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Учебное пособие «Современные методы иммунодиагностики инфекционных болезней» Васильева Д.А., Барышникова П.И., Новикова Б.В. посвящено получившим широкое распространение в научных исследованиях, но еще недостаточно внедренным в практику диагностических исследований ветеринарных лабораторий методам радиоиммунологического и иммуноферментного анализа. В учебном пособии последовательно изложены принципы, различные модификации РИА и ИФА, техника их проведения. Основное внимание обращено на использование указанных методов в практике диагностических исследований, что имеет первостепенное значение для ветеринарных специалистов. Большой практический опыт авторов позволяет заострить внимание на ключевых вопросах, с которыми обязательно столкнутся новички в ходе освоения этих методов.

Вне всякого сомнения, данное учебное пособие сослужит большую пользу не только для студентов, но и для ветеринарных специалистов, специализирующихся в диагностике инфекционных болезней.
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Предисловие

Прогресс во многих областях биотехнологии, медицины, ветеринарии в значительной мере связан с широким использованием нового поколения количественных иммунологических методов, среди которых наибольшее распространение получили твердофазные варианты радиоиммунного (РИА) и иммуноферментного (ИФА) анализа.

Применение этих методов в инфекционной и неинфекционной патологии, микробиологии, иммунологии, обусловлено тем, что они в значительной степени удовлетворяют основным требованиям, предъявляемым к методам экспресс-анализа: 

    1) получение результатов в максимально короткие сроки (часы-минуты); 

  2) высокая специфичность, чувствительность, воспроизводимость и точность, позволяющие дать окончательный ответ при исследовании нативного (неконцентрированного и неочищенного) материала; 

    3) производительность, простота, количественный учет результатов и возможность автоматизации.

В реферативных журналах ежемесячно реферируется значительное количество статей посвященных методическим проблемам ИФА и РИА, и не меньшее количество работ с использованием этих методов в диагностике инфекционных болезней животных. В специальной литературе имеются обширные научные обзоры и статьи, где проанализированы основные принципы этих методов, показаны их достоинства и недостатки, а также дана сравнительная характеристика с другими широко известными реакциями (Дзантиев Б. и др, 1982; Егоров А.,1983; Реутова Е. и др.,1976; Чард Т., 1981; Манолов А.,1985; Шабалина С.,1983; Вишняков И. и др.,1976; Грин А. и др.,1984; Hermann H.,1982; Keller H.,1978; Яковлев А.Т., Зыкин Л.Ф., Рыбкин В.С.,1990 и многие другие.).

В настоящем учебном пособии в достаточно доступной форме изложены принципы, основные варианты ИФА и РИА, техника их постановки и условия приготовления необходимых реагентов. При этом упор делается на использование данных методов для диагностических целей. При подготовке данного издания авторы опирались на литературный материал, а также личный опыт работы по ИФА и РИА при листериозе, респираторном микоплазмозе крупного рогатого скота, и вирусных болезнях животных.

Данное учебное пособие рассчитано на студентов факультета ветеринарной медицины, слушателей факультета повышения квалификации и сотрудников лабораторий. Учитывая широкое распространение рассматриваемых методов диагностики в мировой практике и слабое освещение их в отечественной учебной литературе, авторы полагают, что выпуск пособия является необходимым дополнением к учебным программам курсов микробиологии и вирусологии. Авторы с благодарностью примут все замечания и пожелания и учтут их в своей дальнейшей работе.

1.Радиоиммунологический анализ (РИА)

Радиоиммунологический анализ (РИА) – метод, основанный на выявлении комплекса антиген-антитело с помощью радиоизотопной метки.

1.1.Введение

Радиоиммунологический анализ произвел революцию в ряде областей медицины (эндокринология), оказал преобразующее влияние на развитие гематологии и фармакологии. Его разработчикам в 1977 г. была присуждена Нобелевская премия. В основе метода лежит применение антигенов и антител, меченых радионуклидами. Такая метка позволяет с помощью современных приборов выявить и количественно определить содержание исследуемого вещества в различных тканях и биологических субстратах.

К преимуществам РИА относятся:

        - высокая чувствительность – способность измерительной системы регистрировать минимальные количества веществ;

        - высокая специфичность – способность системы измерять только одну, строго определенную субстанцию;        

        - надежность – способность определить истинное количество вещества;

        - точность, характеризующая воспроизводимость получаемых результатов. 

По этим параметрам РИА значительно превосходит классические биологические методы определения – РА, РСК, РНГА и другие (Гринин А. и др., 1983 г., 1984 г.; Чард Т., 1981; Ткачева Г. А. и др. 1983). Следует отметить, что РИА имеет много общего с ИФА, а принципиальным отличием является индикаторная метка: вместо фермента используется изотоп.

Основные принципы радиоиммуннологических методов разработаны в двух независимых научных центрах Нью-Йорка и Лондона. В 1960 году Yalow. R. и Bersols. опубликовали классическую работу по радиоиммунологическому определению содержания эндогенного инсулина в плазме крови человека, которая ознаменовала новый этап в области применения радионуклидов в биологии. Наибольшее распространение нашел метод РИА на твердофазных носителях, таких как целлюлоза, декстрин, полимеры и т. п. (Halonen P. et al., 1987, Moore, N. et al., 1982; Tevoarwerv Y. et al., 1980; Wide L.Porath. 1966.) Он был значительно упрощен и приобрел особую ценность, когда выяснилось, что в качестве твердой фазы для образования иммунных комплексов можно использовать обычные полистирол, поливинилхлорид и другие пластики, исходя из их сорбционной способности. Однако в каждом случае необходимо подбирать оптимальные условия постановки РИА, вследствие различия адсорбционных свойств разных партий используемых полимеров. Большое внимание уделяют автоматизации РИА, позволяющей не только сократить время анализа, но и повысить его чувствительность, специфичность, точность и воспроизводимость. Полная автоматизация была описана Ekins R. (1979 г.). Она включала не только обработку проб и подсчет результатов, но и оптимизацию процессов и параметров путем включения в систему компьютера. Более поздним подходом к автоматизации РИА являются разработки дискретных анализаторов и создание модульных систем, состоящих из нескольких модулей: разбавителя образцов, дозатора реагентов, фильтрации и другое (Bagschawa K. 1978 г.).

Методом РИА проводится определение различных веществ в биологических субстратах, где он превосходит другие лабораторные методы в плане чувствительности, стоимости анализа, затрат времени и возможности автоматизации. Он позволяет в ряде случаев определить компоненты тканевых экстрактов и жидкостей без их дополнительной очистки и выделения. По мнению А.Ф. Зыкина (1993), эта реакция в отличие от большинства применяемых иммунологических тестов дает возможность количественно определить содержание антигенов или антител в исследуемом образце. По данным указанного автора, в патологическом материале, пищевых продуктах, объектах внешней среды с помощью РИА можно в течение часов или минут выявить наличие возбудителя гепатита В, ботулинического и стафилококкового токсинов.

1.2.Принцип метода

1.2.1.Иммунологический аспект

С точки зрения взаимодействия антитела и антигена, метод РИА аналогичен серологическим реакциям, используемым в диагностике, и отличается от них способом индикации образования комплекса антиген-антитело.

