натрію хлориду у відношенні 1:30-1: 30 000, вносять розведену сироватку в об'ємі 0,2мл у кожну лунку. У лунки з розведеною сироваткою додають такий самий об'єм (0,2мл) суспензії живої культури лептоспір (сироватку хворого перевіряють з різними сероваріантами лептоспір), планшет струшують і ставлять у термостат на 1-2 год. при температурі 37°С.

Облік результату проводять шляхом мікроскопії місткості лунок у темному полі зору мікроскопа. При позитивній реакції лептоспіри набухають, набувають зернистості, склеюються, втрачають рухливість і розпадаються. При негативній реакції лізис лептоспір відсутній.

Реакція гемолізу використовується для визначення титру гемолітичної сироватки, кількості комплементу в сироватці крові, а також як допоміжна (індикаторна) в реакції зв'язування комплементу.

Для постановки реакції гемолізу необхідні такі інгредієнти: 

· антиген - 3 % суспензія відмитих еритроцитів барана; 

· антитіло - гемолітична сироватка, виготовлена із сироватки крові кроля, імунізованого еритроцитами барана. Цю сироватку виготовляють на біофабриках, випускають у ліофілізованому стані, на етикетці вказують її титр. Для реакції гемолізу вона використовується в потрійному титрі (якщо титр сироватки 1:1200, то її використовують у розведенні 1:400, тому що частина антитіл адсорбується іншими компонентами реакції);
· комплемент у розведенні 1:10; 
· ізотонічний розчин натрію хлориду; 

· суспензія чужорідних еритроцитів.

Реакцію гемолізу ставлять за схемою, наведеною в табл. 2.
Таблиця  2. Схема реакції гемолізу
	Інгредієнти, мл
	Пробірки

	
	дослід
	контроль

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Ізотонічний розчин натрію хлориду
	-
	0,5
	0,5
	1,0
	-

	Гемолітична сироватка
	0,5
	0,5
	-
	-
	0,5

	Суспензія еритроцитів
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	-

	Суспензія чужорідних еритроцитів
	-
	-
	-
	-
	0,5

	Комплемент
	0,5
	-
	0,5
	-
	0,5


Пробірки струшують і ставлять у термостат при 37°С на 1год.

Облік результатів: у 1-й пробірці - повний гемоліз, осаду немає, рідина прозора, інтенсивно забарвлена; у пробірках 2-5-й гемолізу немає, еритроцити випадають в осад, рідина прозора, безбарвна.
Методика підготовки інгредієнтів, проведення основного досліду реакції зв'язування комплементу (РЗК)

РЗК ґрунтується на тому, що специфічний комплекс АГ-АТ завжди адсорбує на собі комплемент. За відсутності одного з компонентів (АГ чи АТ) у досліджуваному матеріалі комплемент залишається у вільному стані. Ця реакція використовується для ідентифікації антигену і для виявлення антитіл. РЗК здебільшого використовують для діагностики захворювань вірусної (грипу, аденовірусної інфекції), рикетсіозної (висипного тифу), спірохетозної (для діагностики сифілісу - реакцію Вассермана), а також бактеріальної (бруцельозу, коклюшу) етіології.

РЗК - це складна серологічна реакція, в якій беруть участь комплемент і дві системи АГ-АТ. По суті, це дві серологічні реакції.

І система - основна, це відомий антиген і невідоме антитіло, або навпаки, а також комплемент. Якщо антиген і антитіло відповідають одне одному, вони взаємодіють між собою і адсорбують на собі комплемент. Але утворений комплекс дрібнозернистий і візуально (від лат. visualis - видимий) не виявляється.

II система - індикаторна. За її допомогою дізнаються про утворення дрібнозернистого комплексу. До складу II системи входять еритроцити барана (антиген) і гемолітична сироватка (специфічне антитіло). Ця система називається гемолітичною. У цій системі гемоліз може відбутися тільки за наявності комплементу (реакції лізису відбуваються лише за наявності комплементу!).

Якщо у І системі антиген відповідає антитілу і цей комплекс адсорбує комплемент, то в II системі гемолізу не буде (немає вільного комплементу), еритроцити випадають в осад, рідина безбарвна - реакція позитивна.

Якщо в І системі антиген не відповідає антитілу, імунний комплекс не утворюється, комплемент залишається у вільному стані. Додавання гемолітичної системи, в якій антиген відповідає антитілу, призводить до адсорбції комплементу на цій системі і розчину еритроцитів (гемолізу), осаду немає, рідина прозора і яскраво забарвлена - реакція негативна (мал. 24).

Для проведення РЗК використовують такі інгредієнти:

- сироватку крові хворого (невідоме антитіло) - її перед дослідом інактивують, прогріваючи в інактиваторі протягом 30 хв. при температурі 56°С. Перегрівання сироватки недопустиме. При вищій температурі відбувається її денатурація. Такі сироватки непридатні для постановки досліду. При прогріванні сироватки антитіла як термостабільні не руйнуються, а комплемент - термолабільний, тому руйнується. У реакції використовують точно відому кількість комплементу, тому комплемент до​сліджуваної сироватки руйнують і додають дозу комплементу, визначену внаслідок титрування;

- діагностикум (відомий антиген) - це суспензія мікробів або їх окремі антигени (екстракти, лізати). У дослід беруть кількість антигену, що відповідає половині його титру - робочу дозу; 
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Мал. 24. Реакція зв'язування комплементу.
- комплемент використовують згідно з інструкцією. Як правило, його розводять у відношенні 1:10. Перед кожним дослідом визначають його титр. Титр - це найменша кількість (найбільше розведення) комплементу, яка здатна спричинити повний гемоліз у гемолітичній системі протягом 1 год. при температурі 37°С. Оскільки в досліді активність комплементу може знизитися через неспецифічну адсорбцію його іншими компонентами реакції, то для досліду беруть наступну за титром дозу, тобто більшу. Вона називається робочою дозою;

- гемолітична сироватка - її використовують у розведенні, у 3 рази меншому за її титр;

- еритроцити барана - їх готують з нерозведеної або дефібринованої крові, відмивають ізотонічним розчином натрію хлориду і готують 3% суспензію;

- гемолітичну систему готують за 30 хв. до використання з гемолітичної сироватки й еритроцитів барана. Для цього змішують однакові об'єми суспензії еритроцитів і гемолітичної сироватки, додаючи сироватку до еритроцитів, ретельно перемішують та інкубують у термостаті протягом 30 хв. при температурі 37°С.

Конкретні цілі:

1. Працювати з лабораторним посудом, приладами, апаратурою.
2. В умовах лабораторії дезинфікувати і стерилізувати лабораторний посуд, інструментарій тощо і знезаражувати відпрацьований матеріал.
3. Проводити серологічні реакції для серодіагностики і сероідентифікації, їх облік з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Поставити основний дослід реакції зв'язування комплементу.
Теоретичні питання:

1. Принципи постановки реакцій лізису, зв'язування комплементу.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Проведення основного досліду реакції зв'язування комплементу.
3. Проведення обліку результатів реакції.
4. Малювання схеми реакції зв'язування комплементу.
5. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з принципами проведення реакцій лізису, методикою підготовки інгредієнтів, проведення основного досліду реакції зв'язування комплементу.
Самостійна робота включає:

1. Проведення основного досліду реакції зв'язування комплементу.
2. Проведення обліку результатів реакції.
3. Малювання схеми реакції зв'язування комплементу.
4. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, результат якої оцінюється по відсутності або наявності гемолізу?