При появлении «чужеродного» антигена, иммунологически отличающегося от собственных антигенов, в организме активируются определенные популяции лейкоцитов, выполняющие две основные функции иммунной защиты: захват, разрушение и элиминация крупных чужеродных структур (например, бактерий и вирусов) и формирование иммунного ответа, в том числе, выработка антител против этого антигена. Антитела, вырабатываемые к какому-либо антигену, являются специфичными, причем антитела, специфичные к одной и той же антигенной детерминанте антигена обладают идентичной структурой связывающего центра. Вследствие того, что относительно крупные белковые антигены, как правило, имеют несколько различных антигенных детерминант, в организме при иммунном ответе образуется достаточно широкий спектр специфичностей антител, что и обусловливает гетерогенность (неоднородность) популяции антител в организме. Кроме того, гетерогенность обусловлена также и собственно структурой связывающего центра антител. Образно говоря, связывание антитела с антигеном можно описать феноменом «замка и ключа». Антитело – «замок» связывает своими специфическими участками (связывающими фрагментами, центрами) только те антигены – «ключ», которые соответствуют конфигурации «замка». Если конфигурация «замка» достаточно свободна, диапазон используемых «ключей» возрастает, специфичность антител понижается. С наличием такой гетерогенности антител связана их перекрестная реактивность, которая означает, что некоторые антитела, имеющие очень низкое сродство к вызывающему иммунный ответ антигену, способны также образовывать иммунные комплексы с другими (не родственными) антигенами, имеющими структурно подобные антигенные детерминанты. Таким образом, чем менее специфично антитело, тем больше вероятность перекрестной реакции.

Большинство антител относятся к классу иммуноглобулинов «G», являющимися двухвалентными (имеющими два связывающих антиген центра). Это означает, что они способны взаимодействовать с двумя идентичными молекулами антигена. Антигены могут быть одно-, двух- или поливалентными (имеющими одну, две или более идентичных по структуре и специфичности антигенных детерминант). Валентность антител и антигенов определяет тип реакции, которая может происходить между ними в системе in vitro (в пробирках). Поливалентные антигены, соединяясь в комплексы с 2-х или поливалентными антителами, образуют полимолекулярные структуры, называемые приципитатами и агглютинатами. В случае, если существует избыток антител, образуемые комплексы, как правило, являются нерастворимыми. При классических реакциях РИА образуется растворимый комплекс.

1.2.2.Химический аспект

Как уже указывалось, в РИА сочетается специфичность, свойственная реакциям антиген-антитело, с чувствительностью и достаточной простотой, которые дает применение радиоактивной метки. В наибольшей степени эти преимущества сочетаются в конкурентном РИА. Для проведения этого анализа необходимо иметь специфические антисыворотки и меченые антигены при выявлении антигенов и специфические антигены и меченые радионуклидом антитела при выявлении антител.

При выявлении антигенов метод основан на конкуренции определяемого немеченого антигена с известным количеством меченого антигена за ограниченное количество добавленных в систему специфических антител.

При этом количество меченого антигена, который связывается в иммунных комплексах, обратно пропорционально количеству немеченого антигена, содержащегося в исследуемом материале. Оба конкурирующих взаимодействия представлены на следующей схеме:

1 – специфическое антитело

2 – меченый антиген.

3 – немеченый антиген.

4 – иммунный комплекс антитела 1 с меченым антигеном

5 – свободный меченый антиген.

6 – иммунный комплекс антитела немеченым антигеном

7 – свободный немеченый антиген.

С. Берсон и Я. Ялоу (1968) пользовались отношением активности связанной метки к активности свободной метки – коэффициент В/F, чтобы выразить связывание меченого антигена как функцию концентрации исследуемого антигена. Согласно закону действия масс К[Aт][ Аг] = [Аг Ат], где К – константа равновесия, при условии равновесия отношение связанного антигена к свободному В/F = [Аг Ат] / [Аг], где В – связанный антиген, F – свободный антиген. При типичной радиоиммунологической процедуре концентрация свободного антигена и находящегося в равновесии антитела описывается уравнениями [Аг] = [Aгi – Aг Ат] и [Ат] = [Атi – Aг Ат], Агi и Атi – исходные концентрации компонентов. Отсюда истинное отношение связанного антитела к свободному антигену описывается: 

В / F = [Aг Ат] / [Агi – Аг Ат]. Для РИА используется меченый радионуклидом антиген, который ведет себя также как холодный, поэтому 

В*/F* = [Аг* Ат] / [Агi* – Аг*Ат], где Агi* – исходное количество меченого антигена, Аг* Ат – количество связанного с антителом меченого антигена. Источником радиоактивного Аг*Ат является Ат + Аг + Аг* = Аг*Ат + АгАт. Отсюда очевидно, что если концентрация немеченого Аг будет увеличена при постоянной концентрации меченого Аг*, то первый займет большее число связывающих мест антитела. Результатом этого, будет снижение концентрации связанного меченого антигена [Аг*Ат]. Следовательно, отношение В*/F* =[Аг*Ат] / [Агi* – Аг*Ат] должно уменьшаться по мере увеличения в реакционной смеси холодного антигена немеченого. Так как немеченый антиген получен от пациента, соотношение В*/F* отражает количество вещества присутствующего в изучаемой пробе. Изменение этого отношения максимально тогда, когда концентрация антигена мала по сравнению с концентрацией антитела.

При проведении РИА нельзя не учитывать следующие факторы. Специфичность метода может быть снижена из-за перекрестной реактивности антисывороток и гетерогенности антигена. Решающее значение при этом имеет способ получения антисывороток. В идеале хорошо было бы иметь моноспецифические антитела, но их технологически трудно получить. Для РИА считается достаточным 50 % связывание меченого антигена в отсутствии холодного антигена. Если константа равновесия является низкой, то количество антител, необходимых для адекватного связывания антигена, должно быть увеличено. Однако избыток свободных антител будет снижать действие холодного антигена в этой системе. Чувствительность данной системы будет низкой и в том случае, если меченый антиген будет иметь низкую удельную радиоактивность. В данной ситуации для достаточного связывания меченого антигена потребуется введение в систему большого количества антител.

В растворе, где присутствуют антигены (Аг) и специфические антитела (Ат), между ними устанавливается динамическое равновесие (по закону действия масс). В выше указанной реакции это динамическое равновесие можно выразить формулой:

, где 

К – константа ассоциации или константа равновесия;

[Аг Ат] – концентрация комплекса антитела с антителом;

[Аг] – концентрация свободного антигена;

[Ат] – концентрация свободного антитела.

1.3.Использование РИА в диагностике инфекционных болезней

За последние 25 лет метод РИА нашел широкое применение в различных областях медицины. В ветеринарии он только начинает внедряться. Его используют при диагностике бактериальных и вирусных инфекций, а также обнаружения белков, гормонов, специфических ферментов, раковых антигенов, лекарственных препаратов, антибиотиков, различных органических соединений, которые прежде либо вообще не удавалось определить, либо для их определения требовались весьма трудоемкие методы, не отличающиеся ни достаточной точностью, ни чувствительностью (Ткачева Г., 1983). Применение метода РИА позволило выявить антигенные различия у штаммов вируса бешенства, и тем самым было дано объяснение неудач применения антирабических вакцин в некоторых случаях. Такого же рода работы были проведены с вирусом гриппа, герпеса, кори, оспы, ящура и других. Все исследователи отмечают высокую чувствительность и специфичность его при выявлении антигенов в патологическом материале.

1.4.Радиоактивные изотопы и методы метки

В РИА большое значение имеет выбор радиоактивного изотопа в качестве маркера. Наиболее часто для этих целей используются изотопы 14С, 3Н (β – излучатели) и 125I (γ – излучатель). Для метки антител и белковых антигенов наиболее перспективными являются γ–излучатели, и в частности, 125J, несмотря на его более короткий период полураспада, чем у 14С и 3Н. Для регистрации мягкого β – излучения этих изотопов требуется более сложное и дорогое оборудование с жидкосцинтилляционной детекцией. Техника мечения β – излучателями является более трудоемкой и технически сложной (Tixhon C. 1978). Определение γ – излучения представляет собой значительно более простую и дешевую операцию. Она не требует подготовки образцов, что позволяет экономить время и реактивы (Чард.Т.,1981). Необходимым условием для высокой чувствительности РИА является высокая специфическая радиоактивность меченого вещества (Бобров Ю., 1981; Tixhon C., 1978), что может быть достигнуто в основном при использовании изотопов с γ – излучением (Casley D.,1977). Выбор метода йодирования определяется природой и свойствами изучаемого белка и дальнейшим его использованием. Лактопероксидазный метод (Thorell J. et al., 1971) предпочтительнее, когда необходимо сохранить биологическую активность меченого белка при изучении его in vivo. Метод Bolfon A. et al. (1973) нужно применять в тех случаях, когда антиген не может быть помечен другими способами. Большинство белков и полипептидов может быть с успехом йодировано хлораминовым методом без потери их иммунологической специфичности (Hunter W. et al., 1962). Поэтому для РИА во всех случаях, где это возможно, необходимо применять метод метки йодом с использованием хлорамина – Т.

Порядок приготовления и контроль радионуклидных конъюгатов заключается в следующем:

        1. в коническую колбу вносят иммуноглобулины, растворенные в 0,05М ФБР рН 7,5 с концентрацией 10 мг/мл и добавляют радиоактивный йод (на 1 мг иммуноглобулинов кролика 1,5-3,2 мКи, крупного рогатого скота – 1,8-2,0 и протеина А – 5,0 мКи);

        2. реакцию активизируют внесением 0,1-0,2 мг хлорамина–Т, смесь энергично встряхивают в течение 60-75 секунд при 20-22°C; реакцию останавливают добавлением по 0,2 мл (2 мг/мл) растворов метабисульфата натрия и йодистого калия;

        3. смесь наносят на колонку (диаметр 1,6 см, длина 40 см) с сефадексом Г-25 или Г-50 и проводят гель-фильтрацию, используя в качестве элюирующего раствора 0,05М ФБР рН 7,5; выход белка контролируют торцовым счетчиком типа «Луч-А», йодированный белок выходит первым пиком. 

Полученные радионуклидные конъюгаты контролируют по удельной радиоактивности, проценту кислотонерастворимой фракции и степени йодирования. Удельную радиоактивность препаратов определяют на гамма-счетчике, а содержание белка – по методу Лоури. При этом пользуются соотношением:

, 

которая измеряется в имп./мин на 1 мг белка, либо, с учетом эффективности гамма-счетчика, в мКи на 1 мг белка.

Для определения кислоторастворимой фракции брали 0,01 мл полученного конъюгата и помещали в пробирку, затем вносили 1 мл 1 % раствора БСА (бычий сывороточный альбумин) и 0,2 мл 10% раствора трихлоруксусной кислоты. Содержимое пробирки тщательно встряхивают и оставляют на час при 20-22°С. Смесь центрифугируют в течение 10 минут при 5 тыс. об./мин, измеряют радиоактивность в осадке и надосадочной жидкости. Процент кислотонерастворимой фракции вычисляют по формуле:

, где

n1 – радиоактивность в пробирке с осадком; 

n2 – радиоактивность в пробирке с надосадочной жидкостью.

Степень йодирования (СИ) определяли в используемом объеме меченого раствора по содержанию белка по Лоури и его радиоактивность по формуле:

, где

А – радиоактивность белка (имп./мин);

А1 – радиоактивность смеси (имп./мин);

I – количество взятого для метки йода (мкг);

Б – количество белка в пробе (мкг);

М – молекулярная масса белка;

127 – молекулярная масса йода.

При таком способе метки мы получали препараты с удельной радиоактивностью 2,0 мКи/мг, степень йодирования 2,5 атом/моль и 95 % меченого белка.

1.5.Типы и техника постановки РИА

В классическом варианте РИА используется конкурентный тип постановки реакции. В конкурентную среду вводят известное количество меченого антигена, который конкурирует с определяемым антигеном за места связывания специфических антител (Yalow R. et al.,1960).

Основные недостатки конкурентных методов заключаются в том, что для каждого определяемого антигена необходимо разрабатывать методы маркировки и способы получения антигенов высокой степени очистки. В том случае если антиген трудно выделить в чистом виде или провести его метку, наиболее подходящими способами его обнаружения являются варианты с использованием меченых антител.

Среди последних наибольшее распространение получил «сандвич» – метод.

Исходя из результатов собственных исследований «сандвич» – вариант РИА ставили по следующей схеме:

        1. полистироловые пластины сенсибилизировали иммуноглобулинами в концентрации 20-25 мкг/мл в дистиллированной воде в течение 16-18 часов при 20-22°С;

        2. остаточные сорбционно-активные центры на полистироле пластин блокировали 1% раствором БСА в 0,02М ФБР рН 7,2 в течение 60 минут при 37°С;

        3. исследуемые пробы антигенов наслаивали в ФБР рН 7,4 с 0,05% твина 20 и выдержали 60 мин. при 37°С;

        4. специфический конъюгат наслаивали в ФБР рН 7,4 с 0,05 % твина 20 в рабочем разведении 200 тыс. имп/мин и выдержали 60 минут при 37°С.

Все компоненты реакции использовали в объеме 0,1 мл. После каждого этапа (наслоения) пластину 3-х кратно отмывали физиологическим раствором рН 7,4 с 0,05 % твина 20.

При постановке реакции использовали контроли:

контроль конъюгата: в первый ряд лунок сенсибилизированной пластины вместо антигена вносят физиологический раствор рН 7,4 с 0,05% твина 20. Контроль конъюгата выявляет неспецифическое связывание меченых иммуноглобулинов с сенсибилизированной пластиной;

положительный контроль: в 2 лунки 2-го ряда сенсибилизированной пластины вносят стандартный специфический антиген;

отрицательный контроль: в 2 лунки 2-го ряда сенсибилизированной пластины вместо антигена вносят питательный бульон.

В качестве другого варианта РИА, особенно ценного в тех случаях, когда исследователь располагает лишь небольшим количеством антител, предложена непрямая методика, при которой используют антивидовые меченые антитела, направленные к иммуноглобулинам применяемой антисыворотки (Hales C. et al.,1975).

1.6.Учет и оценка результатов РИА

Важной стадией разработки РИА является учет и оценка результатов.

Данный метод, как и ИФА, предполагает автоматический инструментальный учет, что исключает субъективность оценки и снижает практически до нуля возможность ошибочного толкования полученных результатов. Инструментальный учет результатов проводят просчетом лунок в колодце гамма-счетчика «Гамма-1». Исследуемая проба считается положительной при превышении счета связанной радиоактивности опытных образцов со специфическим антигеном над контролями в 2,5 и более раз.

Для визуального учета результатов РИА может быть использована авторадиография на рентгеновской пленке. Сущность этого процесса заключается в том, что на последнем этапе постановке реакции, после отмывания меченого препарата, под пластинку подкладывается свинцовый коллиматор с отверстиями и лист рентгеновской пленки любой марки. Смонтированная система тщательно изолируется от света и оставляется на экспозицию в течение 24-48 часов. Проявление пленки осуществляется согласно наставлению по ее применению, и сравниваются пятна затемнения от радиоактивного излучения положительных проб и контролей. Проба считается положительной при наличии интенсивно черной окраски.