a. Аглютинації                               
b. Преципітації             
c. Нейтралізації

d. Непрямої гемаглютинації          
e. Зв’язування комплемента
2. Гемолітична сироватка проти еритроцитів барана необхідна для роботи в лабораторії, де ведеться серологічна діагностика інфекційних хвороб. Для чого її використовують?
a. Для діагностики гемолітичної хвороби новонароджених при резусу конфлікті.
b. Для реакції пасивної гемаглютинації.        
c. Для реакції затримки гемаглютинації.
d. Як компонент гемолітичної системи в реакції зв’язування комплемента.
e. Для виявлення видової приналежності еритроцитів в судово-медичній експертизі.
3. При постановці реакції Вассермана (РЗК) з сироваткою крові пацієнта з підозрою на сифіліс виявлено, що в дослідних пробірках еритроцити випали в осад, а надосадова рідина залишилася безбарвною. Як оцінити результат реакції?

a. Хворий на сифіліс                       
b. Не хворий на сифіліс 

c. Реакцію треба повторити, замінити еритроцити

d. Реакцію треба повторити, замінити комплемент              
e. -

4. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, при якій використовуються гемолітична система?

a. Аглютинації                 
b. Преципітації                    
c. Нейтралізації

d. Непрямої гемаглютинації              
e. Зв’язування комплемента

5. Серологічна діагностика інфекційних захворювань базується на специфічній взаємодії антитіл з антигенами. Як називається серологічна реакція, яка відноситься до реакцій лізису?

a. Аглютинації                                   
b. Преципітації                
c. Нейтралізації

d. Непрямої гемаглютинації             
e. Зв’язування комплемента
6. Для постановки реакції Вассермана (РЗК) лаборант підготувала: сироватку хворого, трепонемний антиген, гемолітичну сироватку, комплемент. Про що вона забула? 

a. Преципітуючу сироватку   
b. Антитоксичну сироватку   
c. Трепонеми

d. Еритроцитарний діагностикум             
e. Еритроцити барана
Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Проведення основного досліду РЗК": 

Увага! При проведенні РЗК слід чітко дотримуватися послідовності додавання компонентів.
поставте в штатив 7 пробірок;

підпишіть пробірки: 1-ша пробірка - № досліду і Д (дослід), 2-га - КС (контроль сироватки), 3-тя - КА (контроль антигену), 4-та - КГС (контроль гемолітичної системи), 5-та - КК-1/2 (контроль комплементу в 1/2 робочої дози), 6-та - КК-1 (контроль комплементу в одній робочій дозі), 7-ма - КК-2 (контроль комплементу у двох робочих дозах);

внесіть ізотонічний розчин натрію хлориду по 0,5 мл у пробірки КС, КА та КК-2; 1,5 мл - у пробірку КГС; 1,25 мл - у пробірку КК-1/2; 1 мл - у пробірку КК-1;

внесіть досліджувану сироватку по 0,5 мл у пробірки Д і КС;

внесіть антиген у робочій дозі по 0,5 мл у пробірки Д і КА;

внесіть комплемент у робочій дозі по 0,5 мл у пробірки Д, КС, КА; 0,25 мл - у пробірку КК-1/2; 0,5 мл - у пробірку КК-1; 1 мл - у пробірку КК-2;

збовтайте ретельно пробірки і поставте в термостат на 45-60 хв. при температурі 37°С;

Увага! Краще пробірки поставити в холодильник при температурі +4°С на 18-20год. (метод холодного зв'язування), це підвищує чутливість і специфічність РЗК.

вийміть пробірки з термостата (холодильника), додайте в усі 7 пробірок по 1мл гемолітичної системи;

збовтайте ретельно пробірки і поставте в термостат при температурі 37°С до повного гемолізу у 2-й, 3-й, 6-й і 7-й пробірках;

проведіть облік реакції.

Облік реакції починають з контролів. Гемоліз у 2-й (КС), 3-й (КА) пробірках вказує на те, що дози антигену й сироватки вибрані правильно і ні антиген, ні сироватка самі по собі не зв'язують комплемент. У 4-й пробірці (КГС) не повинно бути навіть слідів гемолізу, еритроцити утворюють осад, у ній немає комплементу. У 5-й пробірці (КК-1/2) може бути частковий гемоліз, комплемент добавлений у половині робочої дози. У 6-й і 7-й пробір​ках повинен бути повний гемоліз.

При правильному результаті в контрольних пробірках проводять облік у дослідній пробірці. Відсутність гемолізу - реакція позитивна (у досліджуваній сироватці є антитіло до взятого антигену); наявність гемолізу - реакція негативна (у досліджуваній сироватці немає специфічних антитіл).

Інтенсивність реакції визначають за чотириплюсовою системою:

++++ - реакція різко позитивна: еритроцити осіли на дно, рідина безбарвна;

+++ - реакція різко позитивна: осад менший, рідина злегка рожева;

++ - реакція позитивна: осад невеликий, рідина рожева; 

+ - реакція сумнівна: осад незначний, рідина інтенсивно забарвлена;

— - реакція негативна: осаду немає, рідина інтенсивно забарвлена й прозора.

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття № 46.
Тема: Серологічний метод дослідження. Реакція нейтралізації. 

Мета: Засвоєння практичних навичок з постановки реакції нейтралізації.

Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9: Фактори специфічної резистентності.

Тема 10: Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

В основі реакції нейтралізації лежить здатність антитіл специфічно нейтралізувати (пригноблювати) біологічну активність збудника або його токсинів в організмі тварин, в курячих ембріонах, в культурі клітин в реакції гемаглютинації. Широко використовуються РН для діагностики вірусних захворювань і ідентифікації вірусів, при встановленні типу ботуліничного токсину, для визначення токсину збудника газової гангрени.

Реакція нейтралізації вірусів. У сироватці крові перехворілих циркулюють антитіла, які нейтралізують віруси. Їх наявність виявляють шляхом змішування культури збудника з сироваткою. Далі суміш вводять лабораторній тварині, або заражають культуру клітин. Про ефективність нейтралізації вказує виживання дослідних тварин, або відсутність мертвих клітин у культурах.

Реакція нейтралізації токсинів. Використовують для ідентифікації бактеріальних екзотоксинів за видовою, або типовою їх належністю, а також для визначення вмісту антитоксинів в сироватці крові. Принцип заснований на здібності антитоксинів зв’язувати токсин, та блокувати його дію. Для ідентифікації токсина та визначення титру антитоксичних антитіл, їх суміш вводять лабораторним тваринам. При відповідності типу токсина та анти сироватки лабораторна тварина не гине. Нейтралізацію токсина in vitro визначають в реакції флокуляції. Для визначення антитоксичного імунітету у людини використовують шкіряні проби (Шика).

Реакція гальмування гемаглютинації (РГГА). Принцип реакції аналогічний реакції нейтралізації вірусів. Антитіла здібні зв’язувати різні віруси, їх нейтралізувати, та позбавляти можливості склеювати еритроцити. Візуально цей ефект проявляється в «гальмуванні» гемаглютинації. РТГА використовують в діагностиці вірусних інфекцій для виявлення специфічних антигемаглютинінів та ідентифікації вірусів за їх гемаглютинінами, які проявляють властивості антигену.

Реакції імобілізації засновані на здібності специфічних антитіл, які циркулюють в сироватці хворого подавляти (нейтралізувати) рухомість мікроорганізмів (реакція імобілізації блідої трепонеми та холерного вібріону).

Конкретні цілі:

1. Проводити облік серологічних реакцій з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Провести облік серологічних реакцій. 
2. Оформити результати дослідження. 

Теоретичні питання:

1. Принципи постановки реакції нейтралізації.

Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Розбір схеми постановки реакції нейтралізації токсину і оцінка результату реакції.
3. Розбір схеми постановки реакції нейтралізації вірусів і оцінка результату реакції.
4. Розбір схеми постановки реакції гальмування гемаглютинації і оцінка результату реакції.
5. Розбір схеми постановки реакції іммобілізації і оцінка результату реакції.
6. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти вивчають принципи постановки реакцій нейтралізації.
Самостійна робота включає:

1. Розбір схеми постановки реакції нейтралізації токсину і оцінка результату реакції.
2. Розбір схеми постановки реакції нейтралізації вірусів і оцінка результату реакції.
3. Розбір схеми постановки реакції гальмування гемаглютинації і оцінка результату реакції.
4. Розбір схеми постановки реакції іммобілізації і оцінка результату реакції.
5. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:
1. До реакцій нейтралізації відноситься:

a. Реакція аглютинації          
b. Реакція гемаглютинації

c. Реакція непрямої гемаглютинації      

d. Реакція гальмування гемаглютинації               
e.  Реакція гемадсорбції

2. В реакції гальмування гемаглютинації виявили специфічні анти гемаглютиніни. На позитивну відповідь вказує:

a. «Кільце»                         
b. «Гудзик»         
c. «Перевернутий зонтик»

d. Зернистий осад              
e. Гемоліз

3. Для підтвердження діагнозу правець використовували біологічну пробу. В дослід взяли дві пари мишок. Дослідній парі ввели антитоксичну сироватку з дослідним матеріалом, контрольній - дослідний матеріал. Які зміни відбулися з лабораторними тваринами?

a. Дослідні мишки загинули в позі при витягнутих задніх лапках

b. Контрольні мишки загинули в позі при витягнутих задніх лапках 
c. Всі мишки загинули        
d. Всі мишки залишилися здоровими         
e. -

4. При постановці реакції іммобілізації трепонем отримана позитивна відповідь. В досліді лаборант звернула увагу на:  

a. Гемоліз                     
b. Затримка гемолізу                
c. Лізис трепонем

d. Склеювання і випадіння осаду       
e. Втрата рухомості трепонем 

5. Для постановки реакції гальмування гемаглютинації лаборант підготувала: фіз. розчин, специфічну сироватку з антитілами проти вірусу кору, 1% завис еритроцитів, гемолітичну сироватку, досліджуємий матеріал. Що виявилося зайвим:

a. Фіз. розчин     
b. Гемолітична сироватка      
c. 1% завис еритроцитів 

d. Специфічна сироватка з антитілами проти вірусу кору 

e. 1% завис еритроцитів, гемолітична сироватка

6. У людини спричинити токсичну дію придатні 4 типи ботулотоксинів. Скільки треба взяти пар лабораторних мишок для постановки реакції нейтралізації токсину?

a. 1                   
b. 4                       
c. 5                   
d. 8                        
e. 10

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття
№ 47-48.
Тема: Серологічний метод дослідження. Реакція імунофлюоресценції, імуноферментного аналізу. Ланцюгова полімеразна реакція. 

Мета: Вивчення механізмів постановки реакції імунофлюоресценції, реакції імуноферментного аналізу, ланцюгової полімеразної реакції.
Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 8: Вчення про імунітет. Імунна система організму людини. Фактори неспецифічної резистентності.

Тема 9:Фактори специфічної резистентності.

Тема 10:Реакції імунітету та їх практичне застосування.
Актуальність теми:

Реакція імунофлюоресценції (РІФ) була запропонована Кунсом у 1941р. Вона ґрунтується на тому, що імунні сироватки, на яких адсорбовані барвники - флуорохроми, при взаємодії із специфічним антигеном утво​рюють комплекс, здатний світитися під дією ультрафіолетових променів. Такі сироватки називають люмінесцентними (від лат. lumen - світло). РІФ проста у виконанні, високочутлива, не потребує наявності чистої культури мікроорганізмів, результати можна отримати через півгодини після нанесення імунної сироватки, тому цю реакцію широко використовують для експрес-діагностики.

Існує два методи постановки РІФ: прямий та непрямий.
Прямий метод полягає в тому, що на мазок, виготовлений з патологічного матеріалу (чи з культури мікроорганізмів), наносять специфічну люмінесцентну сироватку, витримують у вологій камері протягом 30хв., промивають, висушують і розглядають у люмінесцентний мікроскоп (мал.25, 26). 
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Недоліком цього методу є те, що для нього потрібні різні види специфічних люмінесцентних адсорбованих сироваток.
Мал. 25. Пряма РІФ. Фіксація досліджуваних мікроорганізмів (антиген) на предметному склі.
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Мал. 26. Пряма РІФ: 1- додавання сироватки з флюорохромом проти можливого антигену; 2- промивання препарату водою і мікроскопія в люмінісцентному мікроскопі.

Непрямий метод може проводитися за двома варіантами.

Варіант І. Мазок обробляють специфічною нелюмінесцентною адсорбованою сироваткою, промивають, а потім наносять люмінесцентну антиглобулінову сироватку (її виготовляють із сироватки крові тієї тварини або людини, з якої виробляють нелюмінесцентну специфічну адсорбовану сироватку). Утворений комплекс АГ-AT, приєднуючи антиглобулінову сироватку, набуває здатності світитися (мал. 27).
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 2
Мал. 27. Реакція імунофлюоресценції: 1 – пряма, 2 - непряма. 

Варіант II. Мазок обробляють специфічною нелюмінесцентною адсорбованою сироваткою, потім додають комплемент (комплемент як неспецифічний фактор адсорбується на будь-якому комплексі АГ-AT). Після промивання мазка наносять антикомплементну люмінесцентну сироватку, і комплекс також набуває здатності світитися.

Непрямий метод має ті переваги, що для нього не потрібна велика кількість моноспецифічних люмінесцентних сироваток, а достатньо невеликою кількості антиглобулінових (антилюдської, антикролячої, антикінської) або антикомплементної сироваток.

РІФ використовується для ідентифікації коліентеритів, дизентерії, черевного тифу і паратифів, холери, кашлюку, чуми, туляремії, бруцельозу, сибірки, сифілісу, токсоплазмозу, вірусних інфекцій.

Реакція імуноферментного аналізу (ІФА) ґрунтується на тому, що комплекс АГ-AT адсорбує на собі антиглобулінову сироватку, помічену ферментом, який розкладає субстрат з утворенням забарвлення (мал. 28). За інтенсивністю забарвлення визначають результат реакції.

ІФА широко використовують для діагностики захворювань бактеріальної, рикетсіозної, вірусної етіології.

Для діагностики певного захворювання розроблено тест-системи і реакції проводять згідно з інструкцією, яка додається до цієї тест-системи.

До тест-системи для виявлення поверхневого антигену вірусу гепатиту В (HBsAg - hepatitis virus В surface antigen) входять моноклональні антитіла миші проти HBsAg, полістиролові планшети, кон'югат - такі самі моноклональні антитіла миші, але мічені ферментом пероксидазою хрону, антиген - очищений HBsAg у концентрації 20 нг/мл - контроль (К+) і сироватку крові, що не містить HBsAg - контроль (К-), індикатор - ор-тофенілендіамін (ОФД), стоп-реагент (хлоридна або сульфатна кислота в концентрації 2 моль/л), фосфатно-сольовий буферний розчин для розчинення компонентів реакції і промивання полістиролових планшетів.

Принцип проведення реакції полягає у наступному. В усі лунки планшета вносять піпеточним дозатором по 0,2мл розчину моноклональних антитіл проти HBsAg (анти-НВs). Планшет закривають кришкою і витримують 18-24 год. у вологій камері при температурі 22°С. Лунки промивають буферним розчином (на стінках лунок залишаються адсорбовані антитіла). Потім у три лунки вносять по 0,15 мл К- (контроль без HBsAg), у дві інші лунки - по 0,15 мл К+ (контроль, що містить HBsAg), у всі інші (їх усього 96) - по 0,15 мл сироваток крові, що досліджуються (на одному планшеті досліджують 91 зразок сироваток). Далі в усі лунки планшета вносять по 0,15 мл кон'югата і витримують 2 год. у вологій камері в термостаті при температурі 42°С. Якщо в досліджуваній сироватці є HBsAg, він зв'яжеться з моноклональними антитілами, що адсорбувалися на стінках лунок, а кон'югат зв'яжеться з HBsAg, тобто утвориться комплекс за виг​лядом «сендвіча» (бутерброда): АТ-АГ-АТ-мічені. Місткість лунок виливають, планшет промивають буферним розчином і вносять у всі лунки розчин ОФД, витримують планшет 30 хв. при температурі 22°С у захищеному від світла місці. Якщо в лунках утворився комплекс АТ-АГ-АТ-мічені, то під впливом ферменту пероксидази ОФД розкладається, що спричинює появу забарвлення, інтенсивність якого прямо пропорційна кількості утвореного комплексу. Реакцію зупиняють, вносячи в кожну лунку 0,05 мл стоп-реагенту і негайно проводять облік реакції.
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Мал. 28. Реакція імуноферментного аналізу
Облік проводять за допомогою спектрофотометра, який вказує на оптичну щільність (ОЩ) розчину. У лунках з К- вона повинна становити не більше 0,12 оптичних одиниць (о.о.), у лунках з К+ - не менше 0,15 о.о. Результат вважається позитивним (у досліджуваній сироватці міститься HBsAg), якщо ОЩ досліджуваної сироватки буде вищою за ОЩ критичну. (ОЩ критична = значення ОЩ К- + 0,05. При ОЩ К- = 0,12 о.о. результат буде позитивним, якщо ОЩ досліджуваної сироватки буде більшою за 0,17 о.о.).

Ланцюгова полімеразна реакція (ЛПР) ґрунтується на спрямованій ампліфікації (від лат. аmplificatio - розширення, збільшення числа колоній) ДНК збудника. У разі визначення вірусів, що містять РНК, спочатку за допомогою ферменту зворотної транскриптази на РНК синтезують компліментарну їй ДНК, яку потім виявляють за допомогою ЛПР.

Для проведення ЛПР потрібні праймери. Праймер - це штучно синтезовані короткі (5-20 нуклеотидів) одноланцюгові фрагменти ДНК, компліментарні 3I–5I (тобто протилежним) кінцям нуклеотидної послідовності ДНК, яку треба виявити (наприклад, tох-гена збудника дифтерії або гена токсину холерного вібріона). Вони обмежують фрагмент ДНК, який ампліфікується, тобто копіюється мільйони разів у ході реакції. Праймери орієнтовані так, що добудова нового ланцюга ДНК відбувається тільки між ними. Реакція відбувається в реакційній суміші, до складу якої входять: буфер з іонами магнію, суміш нуклеотидів (дезоксинуклеотид фосфатів), фермент термостабільна ДНК-полімераза, суміш двох праймерів, дистильована вода та виділена із збудника ДНК.

Дослідження методом ЛПР включає три етапи.

1.  Підготовка досліджуваного матеріалу. Для виділення ДНК збудника досліджуваний матеріал або культуру вносять у 1 см3 дистильованої води, кип'ятять 15-20 хв. при температурі 100°С, потім центрифугують. ДНК переходить у надосадову рідину.
2.  Власне полімеразна ланцюгова реакція (мал. 29). Для її проведення потрібний термостат із програмним забезпеченням. Він називається термоциклер, або ампліфікатор.
Реакція має циклічний перебіг, цикли повторюються 30-40 разів. У кожному циклі виділяють три стадії, які потребують певних температурних режимів.
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Мал. 29. Полімеразна ланцюгова реакція

Перша стадія - денатурація ДНК. При нагріванні до температури 93-95°С нитки ДНК роз'єднуються внаслідок розриву водневих зв'язків між пуриновими та піримідиновими основами в молекулі двониткової ДНК.

Друга стадія - зв'язування праймерів. Праймери зв'язуються з відповідними ділянками досліджуваної ДНК за законом комплементарності. Цей процес відбувається при температурі 50-65°С.

Третя стадія - добудова другої нитки ДНК, починаючи від праймерів, під впливом ферменту ДНК-полімерази за рахунок нуклеотидів, що містяться в реакційній суміші. Цей процес відбувається при температурі 72°С.

Створені в першому циклі ланцюги ДНК знову проходять усі три стадії в наступному циклі. Один цикл триває 50с. Реакцію проводять здебільшого 3-4 год. За цей час, якщо в розчині була одна молекула ДНК, яку треба виявити, накопичується 108 молекул амплікону, тобто 100 млн. копій ділянки ДНК, яка досліджується. Такої кількості ДНК достатньо для її детекції.

3. Детекція (від лат. detectiо - виявлення) продуктів ампліфікації (мал. 30). Для виявлення ДНК використовують метод електрофорезу.
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Мал. 30. Детекція в агарозному гелі.
Ампліфікат підфарбовують бромистим етидієм і вносять у лунки гелю. Електрофорез проводять згідно з інструкцією по експлуатації приладу протягом 1-1,5 год. Новостворені ДНК-фрагменти здебільшого мають однакову молекулярну масу, тому в електрофоретичному полі пересувати муться з однаковою швидкістю і матимуть вигляд однієї смужки. Цю смужку можна побачити при ультрафіолетовому опроміненні поверхні гелю.

Результати оцінюють, порівнюючи з позитивним контролем. Якщо досліджуваний зразок містить відповідну ДНК, то електрофоретична смужка буде знаходитися на рівні смужки позитивного контролю. Негативні зразки не повинні утворювати будь-яких смужок. Отримані результати документують фотографуванням або за допомогою комп'ютерної відеосистеми.

ЛПР останнім часом знаходить широке застосування, що пояснюється її перевагами перед іншими методами. ЛПР - високоспецифічна (на 100%), високочутлива (дає змогу визначити збудник, якщо в патологічному матеріалі його знаходиться 1-10 клітин), при дослідженні може бути використаний будь-який патологічний матеріал (виділення чистої культури необов'язкове), дає можливість діагностувати як маніфестну, так і латентну інфекцію, результат дослідження можна отримати протягом 4-8 год. (одного робочого дня), досліджуваний матеріал може бути знезаражений хімічним або термічним способами, що виключає інфікування персоналу лабораторії, проста у виконанні, можлива автоматизація. У той же час ЛПР потребує використання дуже дорогої спеціальної техніки, реагентів, відповідних при​міщень, тому проводиться в спеціалізованих лабораторіях.

Конкретні цілі:

2. Проводити облік серологічних реакцій з оформленням результату дослідження.
Вміти:

1. Провести облік серологічних реакцій з міткою. 
2. Оформити результати дослідження. 

Теоретичні питання:

1. Принципи постановки реакцій імунофлуоресценції, імуноферментного аналізу, полімеразної ланцюгової реакції.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Розбір схеми постановки імуноферментного аналізу (ІФА) і оцінка результату реакції.
3. Розбір схеми постановки реакції імунофлуоресценції (РІФ, НРІФ).
4. Розбір схеми постановки ланцюгової полімеразної реакції (ЛПР).
5. Оформлення протоколу.

Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції.

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з принципами проведення реакцій імунофлуоресценції (РІФ, НРІФ), імуноферментного аналізу (ІФА), ланцюгової полімеразної реакції (ЛПР).