1.7.Заключение

Для диагностики инфекционных болезней РИА не получил такого распространения, как ИФА. Причинами этого являются недостатки, очевидные еще на заре разработки всех многочисленных модификаций метода: 

    - короткий срок «жизни» антител и антигенов, меченных радиоактивными изотопами, ограниченный периодом полураспада изотопа;

    - высокая стоимость разового определения, обусловленная стоимостью регистрирующей аппаратуры;1

      - отсутствие полевых вариантов регистрирующей аппаратуры, что делает невозможным использование РИА в лабораториях, ведущих широкие серологические обследования;

    - усиленные меры по технике безопасности, связанные с радиационным риском для персонала;2

      - риск загрязнения окружающей среды радиоактивными продуктами (Покровский В. и др.,1983).
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2.Иммуноферментный анализ

Иммуноферментный анализ (ИФА) (синонимы: иммуноэнзимный метод, реакция энзим-меченых антител, ELISA-тест) – группа методов, позволяющих выявлять комплекс антиген-антитело с помощью субстрата, который расцепляется ферментом с появлением окрашивания.

2.1.Введение

Иммуноферментный анализ – направление иммунохимии, разрабатывающее способы определения различных физиологически активных веществ с использованием ферментов в качестве маркеров антигенов и антител. Сочетание высокой специфичности антител и каталитической активности ферментов позволило создать универсальный метод для определения широкого класса соединений в диапазоне концентраций 10–1 до 10–12 г/мл.

Впервые этот метод был разработан в 1966 году Nacaue R., Pierce, а также Avraineos S., Uriel I. для обнаружения внутри клеток различных антигенов и антител. До 1971 года ИФА использовали преимущественно в гистологических исследованиях для определения мест локализации антигенов в срезах тканей различных органов.

В начале 70-х годов основное внимание исследователей было направлено на разработку методов ИФА для количественного определения антигенов и антител в биологических жидкостях. Современные методы количественного анализа подразделяются на две группы, принципиально отличающиеся способом отделения связавшегося с антителами (антигеном) ферментного конъюгата от свободного.

В основе первой группы методов, объединенных под названием «гомогенный ИФА», лежит процесс ингибирования ферментативной активности конъюгата при взаимодействии с растворимыми антителами. Анализ в этом случае происходит без участия твердой фазы. Однако методы гомогенного ИФА используются, как правило, только для определения низкомолекулярных антигенов: стероидных гормонов, токсинов, гаптенов и лекарственных препаратов в биологических жидкостях.

В основе второй группы методов, получивших название «твердофазный ИФА» или «гетерогенный ИФА», лежит разделение компонентов реакции с использованием антител (антигенов), иммобилизованных на нерастворимом носителе.

Методы этой группы в настоящее время получили наибольшее практическое применение в серологической диагностике инфекционных болезней благодаря своей чувствительности, специфичности, быстроте постановки и автоматизации учета.

2.2.Принцип метода

В иммунологическом аспекте ИФА идентичен РИА, и все рассуждения о специфичности образования иммунных комплексов, влиянии гетерогенности препаратов антител и валентности антигенов на специфичность и эффективность РИА в равной степени справедливы и для ИФА

В основе метода лежит присоединение растворимых антигенов или антител к твердой фазе с сохранением иммунологической активности и применение фермента в качестве маркера иммунологической реакции, происходящей на твердой фазе. Фермент в данном случае служит маркером иммунной реакции и позволяет наблюдать ее визуально или инструментально. Иммобилизацию можно провести путем ковалентного связывания антител (антигенов) с активированным носителем, используя химические подходы, которые разработаны для получения иммобилизированных препаратов ферментов. Но наиболее широкое распространение получил метод физической адсорбции антител (антигенов) на поверхности твердых полимеров, предложенный шведскими учеными. Белок в этом случае связан с поверхностью носителя менее прочно, чем при ковалентной иммобилизации, но простота разделения иммунных комплексов и не связавшихся антител (антигенов) обеспечила быстрое распространение этой модификации ИФА.

В зарубежной литературе это направление получило название ELISA-тест (энзимсвязанный иммуносорбентный метод) или твердофазный метод ИФА.

Следует отметить, что все варианты количественных иммуноанализов с использованием меченых антител обладают следующими преимуществами по сравнению с другими вариантами:

1. антиген не подвергается метке и, следовательно, нет опасности его повреждения или изменения физико-химических свойств;

2. молекулы антител более стабильны и лучше антигенов сохраняют свою активность при мечении;

3. имеется возможность определения антигенов, которые с трудом поддаются метке или которые трудно получить в чистом виде;

4. в результате использования избытка меченых антител потенциально может наблюдаться более высокая чувствительность и специфичность, так как из гетерогенной популяции антител в первую очередь будут реагировать молекулы, обладающие высоким сродством к антигену (Орлов А., 1981).

5.Основными направлениями применения ИФА являются:

        -  ранняя диагностика инфекционных болезней;

     - проведение массовых эпизоотологических обследований в целях своевременной профилактики животных от ряда инфекционных заболеваний, наносящих значительный ущерб животноводству;

        - определение иммунологического статуса у животных и изучение эффективности применения вакцин;

        - контроль качества биопрепаратов и соблюдение норм на предприятиях биологической промышленности.

2.3.Использование ИФА в диагностике инфекционных болезней

В настоящее время ИФА эффективно применяется для лабораторной диагностики сравнительно большого круга инфекционных болезней. При этом, используя различные модификации метода, можно одновременно проводить обнаружение антигенов и антител, что значительно повышает результативность исследования.

В литературе накопились многочисленные данные, свидетельствующие о широком применении ИФА при выявлении антител и антигенов в отношении почти всех из известных групп вирусов и бактерий, вызывающих заболевания животных: инфекционный бурсит кур (Джавадов Э., и другие,1993), инфекционный ринотрахеит крупого рогатого скота (Кузнецов В. и др.,1991), вирусная диарея (Красочко П. и др., 1991), болезнь Ауески (Мищенко В. и др.,1994), бешенство (Сазонова Э. и др.,1991), болезнь Ньюкасла (Cилаева Н. и др., 1991), инфекционный ларинготрахеит (Atiduk C. et al.,1989) и многих других.

В настоящее время ИФА разработан при бруцеллезе, столбняке, сальмонеллезе, паратуберкулезе, лептоспирозе и практически при всех, имеющих эпизоотологическое и экономическое значение, вирусных болезнях сельскохозяйственных животных.

Достаточно много работ опубликовано по обнаружению специфических антител в сыворотке крови при микоплазменных инфекциях сельскохозяйственных животных.

Большинство авторов отмечают простоту постановки, экономичность и быстроту получения ответа при использовании ИФА, результаты которого коррелируют со многими общепринятыми серологическими методами (РНГА, РДП, РА, ВИЭОФ), но превосходят их по чувствительности, сохраняя при этом высокую специфичность.

2.4.Компоненты реакции, условия их приготовления и применения

2.4.1.Буферные растворы

 - 0,02М фосфатный буферный раствор (ФБР), рН 7,2 (5,155 г Na2HPO4*12H2O и 0,761 г KH2PO4 растворяют в 1 литре дистиллированной воды);

- 0,05М карбонатно-бикарбонатный буфер, рН 9,6 (0,795 г Na2CO3 и 1,465 г NaHCO3 в 500 мл дистиллированной воды);

- МФБР рН 7,4 с 0,5 % твина 20 (8,0 г NaCl, 0,2 г KH2PO4 и 2,9 г Na2HPO4 и 0,8 мл твина 20 растворяют в 1 литре дистиллированной воды);

- Физиологический раствор рН 7,3 с 0,05% твина 20 (на 1 литр физиологического раствора добавляют 0,8 мл твина 20);

- Барбиталовый буфер рН 7,4 

- (125,5 г NaCl, 15,3 г Na 5,5 диэтилбарбитурата, 51,9 мл 1H раствора HCl, 1,53 г MgCl2*6H2O и 0,492 г CaCl2*6H2O растворяют в 3 литрах дистиллированной воды)

- 0,001М ацетатный буфер рН 4,3 – 4,4 (0,136 г CH3COONa*3H2O растворяют в 1 литре дистиллированной воды и подкисляют ледяной

уксусной кислотой до указанного значения рН).