Самостійна робота включає:

1. Розбір схем постановки серологічних реакцій з міткою і оцінка результатів реакцій.
2. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.
Цільові навчальні завдання:

1. До серологічних реакцій з міткою відносять ІФА. Який фермент найчастіше використовують для проведення ІФА:

a. пероксидазу
b. лактатдегідрогеназу
c. аспартатамінотрансферазу
d. каталазу
e. глутадіонаміинотрансферазу 

2. Назвіть стадії методу ПЛР:

a. Ампліфікація, денатурація, елонгація

b. Синтез ДНК, елонгація, приєднання праймерів

c. Виділення ДНК, ампліфікація, детекція в агарозному гелі 

d. Денатурація, синтез ДНК, елонгація

e. Денатурація, синтез ДНК, приєднання праймерів
3. При постановці реакції непрямої флюоресценції використовують:

a. Мічені флюорохромом антитіла до досліджуваного антигену

b. Мічені флюорохромом антиімуноглобуліни
c. Не мічені антитіла до досліджуваного антигена

d. Мічені флюорохромом антигени

e. Не мічені флюорохромом антигени

4. Детекцію ДНК проводять за допомогою:

a. А. Електрофореза в гелі, свічення в УФ трансілюмінаторі

b. В. Ампліфікації специфічного фрагмента ДНК

c. С. Денатурації ДНК

d. D. Елонгації ДНК

e. Е. Отжигу праймерів 

5. При прямій імунофлюоресцентній ідентифікації специфічного інфекційного агента флюорохром пов'язаний з:

a. А. Мікроорганізмами (досліджуваним антигеном)

b. В. Еритроцитами барана

c. С. Специфічними антитілами до людського Ig

d. D. Специфічними антитілами до комплементу
e. Е. Специфічними антитілами до мікроорганізму

6. Специфічну діагностику яких захворювань забезпечує ПЛР?

a. А. Венеричних захворювань

b. В. Захворювань, які викликаються ДНК-утримуючими вірусами

c. С. Всіх перерахованих захворювань

d. D. ВІЛ-інфекції

e. Е. Бактеріальних інфекцій

Методичні вказівки для студентів до практичного заняття 
№ 49-50.
Тема: Специфічна імунопрофілактика та імунотерапія інфекційних хвороб. 

Мета: Вивчення імунобіологічних препаратів для специфічної профілактики. Засвоєння практичних навичок з виготовлення автовакцин.

Модуль2: Загальна мікробіологія. Генетика мікроорганізмів. Бактеріофаги. Антибактеріальні препарати. Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.

Змістовий модуль 4: Вчення про інфекцію. Вчення про імунітет. Алергія.
Тема 11: Мікробіологічні основи імунопрофілактики та імунотерапії. Імунодефіцитні стани.
Актуальність теми:

Імунобіологічними називають препарати, які впливають на імунну систему, діють через імунну систему або принцип дії яких заснований на імунологічних реакціях. Завдяки цим властивостям імунобіологічні препарати застосовують для профілактики, лікування і діагностики інфекційних і тих неінфекційних хвороб, в генезі яких грає роль імунна система.

До групи імунобіологічних препаратів входять різні за природою, походженням, способом отримання і застосування препарати, які можна підрозділити на наступні групи:

1. вакцини і інші профілактичні і лікувальні препарати, приготовані з живих мікроорганізмів або мікробних продуктів (анатоксини, фаги, еубіотики);

2. імунні сироваткові препарати;

3. імуномодулятори;

4. діагностичні препарати, зокрема алергени.

Імунобіологічні препарати застосовують для активації, пригнічення або нормалізації діяльності імунної системи. Дія імунобіологічних препаратів на імунну систему може бути активною і пасивною, специфічною і неспецифічною. Активною дією називають безпосередню активацію імунної системи організму препаратом (наприклад, при вакцинації); пасивним - введення препаратів, сприяючих діяльності імунної системи (введення імуноглобулінів, імуномодуляторів). Дія препаратів може бути специфічною, якщо воно спямоване на захист від конкретного антигену (наприклад, вакцина проти кашлюку, грипу; імунна сироватка проти правця і т.д.), і неспецифічним, якщо воно зводиться до активації імунної системи, підвищенню її здібності до виконання захисних функцій (наприклад, імуномодулятори, що активують фагоцитоз або проліферацію імунокомпетентних клітин).

Активацію або нормалізацію діяльності імунної системи за допомогою імунобіологічних препаратів застосовують при первинних і вторинних імунодефіцитах, для створення несприйнятливості до інфекційних хвороб, придушення росту пухлинних клітин, лікування алергічних, автоімунних хвороб. Придушення діяльності імунної системи за допомогою імунобіологічних препаратів застосовують при трансплантації органів і тканин, в деяких випадках при автоімунних і алергічних хворобах.

Імунізація - введення препаратів для створення штучного активного імунітету - проводиться в певні роки впродовж всього життя людини. 

Основним принципом вакцинації є те, що пацієнту дається ослаблений або убитий хвороботворний агент, або штучно синтезований білок, який ідентичний білку агента, для того, щоб стимулювати продукцію антитіл для боротьби із збудником захворювання.

Вакцини - препарати для активної імунізації:

І покоління: корпускулярні (з мікробних клітин) – живі і убиті.

ІІ покоління: хімічні (антигени і антигенні фракції), анатоксини

ІІІ покоління: штучні (синтетичні), генно-інженерні

Живі аттенуйовані вакцини виготовляють із живих мікроорганізмів, вірулентність яких послаблена (від лат. attenuer - послаблювати, пом'якшувати), але імуногенні властивості (здатність викликати несприйнятливість) збережені (туберкульоз, сибірка, сказ, епід. паротит, поліомієліт).

Для отримання таких мікроорганізмів існують різні способи:

1. Вирощування на живильних середовищах, несприятливих для росту і розмноження збудника; при дії фізичних і хімічних факторів (так була одержана вакцина БЦЖ для профілактики туберкульозу); 

2. Пасаж збудника через організм мало сприйнятливої до відтворної інфекції тварини (так Л. Пастер одержав вакцину проти сказу); 

3. Відбір природних культур мікроорганізмів, маловірулентних для людини (так одержана вакцина проти чуми) та ін.

Живі вакцини створюють напружений імунітет, оскільки спричиняють процес, схожий з природним інфекційним, тільки слабо виражений, майже без клінічних проявів. При цьому приводиться в дію весь механізм імуногенезу - створюється несприйнятливість.

Убиті вакцини - культури мікроорганізмів, інактивовані дією високої температури, хімічних речовин (фенол, формалін, спирт, ацетон), УФ-променей та ін. При цьому підбирають такі фактори, які повністю зберігають імуногенні властивості мікробних клітин.

Хімічні вакцини - окремі компоненти мікробної клітини (антигени), одержані шляхом спеціальної обробки мікробної суспензії. Їх застосовують для профілактики черевного тифу, менінгіту та ін.

Анатоксини (від лат. ana - назад) - це екзотоксини бактерій, знезаражені формаліном (0,3-0,4%) і витриманими при температурі 37°С протягом 3-4 тижнів. При цьому втрачається токсичність і зберігається імуногенність і антигенність. При використанні анатоксинів в організмі виробляється активний імунітет (антитоксичний).

Застосовуються анатоксини з дифтерійного, правцевого, ботуліничного, стафілококового екзотоксинів, з токсинів збудників газової гангрени, отрути деяких змій і рослин.

Вакцини ІІІ покоління: на своїх молекулах несуть тільки специфічні антигенні детермінанти, тому не дають надмірного навантаження на імунну систему.

За кількістю антигенів, що входять до складу вакцини, розрізняють: моновакцини (з одного виду антигенів), дивакцини (з двох антигенів), полівакцини.

Асоційовані вакцини готують з антигенів різних бактерій і анатоксинів. Наприклад, асоційована кашлюк-дифтерійно-правцева вакцина - АКДП містить убиті мікроби кашлюку і анатоксини: дифтерійний і правцевий.

Особливий вид вакцин - автовакцини. Їх готують в бактеріологічних лабораторіях з мікробів, виділених від хворого. Застосовують автовакцину для лікування тільки даного хворого. Найчастіше використовують автовакцини для лікування хронічних інфекцій (стафілококових, гонореї та ін.). Вводять автовакцину багато разів, малими дозами по розробленій для кожної вакцини схемі. Автовакцини стимулюють захисні сили організму, чим сприяють одужанню.  

Триваліший імунітет виникає при використанні живих ослаблених вакцин, тому повторно їх вводять (ревакцинація) через 4-5 років. Імунітет, одержаний після вакцинації убитими вакцинами, нетривалий – приблизно півроку-рік.

В результаті порушень нормального біоценозу мікрофлори кишечника виникають дисбактеріози, які лежать в основі багатьох хвороб або супроводжують хвороби. Для лікування дисбактеріозів застосовують препарати, приготовані з мікроорганізмів, які є представниками нормальної мікрофлори кишечника людини.

Еубіотики – препарати, призначені для нормалізації кишкової флори. Найчастіше застосовують наступні еубіотики: біфідумбактерин, колібактерин, лактобактерин, біфікол. Препарати є живими висушеними культурами відповідних мікроорганізмів, звичайно в таблетках, з вказівкою числа мікробних клітин в препараті. Розроблені т.ж. еубіотики у вигляді кисломолочних продуктів (біокефір). Враховуючи, що еубіотики містять живі мікроорганізми, вони повинні зберігатися в щадних умовах. Призначають еубіотики перорально по 2-3 рази на день тривалими курсами від 1 до 6міс., як правило, в комбінації з іншими методами лікування.

До сироваткових імунних препаратів відносять імунні сироватки (містять антитіла – імуноглобуліни) і імуноглобуліни. Сироваткові препарати застосовують для створення штучного пасивного імунітету і використовують для лікування, оскільки введення в організм антитіл забезпечує швидке знешкодження мікробів і їх токсинів. 

Імунні сироватки класифікують за походженням:

· Гомологічні – готують з сироватки крові людей, яких заздалегідь імунізували.

· Гетерологічні – готують з сироватки крові тварин, яких заздалегідь імунізували.

Сироваткові препарати містять готові антитіла. Їх одержують з крові донорів - спеціально проімунізованих людей або тварин (проти кору, грипу, правця). Крім того, використовують сироватку перехворілих і навіть здорових людей, якщо в ній міститься достатня кількість антитіл. В якості сировину для приготування імунних препаратів використовують також плацентарну і абортну кров.

Сироваткові препарати використовують в профілактичних цілях для швидкого створення несприйнятливості у людини, що контактувала з хворим або з інфікованим матеріалом (кір, вірусний гепатит, за наявності раневої поверхні вводять протиправцеву).

Існують антибактеріальні, антивірусні (антикорова, противіспяна, антирабічна, протиенцефалітна, протигрипозна, протимієлітна) і антитоксичні сироватки (протидифтерійна, протиправцева, протиботулінична). Перші мають більш обмежене застосування, оскільки менш ефективні. 

Очищені і концентровані імунні сироватки називають імуноглобулінами. Їх готують з сироватки людини (гомологічні) і тварин (гетерологічні).

Ефективність імуноглобулінів набагато вище за ефективність імунних сироваток, а ускладнень спостерігається набагато менше. Імуноглобуліни застосовують набагато ширше, ніж сироватки та використовують для профілактики кору, гепатиту, краснухи, паротиту, кашлюку та ін. Профілактичне введення імуноглобулінів проводять при підозрі або при зараженні. Доцільно вводити ці препарати в перші дні після зараження (початок інкубаційного періоду), поки патологічний процес ще не розвинувся. 
Діагностичні сироватки широко використовуються для визначення антигенного складу збудників інфекційних захворювань. Вони дозволяють остаточно визначити вид мікроорганізму. Випускають сироватки аглютинуючі, преципітуючі, віруснейтралізуючі, токсиннейтралізуючі діагностичні сироватки.

Аглютинуючі сироватки використовують для ідентифікації бактерій кишкового сімейства (шигели, сальмонели, ешерихії), збудників дифтерії, бруцельозу, лептоспірозу та ін. Вони можуть бути нативними (родові, видові), типові, адсорбовані (монорецепторні) і неадсорбовані. Нативні використовують для ідентифікації мікроорганізмів в розгорненій реакції аглютинації в пробірках. Адсорбовані (полівалентні – що містять антитіла до 2-3 або більш специфічним для даного виду антигенам і монорецепторні – що мають антитіла тільки до одного антигену) використовують для реакції аглютинації на склі. Преципітуючі використовують в реакції преципітації при експертизі визначення чужорідних білків, в діагностиці сибірської виразки (реакція преципітації по Асколі), типувння стрептококів, вірусів віспи, поліомієліту. Вірус- і токсиннейтралізуючі сироватки застосовують для ідентифікації вірусів поліомієліту, енцефаліту, Коксаки, ЕСНО; для визначення типу ботуліничного токсину. 

Імуномодулятори - засоби хімічної або біологічної природи, здатні модулювати, тобто стимулювати, пригноблювати або регулювати імунні реакції внаслідок дії на активність імунокомпетентних клітин, регуляторні механізми, процес утворення імунних чинників або ін. імунні процеси. Вони бувають природними і синтетичними. Природні – компоненти вірусів, бактерій, найпростіших. Синтетичні – хімічні речовини, які діють не тільки як імуномодулятори, але і обумовлюють інший ефект (дибазол). До основних імуномодуляторів, які мають клінічне значення, відносять ізопринозин, Т-активін, тимозин, левамізол – коректують функцію або стимулюють Т-лімфоцити; дибазол, пірогенал, інтерлейкін – стимулюють В-лімфоцити; інтерферони дають багато ефектів (антибактеріальний, антивірусний, протипухлинний та ін.). Імуномодулятори призначають при первинних і вторинних імунодефіцитах, злоякісних новоутвореннях, автоімунних захворюваннях та ін. імунопатологічних станах.

Специфічна імунопрофілактика
Специфічна імунопрофілактика - це система заходів, спрямована на попередження, обмеження поширення і ліквідацію інфекційних хвороб шляхом проведення профілактичних щеплень.

Профілактичні щеплення - це вирішальний засіб боротьби з інфекційними хворобами. До виробництва і контролю вакцинних препаратів висуваються особливо жорсткі вимоги, що пояснюється використанням патогенних мікробів.

Вакцинні препарати виготовляють з урахуванням рекомендацій ВООЗ. Відповідальність за якість випущених препаратів несе підприємство-виробник, контроль за випуском і використанням імунобіологічних препаратів покладено на Управління профілактики інфекційних захворювань ГССУ МОЗ України та Державне підприємство (ДП) "Центр імунобіологічних препаратів".

Профілактичні щеплення здійснюються в кабінетах при лікувально-профілактичних закладах, медичних кабінетах дошкільно-шкільних установ (спеціальних освітніх установ), медпунктах підприємств та кабінетах щеплень суб'єктів підприємницької діяльності, які мають відповідну ліцензію на медичну практику із застосуванням профілактичних щеплень.

Профілактичні щеплення проводять медичні працівники, які володіють правилами організації й техніки проведення щеплень, а також заходами невідкладної допомоги у випадку розвитку поствакцинальних реакцій і ускладнень.

Обсяги профілактичних щеплень погоджуються з територіальними санепідстанціями (СЕС).

Перед профілактичним щепленням проводиться медичний огляд для виключення гострого захворювання, обов'язково - термометрія.

Після проведення профілактичного щеплення медичний нагляд забезпечується протягом терміну, визначеного інструкцією із застосування відповідного вакцинного препарату.

У разі розвитку незвичної реакції або ускладнення на введення вакцини, про це необхідно негайно повідомити керівникові лікувально-профілактичного закладу і направити екстрене повідомлення (ф. 58) до територіальної СЕС.