2.4.2.Реактивы.

 - Субстрат: 5-аминосалициловая кислота (5-АС). 5-АС растворяют в горячей дистиллированной воде (70°C) в концентрации 0,8 мг/мл, охлаждают до 20-22°С и доводят рН до 6 0,1N раствором едкого натра (NaOH);

- 30%-ный раствор перекиси водорода (Н2О2): хранят при +4°С в склянке из темного стекла;

- Субстратная смесь: готовят непосредственно перед добавлением в лунки пластин смешиванием растворов 5-АС и 30%-ного раствора Н2О2 (к 20 мл 5-АС добавляют 0,020 мл 30 %-ного Н2О2);

- 1N раствор едкого натра (NaOH): 10г NaOH растворяют в 250 мл дистиллированной воды;

- 1%-ный раствор бычьего сывороточного альбумина (БСА): 1г БСА растворяют в 100 мл 0,02М ФБР, рН 7,2;

- 0,1М раствор периодата натрия (NаIO4): 53,5 мг NаIO4 растворяют непосредственно перед применением в 2,5 мл дистиллированной воды;

- Раствор борогидрида натрия (NaBH4): 20 мг NaBH4 растворяют в 5 мл дистиллированной воды.

2.4.3.Оборудование.

Для приготовления необходимых ингредиентов и постановки ИФА используется следующее основное оборудование:

    - автоматические пипетки с регулируемым объемом модели Р-20, Р-200, Р-1000 и Р-5000 (фирма Gilson, Франция);

    - автоматические пипетки с постоянным объемом модели F-10 – F-100 (фирма Gilson, Франция);

    - 4-8-12 канальные автоматические пипетки с постоянным и регулируемым объемом модели 50 – 200 (фирма Flow Laboratories, Англия);

    - спектрофотометр типа Titertek Multiskan (фирма Flow Laboratories, Англия);

    - система для жидкостной хроматографии (фирма Pharmacia-LKB, Швеция);

    - прибор для электрофореза модель GS-411 (фирма, Pharmacia-LKB, Швеция);

    - холодильник, термостат, рН-метр (Россия);

    - лабораторная посуда. 

2.4.4.Твердая фаза.

Для твердофазного ИФА используется множество различных носителей, к которым сорбционно или, реже, ковалентно присоединяются соответствующие антигены и антитела. В ранних работах носителями служили частицы сефарозы, целлюлозы, биогель, найлон, латекс, пористое стекло, силохромы и другие.

Наиболее широкое распространение получил метод физической адсорбции на поверхности полистирольных пластин с 96 лунками. Количество адсорбированного вещества при этом зависит от многих факторов: природы и дозы сенситина, рН, времени сенсибилизации, температуры инкубации. Удобно заранее заготовить панели с адсорбированным на них белком и хранить их в холодильнике до употребления. Можно также длительно сохранять сенсибилизированные панели при – 70°С.

На сегодняшний день широко используются полистироловые пластины зарубежных фирм (Cooke, Dynateck; Linbro; Flow и другие), ленин-градского завода «Медполимер» и производства ВНИИ медтехники.

При получении новой партии пластин необходимо проверять их сорбционную емкость. Для этого отбирают несколько и в каждую лунку вносят по 0,2 мл 5-кратных разведений нормальных бычьих иммуноглобулинов (от 10 до 1000 мкг/мл). После инкубации в течении 16 часов при температуре 20-22°С и последующего отмывания в лунки на 20 минут вносят по 0,2 мл 1%-ного раствора овальбумина. Затем пластины отмывают и добавляют рабочее разведение антивидового (антибычьего) пероксидазного конъюгата на 50 минут при 37°С. Если при данных сенсибилизирующих дозах иммуноглобулинов оптическая плотность после добавления субстрата составляет примерно 1,0, то считают, что сорбционная емкость этих пластин удовлетворительная. При этом разброс показателей параллельных образцов не должен превышать 10 %.

2.4.5.Фермент.

Ферменты представляют собой очень удобные метки потому, что их каталитические свойства позволяют действовать им в качестве усилителей, т. к. одна молекула фермента может способствовать образованию более 1·105 молекул продукта каталитической реакции в минуту (Johuson K. et al., 1980). Выбор фермента-метки диктуется не только свойствами самого фермента и условиями опыта, но также склонностью автора, выбирающего наиболее доступный и подходящий для себя фермент.

Фермент, выбираемый для метки антител, должен соответствовать следующим нескольким требованиям:

        - быть относительно дешевым;

        - хорошо растворяться в воде;

        - сохранять стабильную активность;

        - иметь свободные реакционно-способные группы (например, –NH2,  COOH, или –SH) для связывания с иммунологически активной молекулой. 

Для постановки ИФА различными авторами наиболее часто использовались такие ферменты как пероксидаза, щелочная фосфатаза, ацетилхолинэстераза, галактозидаза, глюкозооксидаза и другие.

Нельзя рекомендовать какой-либо один фермент; у каждого есть свои недостатки и достоинства, поэтому выбор фермента зависит не только от перечисленных выше качеств, но и конкретных целей и способов исследования.

Наиболее часто используют в ИФА пероксидазу, которая широко дос-тупна и не так дорога, как другие ферменты, стабильна при хранении. Пе-роксидаза является гликопротеидом (Мол. масса 40000), содержит 18% углеводов. Углеводная часть ее не проявляет энзиматической активности и поэтому может служить местом для прикрепления к ней белков (8 точек).

Препараты пероксидазы производят ряд зарубежных фирм (Serva, ФРГ; Fluka, Швейцария), налажен также выпуск отечественной пероксида-зы. Ферменты этих фирм, как и препарат отечественного производства, являются высокоочищенными, высокоактивными и их можно непосредственно использовать в работе.

2.4.6.Субстрат.

Выбор субстрата для выявления активности связанного фермента в системе «антиген-антитело» зависит от вида фермента-метки, так как реакция фермента с субстратом весьма специфична. Кроме того, желательно использовать субстраты, позволяющие проводить визуальный и инструментальный учет реакции. С этой точки зрения, наиболее подходящи, так называемые, хромогенные субстраты, растворы которых, изначально бесцветные, в процессе ферментативной реакции приобретают окраску, интенсивность которой пропорциональна количеству фермента.

Для выявления активности пероксидазы в твердофазном ИФА в качестве субстрата чаще всего используют 5-аминосалициловую кислоту, образующую интенсивное коричневое окрашивание, орто-фенилендиамин, дающий оранжево-желтое окрашивание, и ABTS, дающий окраску цвета морской волны. Для выявления активности щелочной фосфатазы и (-галактозидазы используется исключительно нитрофенил-фосфаты и нитрофенил-галактозиды, соответственно.

Для повышения чувствительности ИФА предложен субстрат, дающий при расщеплении продукт, обладающий способностью к флюоресценции (Prouovost E et al.,1981). В этом случае, даже минимальная степень преобразования субстрата может быть зарегистрирована высокочувствительным прибором – флюориметром.

2.4.7.Выделение иммуноглобулинов и методы контроля их чистоты, активности и специфичности

Сыворотка, полученная от животных, помимо широкого набора антител содержит и «балластные» белки, способные адсорбироваться на твердом носителе, мешать связыванию антител и значительно снижать чувствительность и специфичность реакции. Во избежании этого исходную антисыворотку очищают с помощью 2 – 3-кратного осаждения сульфатом аммония, полиэтиленгликолем (Berqquist N. et al., 1970) или каприловой кислотой (Steiubuch W. et al.,1969) с последующим фракционированием белков гельфильтрацией (Остерман Л.,1985).

В своей повседневной работе для получения иммуноглобулинов из сыворотки кролика и крупного рогатого скота предварительно выделяли гамма-глобулиновую фракцию белка: из кроличьей антивидовой сыворотки 3-х кратным высаливанием сульфатом аммония при 35 % -ном насыщении, а из сыворотки крупного рогатого скота – 2-х кратным высаливанием при 45 %-ном насыщении.

15 – 20 мл раствора высаленных глобулинов (30-40 мг/мл) вносили в колонку (диаметр 2,6 см, длина 100 см) с Ультрогелем АсА-34 для выделения иммуноглобулинов класса G методом двукратной гельфильтрации. В качестве элюирующего раствора использовали 0,25 М раствор NaCl на 0,01М ФБР, рН 8,0, при скорости элюции 30 мл/час. Выход белка их колонки регистрировали на проточном спектрофотометре (иммуноглобулины G содержатся во фракциях второго пика, которые объединяют: концентрируют высаливанием и вновь подвергают гельфильтрации). После второго цикла гельфильтрации получали один пик белка. Полученый материал концентрировали сульфатом аммония при 50 % насыщении и диализовали против дистиллированной воды в течение 2-х суток, сменяя воду не менее 4-6 раз. Степень освобождения от ионов сульфата контролировали 10 % -ным раствором BaCl2. Активность препаратов иммуноглобулинов из кроличьей антисыворотки проверяли в РДП (не ниже 1:64), а из специфической сыворотки крупного рогатого скота – в непрямом методе ИФА (не ниже 1:1600) чистоту фракций контролировали при помощи иммуноэлектрофореза (ИЭФ).

2.5.Техника постановки распространенных вариантов ИФА

Известно значительное число модификаций постановки ИФА в зависимости от природы определяемых веществ и целей исследования. Все методы ИФА подразделяются на две основные группы: гомогенные и гетерогенные методы ИФА. Первые характеризуются тем, что вся совокупность иммунологических и ферментативных реакций происходит в единой смеси всех используемых компонентов реакции без их разделения и удаления промежуточных продуктов и не прореагировавших компонентов. Для вторых характерно проведение анализа на твердой фазе в виде последовательных стадий, причем после каждой стадии происходит отмывка твердой фазы и, соответственно, удаление промежуточных продуктов и избытка не прореагировавших компонентов. Необходимо отметить, что гомогенные методы анализа очень сложны в отработке оптимальных условий их проведения и используются практически только для определения низкомолекулярных гормонов, метаболитов и лекарственных веществ. Гетерогенные же методы ИФА более просты и воспроизводимы и поэтому стали широко использоваться для качественного и количественного выявления высокомолекулярных веществ и получили широкое распространение в диагностике инфекционных болезней человека и животных.

Наиболее простыми и часто употребляемыми в диагностике вариантами твердофазного ИФА для определения антител и антигенов являются: непрямой метод и метод ингибирования – для выявления антител; метод «двойных» антител (сандвич) для выявления антигенов.

2.5.1.Непрямой метод

Данный вариант ИФА проводят с использованием антивидовых конъюгатов. Наиболее распространенными антивидовыми коньюгатами являются меченые ферментом антитела кролика, иммунизированного глобулинами других видов млекопитающих (например, крупного рогатого скота), меченые антитела осла, иммунизированного иммуноглобулинами кролика и т. д.

Данный подход позволяет решить проблемы серодиагностики заболеваний животных, используя ограниченный набор антивидовых иммуноферментных конъюгатов, что значительно облегчает задачу производства реагентов для ИФА.

Непрямой твердофазный метод ИФА ставили по следующей схеме (рис.1):

пластины сенсибилизировали в течение 16 – 18 часов при 20 – 22°С специфическим антигеном в концентрации 15-20 мкг/мл в 0,05М карбонатном буфере рН 9,6;

не связанные адсорбционно активные центры на полистироле пластин блокировали 1% раствором БСА на 0,02М ФБР рН 7,2 с 0,05 % твина 20 при инкубировании в течении 45 минут при 37°С;

исследуемые сыворотки в последовательных разведениях на ФБР-твин вносили в лунки, сенсибилизированные антигеном;

антивидовой конъюгат вносили в лунки в рабочем разведении 1:1000 – 1:2000 в ФБР рН 7,4 с 0,05 твина 20, инкубировали в течение 45 минут при 37°С;

вносили субстратную смесь и выдерживали пластины при 20-22°С в течение 30 минут для визуального или инструментального учета.

Все компоненты реакции вносили в объеме 0,2 мл. После каждого этапа (внесения реактантов в лунки) пластины отмывали физиологическим раствором рН 7,3 с 0,05 % твина 20. Для этого лунки заполняли этим раствором, встряхивали и содержимое выливали, повторяли отмывание до 3-х раз.

При постановке реакции использовали контроли:

контроль субстрата: в I-й ряд сенсибилизированной пластины вносили только субстратную смесь, в промежуточные этапы – ФБР рН с 0,05% твина 20. Субстратный контроль использовали в качестве нулевого в показаниях спектрофотометра;

контроль коньюгата: во 2-й ряд сенсибилизированной пластины вместо сыворотки вносили ФБР рН 7,4 с 0,05 % твина 20. Контроль коньюгата выявляет неспецифическое связывание коньюгата с антигеном;

положительный контроль: положительную сыворотку крови крупного рогатого скота в разведении 1:400 в ФБР рН с 0,05 % твина 20 вносили в 2 лунки 3-го ряда сенсибилизированной пластины;

отрицательный контроль: нормальную сыворотку крови крупного рогатого скота в разведении 1:400 в ФБР рН 7,4 с 0,05 % твина 20 вносили в 2 лунки 3-го ряда сенсибилизированной пластины (Барышников П.,1995).

2.5.2.Твердофазный «сандвич»–вариант ИФА

Этот вариант ИФА является крайне распространенным для определения антигенов, обладающих более чем одной распознаваемой антителами детерминантой. В процессе анализа антиген как бы «зажат» между молекулами антител, что и обусловило название метода «сандвич». Это название теперь используется практически во всей литературе на правах официального термина.

Данный вариант ИФА ставили по следующей схеме (рис.2):

полистироловые пластины сенсибилизируют в течении 16-18 часов при 20-22°С иммуноглобулинами в концентрации 5-10 мкг/лунку в 0,05-0,1 М карбонатном буфере рН 9,0-9,5;

наслаивают 1% раствор БСА на 0,02М ФБР рН7,2 выдерживают в течение 45 минут при 37°С;

исследуемые пробы антигенов наслаивают в ФБР рН 7,4 с 0,05 % твина-20, выдерживают 45 минут при 37°С;

наслаивают конъюгат в рабочем разведении 1:400 в ФБР рН 7,4 с 0,05% твина 20, выдерживают 45 минут при 37°С;

вносят субстратную смесь и пластины выдерживают при 20-22°С в течение 15-20 минут для визуального и инструментального учета.

Все компоненты реакции вносят в объеме 0,2 мл. После каждого этапа пластины отмывают физиологическим раствором рН 7,3 с 0,05% твина 20. Для этого лунки заполняют этим раствором, встряхивают и выливают содержимое, затем вновь повторяют отмывание до 3-х раз.