Кабінет щеплень повинен бути оснащеним:

· інструкціями щодо застосування вакцин та інструктивно-методичними рекомендаціями;

· холодильником, призначеним лише для зберігання вакцин;

· шафою для інструментів і медикаментів;

· біксами із стерильним матеріалом,

· медичною кушеткою та сповивальним столиком;

—столами для підготовки препаратів до використання та для збереження документації;

—ємністю з дезінфікуючим розчином;

—нашатирним та етиловим спиртом, сумішшю ефіру зі спиртом або ацетоном;

· тонометром, термометром, одноразовими шприцами;

· засобами протишокової терапії.

У кабінеті для проведення масових щеплень підлога, панелі, стіни та столи миють гарячою водою з милом або протирають серветками, змоченими 0,2 % розчином хлораміну, 2 % розчином лізолу і т. ін. Стіл для інструментів накривають стерильним простирадлом. Після цього в кімнату допускаються лише ті особи, які беруть участь у проведенні щеплень. Усі медпрацівники повинні зняти каблучки, персні, годинники, браслети, коротко підстригти нігті, надягти чисті, щойно пропрасовані халат і шапочку, помити руки водою з милом та щіткою, надягти продезінфіковані рукавички. Після кожної маніпуляції рукавички миють й оброблюють стериліумом. Через кожні 2 год. рукавички знімають і занурюють у 0,5% розчин хлораміну на 1 год. потім промивають водою, висушують. Після кожного необережного доторкування до нестерильного предмета рукавички оброблюють дезінфекційним розчином.

При використанні препарату треба звернути увагу на правильність розфасування, цілість етикеток і ампул, а також на фізичні особливості препарату. На кожній коробці, в яку були розфасовані ампули чи флакони з препаратом, повинна бути етикетка. На цій етикетці вказують назву установи-виробника, її адресу, повну назву препарату та його дози, номер серії, контрольний номер, термін використання та умови зберігання. На кожній ампулі також має бути чітка етикетка, де вказано кількість препарату в ампулі, номер, серію, контрольний номер, термін зберігання та ін.

Препарати не можна використовувати:

1) за відсутності етикеток або повних даних;

2)  за наявності будь-яких пошкоджень ампули або сторонніх включень (скла, пластівців, ниток та ін.);
3)  у разі зміни фізичних властивостей препарату, непередбачених інструкцією;
4)  у випадку закінчення терміну придатності;
5)  у разі порушення умов зберігання.
Відкриття ампул, розчинення ліофілізованих вакцин, вакцинацію проводять згідно з інструкцією при чіткому дотриманні правил асептики. Безпосередньо перед використанням препарату кінець ампули витирають спочатку етиловим спиртом, а потім насухо стерильною ватою або серветкою. Надрізають пилочкою, після чого вдруге витирають етиловим спиртом, накривають серветкою, обламують і через отвір набирають препарат у шприц. Перед використанням сухих препаратів їх попередньо розчиняють дистильованою водою, ізотонічним розчином натрію хлориду або спеціальним розчинником; їх вводять в отвір ампули за допомогою шприца в кількості, указаній на етикетці. Якщо сухий препарат знаходиться у флаконі розчинник вводять у флакон проколом гумової пробки, попередньо знявши пінцетом металевий ковпачок та протерши поверхню пробки етиловим спиртом. Після введення розчинника в ампулу або флакон та змочування сухого препарату ампулу або флакон злегка струшують і залишають стояти до повного розчинення. Отвір ампули накривають стерильною марлевою серветкою. Шприц, яким вводили розчинник в ампулу чи флакон, загортають у стерильну марлеву серветку. Після повного розчинення вмісту ампули чи флакона препарат вводять пацієнту тим самим шприцом, яким уводили розчинник.

Розкриту ампулу чи флакон слід використати в перші години після відкриття (згідно з інструкцією до кожного препарату), зберіганню вони не підлягають. Шкіру на місці щеплення безпосередньо перед ін'єкцією протирають 70% етиловим спиртом, якщо немає інших вказівок. Знезаражену шкіру захоплюють у складку лівою рукою, а голку вводять в основу складки зверху вниз. Інструменти, які використовують для вакцинації, повинні бути разового використання і приводитися в непридатність у присутності пацієнта.

Наказ МОЗ України № 48 від 03.02.2006 регламентує три види щеплень:

1. Планові, що проводяться в терміни, визначені національним календарем профілактичних щеплень (щеплення за віком);

2. Щеплення, які проводяться на ендемічних і ензоотичних (від грец. еn - в і zoon - тварина) територіях, тобто територіях, на яких постійно циркулює певна інфекція серед певного виду тварин, та за епідемічними показаннями;

3. Рекомендовані, які роблять особам, що входять до груп підвищеного ризику (медпрацівники, військові, мисливці та ін.), а також при звертанні за медичною допомогою з приводу укусів, подряпин, ослинення хворими або підозрюваними в захворюванні на сказ тваринами.

У Наказі обумовлені питання: яку вакцину слід використовувати залежно від різних ситуацій - стану здоров'я, наявності тимчасових медичних протипоказань; наведено схему вакцинації ВІЛ-інфікованих та хворих на СНІД дітей (дітям з діагнозом "СНІД" вакцинація не проводиться), а також схему вакцинації проти вірусного гепатиту В дітей із злоякісними новоутвореннями, дітей, що перебувають на гемодіалізі та отримують багаторазові довготривалі переливання донорської крові або її препаратів.
Виготовлення автовакцин
Автовакцини - це вакцини, виготовлені із штаму збудника, виділеного від хворого і призначені для лікування цього самого хворого.

Оскільки автовакцина виготовляється з тієї самої мікрофлори, яка спричинила хворобу, її застосування дає більший ефект, ніж гетерогенна вакцина. Автовакцини використовують для лікування фурункульозу, фолікуліту, гідраденіту, отиту, рецидивних захворювань верхніх дихальних шляхів (риніту, синуситу, фарингіту, бронхіту), циститу, уретриту, пієліту та інших хронічних і рецидивних захворювань, викликаних стафілококами, гонококами, клебсієлами, синьогнійною паличкою. Іноді автовакцини використовують для лікування вірусних інфекцій (герпесу, віспи).

З метою визначення алергії щодо вакцини спочатку ставлять внутрішньошкірну пробу. Вакцину вводять в об'ємі 0,1мл, результат враховують на 3-тю добу. Якщо реакція негативна (гіперемії й набряку немає або не більше 3см у діаметрі), препарат вводять підшкірно або внутрішньом'язово кожного дня в зростаючих дозах: 0,2мл; 0,4мл; 0,6мл; 0,8мл; 1,0мл; 1,0мл (2 рази по 1,0 мл); 1,5мл; через 20 днів проводять ревакцинацію за такою самою схемою. Якщо після якоїсь дози розвивається гіперемія, роблять перерву до її зникнення.

Конкретні цілі:

1. Виготовлення автовакцини.

2. Визначення придатності біологічних препаратів до використання.

Вміти:

1. Визначати придатність біологічного препарату до використання.
2. Виготовляти автовакцину.
Теоретичні питання:

1. Види вакцин, принципи їх виготовлення.

2. Методи вакцинації.

3. Види сироваток, імуноглобулінів, способи їх виготовлення, умови зберігання.
4. Види імуноглобулінів, бактеріофагів, їх застосування.
Практичні завдання, які виконуються на занятті:

1. Підготовка робочого місця. 