При постановке реакции использовали контроли:

контроль субстрата: в 1-й ряд сенсибилизированной пластины вносят только субстратную смесь, в промежуточные этапы ФБР рН 7,4 с 0,05% твина 20.Субстратный контроль используется в качестве нулевого в показаниях спектрофотометра;

контроль конъюгата: во 2-й ряд сенсибилизированной пластины вместо антигена, вносят ФБР рН 7,4 с 0,05 % твина 20. Контроль конъюгата выявляет неспецифическое связывание конъюгата с сенсибилизированной пластиной;

положительный контроль: специфический антиген в ФБР рН 7,4 с 0,05% твина 20 вносят в 2 лунки 3-го ряда сенсибилизированной пластины.

Основным достоинством «сандвич» – варианта является высокая чувствительность, превышающая возможности других схем твердофазного ИФА. Эффективность образования специфического комплекса на каждой стадии анализа зависит от константы связывания реакции антиген-антитело и концентрации компонентов. При данной величине константы связывания и крайне низких концентрациях антигена рассматриваемый метод дает возможность сдвигать равновесие в сторону образования специфических комплексов за счет использования избытка иммобилизированных и меченых ферментом антител.

Ограничением применения «сандвич»- варианта ИФА является невозможность определения моновалентных антигенов – стероидных гормонов, лекарств, пестицидов и т.д. (Дзантиев Б.,1985).

2.5.3.Метод ингибирования ИФА

Данный вариант ИФА также используется для выявления специфических антител в сыворотке крови больных животных, особенно при использовании антительных реагентов, приготовленных на основе моноклональных антител. Его выполнение не требует дополнительных компонентов, а используют те же, которые применяют при постановке «сандвич» -варианта ИФА. Тем самым, использование этого варианта ИФА имеет значение в том плане, что применение одних и тех же компонентов для реализации 2-х целей должно повысить универсальность и эффективность реакции, а также снизить стоимость анализа.

Метод ингибирования ИФА ставили по следующей схеме (рис. 3):

полистироловые пластины сенсибилизировали в течении 16-18 часов при 20-22°С иммуноглобулинами в концентрации 5-10 мкг/лунку в 0,05-0,1М карбонатном буфере рН 9,0-9,5;

наслаивали 1% раствор БСА на 0,02М ФБР рН 7,2, выдерживали 45 минут при 37°С;

специфический антиген наслаивали в разведении 1:40 в ФБР рН 7,4 с твином 20, выдерживали 45 минут при 37°С;

исследуемые пробы сывороток наслаивали в разведении с 1:10 до 1:1280 в ФБР рН 7,4 с твином 20, выдерживали 45 минут при 37°С;

наслаивали конъюгат в рабочем разведении 1:200 в ФБР рН 7,4 с твином 20, выдерживали 45 минут при 37°С;

вносили субстратную смесь, выдерживали при 20-22°С в течение 20 минут для визуального и инструментального учета.

Все компоненты реакции используются в объеме 0,2 мл. После каждого этапа пластину 3-х кратно отмывали физиологическим раствором рН 7,2 с 0,05 % твина 20, как было указано для дугих вариантов ИФА.

При постановке реакции использовали контроли:

контроль субстрата: в 1-й ряд сенсибилизированной пластины вносили только субстратную смесь, а вместо других компонентов – ФБР рН 7,4 с твином 20. Субстратный контроль используется в качестве нулевого в показаниях спектрофотометра;

контроль конъюгата: во 2-й ряд сенсибилизированной пластины вместо антигена и сывороток вносили ФБР рН 7,4 с твином 20. Контроль конъюгата выявляет неспецифическое связывание конъюгата с сенсибилизированной пластиной;

положительный контроль: специфическую сыворотку крупного рогатого скота в разведении 1:10 в ФБР рН 7,4 с твином 20 вносили в 2 лунки 3 ряда сенсибилизированной пластины;

отрицательный контроль: нормальную сыворотку крупного рогатого скота в разведении 2: 10 в ФБР рН 7,4 с твином 20 вносили в 2 лунки 3 ряда сенсибилизированной пластины.

2.6.Учет и оценка результатов ИФА

Учет результатов ИФА проводят визуально по интенсивности окраски в разведениях исследуемой пробы или при помощи регистрирующих приборов.

Визуальный учет результатов прост и удобен при исследовании проб, содержащих антитела или антигены в высокой концентрации. При этом реакцию оценивали положительно при наличии интенсивной коричневой окраски. (В методе ингибирования ИФА, в отличие от других, отрицательные сыворотки дают интенсивное окрашивание, а сыворотки имеющие антитела – не окрашиваются. Это объясняется тем, что отрицательные сыворотки не взаимодействуют с антигеном (нет антител) и он тем самым сохраняет свободные валентности для связывания с конъюгатом, а это позднее выявляется субстратом. В свою очередь сыворотки, имеющие антитела, реагируют с антигеном и у него не остается свободных валентностей для взаимодействия с конъюгатом, а как следствие – отсутствие окрашивания.)

Для более точного (объективного) измерения применяют регистрирующие приборы – спектрофотометры, которые одновременно позволяют определить концентрацию в пробе материала по заранее построенной стандартной кривой в зависимости от оптической плотности пробы. В данном случае реакцию оценивают положительно при оптической плотности исследуемой пробы в 2 и более раза превосходящей плотность отрицательного контроля. Принцип учета и оценка результатов в методе ингибирования ИФА аналогичный, с той лишь разницей, что исследуемая проба считается положительной, если имеет оптическую плотность в 2 и более раза ниже оптической плотности отрицательного контроля.

Инструментальный учет результатов удобно проводить на сканирующем спектрофотометре типа Titertek Multiskan, который позволяет быстро оценивать цветную реакцию в лунках полистироловых панелей. Он распечатывает замеренные с высокой точностью значения оптической плотности и позволяет применять светофильтры с разной длинной волны в зависимости от цвета продукта ферментативной реакции.

2.7.Другие варианты и модификации ИФА

В целях повышения чувствительности, ускорения постановки и учета реакции были разработаны и предложены еще несколько усовершенствованных модификаций ИФА:

энзимрадиоиммунный анализ: Основан на комбинации иммуноферментного и радиоиммунного анализов; что позволяет повысить чувствительность реакции в 1000 и более раз (Harris C.et al.,1979);

иммуноферментный флуоресцентный метод: предполагает использование флуорогенного субстрата, что повышает чувствительность реакции в 10-100 раз, обладает лучшими экономическими показателями (Crum I.et al.,1980; Von Aert A. et al.,1984);

термометрическая модификация: основана на измерении температуры, возникающей в процессе взаимодействия фермента с субстратом, продолжительность анализа при этом сокращается до 10 минут, а чувствительность достигает 10–10 моль (Muttia Sou B.,etal.,1977);

Следует отметить, что упомянутые методы, а также и некоторые другие, довольно трудоемки в техническом отношении, далеки от автоматизации и поэтому не смогут составить конкуренцию обычным модификациям ИФА для целей экспресс – диагностики.

Детальное описание и схемы постановки многочисленных методов твердофазного ИФА приведены в книге «Иммуноферментный анализ» под ред. Т.Т.Нго и Г.Ленхоффа, М., Мир, 1988.