2. Виготовлення стафілококової автовакцини.
3. Проведення обліку результатів.
4. Оформлення протоколу.
Календар профілактичних щеплень
(витяг з наказу МОЗ України № 48 від 03.02.2006 «Про порядок проведення профілактичних щеплень в Україні та контроль якості й обігу медичних імунобіологічних препаратів».)
	Вік
	Щеплення проти
	Примітка

	1 день
	
	Гепатиту В
	
	
	
	
	

	3-7 день
	Туберкульозу
	
	
	
	
	
	

	1 міс.
	
	Гепатиту В
	
	
	
	
	

	3 міс.
	
	
	Дифтерії, кашлюку, правцю
	Поліомієліту ІПВ
	Гемофільної інфекції
	
	Дітям з високим ризиком розвитку післявакцинальних ускладнень АаКДП

	4 міс.
	
	
	Дифтерії, кашлюку, правцю
	Поліомієліту ІПВ
	Гемофільної інфекції
	
	-//-

	5 міс.
	
	
	Дифтерії, кашлюку, правцю
	  Поліомієліту
         ОПВ
	Гемофільної

інфекції
	
	-//-

	6 міс.
	
	Гепатиту В
	
	
	
	
	

	12 міс.
	
	
	
	
	
	Кору, краснухи, паротиту
	

	18 міс.
	
	
	Дифтерії, кашлюку,

правцю 
	Поліомієліту ОПВ
	Гемофільної інфекції
	
	

	6 років
	
	
	Дифтерії, правцю
	Поліомієліту ОПВ
	
	Кору, краснухи, паротиту
	

	7 років
	Туберкульозу
	
	
	
	
	
	

	14 років
	Туберкульозу
	
	Дифтерії, правцю
	Поліомієліту ОПВ
	
	
	

	15 років
	
	
	
	
	
	Краснухи (дівчата), паротиту (хлопці)
	

	18 років
	
	
	Дифтерії, правцю
	
	
	
	

	Дорослі
	
	
	Дифтерії, 

правцю
	
	
	
	


Література:

Основна

1. Борисов Л.Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология. - М.: Медицина, 2001. - 721с.

2. Воробьев А.В., Быков А.С., Пашков Э.П., Рыбакова А.М. Микробиология. - Г.: Медицина, 1998. - 336с.

3. Дикий И.Л., Холупяк И.Ю., Шевелева Н.Е., Стегний М.Ю. Микробиология.- Харьков: Прапор, изд. УкрФА, 1999. - 413 .

4. П’яткін К.Д., Кривошеїн Ю.С. Мікробіологія з вірусологією та імунологією. - К.: Вища шк., 1992. - 431 с.

5. Ситнік І.О., Климнюк С.І., Творко М.С. Мікробіологія, вірусологія, імунологія - Тернопіль: Укрмедкнига, 1998. - 392 с.

Додаткова

1. Коротяев А.И., Бабычев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. - СПб.: Специальная литература, 1998. - 561 с.

2. Медицинская микробиология /Под редакцией В.И. Покровского.- Г.: ГЭОТАР-МЕД, 2001. - 768с.

3. Конспект лекції

Короткі методичні вказівки до роботи на практичному занятті:

На початку заняття проводиться перевірка рівня підготовки студентів до заняття. Студенти знайомляться з препаратами вакцин, препаратами сироваток, імуноглобулінів, інтерферонів, бактеріофагів, інструкціями щодо їх застосування; основними положеннями Наказу МОЗ України № 48 від 03.02.2006 «Про порядок проведення профілактичних щеплень в Україні та контроль якості й обігу медичних імунобіологічних препаратів». 
Самостійна робота включає:

1. Виготовлення стафілококової автовакцини.
2. Оформлення протоколу.

В кінці заняття проводиться тестовий контроль та аналіз підсумків результатів самостійної роботи кожного студенту.

Цільові навчальні завдання:

1. Розрізняють штучно набутий пасивний і активний імунітет. Що обумовлює штучно набутий пасивний імунітет?
a. Імунізація БЦЖ                    
b. Плацентарне переміщення антитіл до плоду 

c. Введення протиправцевої сироватки          
d. Введення автовакцини

e. Імунізація правцевим анатоксином

2. У місці введення автовакцини хворому з стафілококовою піодермією виникло гнійне запалення. Який з етапів приготування автовакцини найймовірніше був пропущений?

a.  Виділення чистої культури

b. Ідентифікація збудника

c. Прогрівання суспензії мікробів

d. Стандартизація кількості мікробних тіл на 1мл

e. Перевірка на стерильність

3. Для створення штучного активного антитоксичного імунітету дітей потрібно імунізувати: 

a. Живою вакциною              
b. Убитою вакциною          
c. Анатоксином 

d. Хімічною вакциною          
e. Специфічною сироваткою

4. Імуноглобуліни застосовують з профілактичною і лікувальною метою. До яких імунобіологічних препаратів їх відносять:

a. Антибіотиків                          
b. Вакцин                   
c. Фагів

d. Сироваткових препаратів      
e. Хіміотерапевтичних препаратів.

5. Вакцинація проти туляремії обумовлює імунітет, який може зберігатися до 10 років. Яка група вакцин може створювати тривалий імунітет?

a. A. Убиті        
b. B. Живі       
c. C. Автовакцини         
d. D. Хімічні         
e. E. Синтетичні

6. До імунобіологічних препаратів відносять асоційовані вакцини. До них відносять:

a. A. БЦЖ           
b. B. АКДП                   
c. C. Проти кору, епід. паротиту, краснухи

d. D. Поліомієлітна                  
e. E. Проти вірусного гепатита В

Алгоритми лабораторної роботи:

Алгоритм "Знайомство з препаратами вакцин, інструкціями щодо їх застосування".

Прочитайте, які відомості про вакцину вказані на коробці: назва вакцини, адреса підприємства-виробника, кількість вакцини, серія, контрольний номер, термін придатності, спосіб введення.
Прочитайте інструкцію щодо застосування вакцини. Зверніть увагу на склад вакцини, її імунобіологічні властивості, призначення, спосіб застосування, реакції на введення, протипоказання, форму випуску, умови зберігання та транспортування, термін придатності та в які організації посилається рекламація (від лат. гесlаmаtiо - голосне заперечення) на препарат в разі підвищеної реактогенності вакцини чи розвитку поствакцинальних ускладнень.

Алгоритм "Виготовлення стафілококової автовакцини":
виготуйте поживне середовище МПА з 1 % глюкози, розлийте його у чашки Петрі;
зробіть посів патологічного матеріалу;

поставте в термостат для інкубації (37°С, 18-20 год.);

відберіть колонії у S-формі, виділіть чисту культуру на скошений МПА;

перевірте чистоту культури;

змийте культуру ізотонічним розчином натрію хлориду (рН 7,0);

злийте мікробну суспензію в стерильну пробірку, доведіть до густини 1 млрд/мл (додайте ізотонічний розчин, порівнявши з стандартом каламутності);

поставте пробірку із суспензією культури на водяну баню (68°С, 1 год.);

охолодіть пробірку і поставте її в термостат (37°С, 18-20 год.);

перевірте виготовлену вакцину на стерильність.

Увага! Перевірка на стерильність виготовленої вакцини проводиться згід​но з наказом МОЗ України № 796. Перевіряють на наявність анаеробної мікрофлори. Для цього проводять посів на 2 пробірки з тіогліколевим середовищем. Одну пробірку інкубують при температурі 30-35°С, другу - при 20-25°С протягом 14 діб. Пробірки із середовищем повинні залишатися прозорими.
Автовакцину розливають в ампули й запаюють. Термін придатності - 6 міс.
Алгоритм "Знайомство з препаратами сироваток, імуноглобулінів, інтерферонів, бактеріофагів, інструкціями щодо їх застосування".

Прочитайте, які відомості про препарат зазначено на коробці, які - в інструкції щодо застосування препарату. Зверніть увагу, з чого виробляють препарат, для чого використовують, як вводять, за яких умов зберігають.
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