2.7.1.Dot–ИФА. Метод точечного иммуноферментного анализа

В последние годы преобладает стремление к снижению стоимости диагностических процедур и использованию метода не требующего дорогого оборудования. В связи с этим разработан более простой и достаточно дешевый вариант ИФА. Такую модификацию назвали dot-ИФА (dot-Elisa-точечный твердофазный иммуноферментный анализ). В dot-ИФА минимальные объемы растворов антигена или антител наносят на нитроцеллюлозную подложку (мембрану) в виде серии точек, что позволяет выполнить гораздо большее число анализов с тем же количеством реагентов. Субстраты, дающие нерастворимые продукты ферментативной реакции, на белом нитроцеллюлозном фильтре образуют легко различимые цветные пятна, в результате чего отпадает нужда в дорогих фотометрах. Белый цвет подложки вокруг пятен помогает контролировать реакции неспецифического связывания (или неспецифической адсорбции). Фильтры с результатами анализа можно хранить в темноте в течении многих лет без потери интенсивности окраски. Кроме того, простота постановки и малые расходы антигена и других компонентов, необходимых для проведения реакции, позволяет ее использовать в полевых или домашних условиях. В таблице даны сравнительные показатели dot-ИФА и ИФА (М. Pappas,1988).

Сравнительная характеристика dot-ИФА и ИФА.

Показатели, характеристики

dot-ИФА

ИФА

Продолжительность 

2 ч.

3 – 6 ч.

Число этапов постановки 

3

4 – 5

Число промывок 

3

3

Цена анализа (USD) 

0,05 – 0,1

1 – 2

Специальная подготовка персонала

нет

да

Применяемость в полевых условиях

да

нет

Необходимость фотометра 

нет

да

Возможность непрерывной регистрации

да

нет

Принцип метода аналогичен с ИФА. Поэтому остановимся на особенностях постановки реакции.

2.7.1.1.Антигены

В dot-ИФА можно применять различные типы антигенов, как виде живых вирусов и бактерий, так и полученные в результате разрушения бактерий или вирусов. Для уменьшения потерь антигенов на стадии промывки детергентом связанные белковые антигены можно фиксировать ковалентно с помощью глютарового альдегида. Данная методика постановки реакции способствует сохранению антигенности препаратов и позволяет проводить большее количество анализов с ограниченным количеством антигена. Антиген наносят на твердую подложку в объеме от 0,1 до 3 мкл. Удобнее пользоваться стеклянными гамильтоновскими шприцами объемом до 10 мкл и ценой деления 0,1 мкл. При использовании солюбилизированных антигенов лучше использовать мембраны с малым диаметром пор, так как на них белки связываются в основном с поверхностью. При применении целых клеток простейших, размером 5 – 10 мкм, величина пор не играет большой роли.

2.7.1.2.Схема постановки

Метод dot-ИФА позволяет определять как антигены, так и антитела. Все стадии инкубации и промывки выполняются при комнатной температуре. В начале диски с антигеном обрабатывают блокирующим раствором. Для этого лучше всего подходит 3-5% раствор очищенного бычьего сыво-роточного альбумина в триэтаноламиновом буферном растворе (БСА-СТБ), но можно применять и цельную лошадиную сыворотку или 1 %-й раствор нормальной сыворотки кролика в фосфатном буферном растворе NaCl (СФБ) при обнаружении антител. 50 мкл сыворотки пациента в 1%-ном растворе БСА-СТБ инкубируют на диске, антитела связываются с антигеном, сорбированном на диске. Далее диск трехкратно промывают в растворе детергента. Для этого можно использовать 0,05%-ный раствор нонидета Р-40 в СТБ, который является мягким неионным поверхностно активным веществом. Используют и 0,05 % раствор твин 20 в солевом растворе трис HCl. После промывания диски инкубируют с 50 мкл конъюгата афинно очищенных антивидовых антител с ферментом. При данном иммуноанализе широко используют конъюгаты антител с пероксидазой,так как молекулы этого фермента меньше по размерам молекул щелочной фосфатазы и их избыток легче вымывается из пор нитроцеллюлозной мембраны. Но нельзя забывать, что пероксидаза инактивируется азидом натрия, часто используемым в качестве консерванта, а также ароматическими хлорсодержащими углеводородами присутствующими в деионизированной воде, если для ее получения использовали полистирольные смолы.

Конъюгаты с щелочной фосфатазой в меньшей степени подвержены действию различных веществ, но из-за большого размера молекулы фермента они дают более высокий фоновый сигнал.

После того как провели отмывку несвязавшегося материала добавляют хромогенный субстрат, дающий нерастворимый продукт ферментативной реакции. При окислении субстрата ферментом в присутствии перекиси водорода образуется четко окрашенное пятно. При использовании пероксидазы в качестве субстрата используют 4-хлор-1-нафтол (4ХН), дающий голубую окраску пятен, или диаминобензидин, образующий коричневое окрашивание.

При применении щелочной фосфатазы в dot-ИФА применяют 5-бром-4-хлориндолил-3-фосфат (БХИФ), образующий голубое пятно. Во всех случаях интенсивность окраски пропорциональна количеству связавшихся антител.

При определении антигенов пробы наносят непосредственно на подложку, после чего проводят иммунологическую реакцию или со специфическими антителами и затем с конъюгатом вторичных антител с ферментом и хромогенным субстратом, или с конъюгатом специфических антител с ферментом-маркером и субстратом. Последний способ дает более четкую положительную реакцию даже при минимальной концентрации антигена. В двухсайтовом dot-ИФА при определении антигенов вначале на подложку наносят специфические антитела. Антигены в пробе связываются этими антителами. Потом добавляют меченые специфические антитела против другого эпитопа антигена и проводят реакцию с субстратом. Для таких методик характерна высокая специфичность,так как при промывании удаляются несвязавшиеся, мешающие определению, антигены.

Зыкин Л.Ф., Яковлев А.Т.(1993) приводят следующую схему постановки dot-ИФА, используемую для диагностики сапа, мелоидоза, чумы, туляремии. Определяемый антиген, разведенный 0,1М трис-HСl буфером, наносят в объеме 2 мкл на нитроцеллюлозный мембранный фильтр (НМФ) (размеры пор 0,22-0,45 мкм, использовали мембраны фирм «Millipor»(США), «Schleicher-Schull» (ФРГ), «Synpor» (Чехия)), антиген инкубировали на фильтре при 56°С в течение 30 мин. Затем наносили 5 % раствор БСА и помещали в термостат на 30 мин. при 37°С. Фильтр дважды по 5 мин промывали раствором 0,15М NaCl c твином 20 в кювете на аппарате для встряхивания. После этого НЦМ заливали иммунопероксидазным конъюгатом (ИПК) в рабочем разведении, инкубировали 30-60 мин.при 37°С. Заключительное промывание проводили четырех-пятикратно по пять минут. Далее для проведения реакции НЦМ погружали в рабочий раствор субстрата на 10-15 мин. и проводили учет. При положительном результате на НЦМ проявлялись коричневые точки (пятна), в отрицательном варианте поверхность была бесцветна. Для определения антител использовали следующую схему. На МЦМ наносили взвесь микроорганизмов в концентрации 108, оставляли на 18 часов при температуре +7°С, подсушивали, обрабатывали БСА, отмывали, а потом исследуемую сыворотку наносили на мембрану. Фильтр (НЦМ) двукратно промывали, погружали в антивидовой пероксидазный конъюгат на 1 час при 37°С, четырехкратно промывали и погружали в раствор субстрата с последующим учетом реакции. По наблюдениям авторов специфичность данного метода не уступает классическому ИФА, а чувствительность ниже только на один порядок.

2.7.1.3.Чувствительность, специфичность метода

Хорошие результаты в этом направлении впервые были продемонстрированы при диагностике висцерального лейшманиоза у людей. Специфические антитела в пробе выявляли в количестве от 0,1 нг и выше (Pappas M., 1983). Специфичность метода составила 98 %. Перекрестные реакции с 9 вирусными, бактериальными и паразитарными инфекциями, схожими по клинике с лейшманиозом, отсутствовали.

Показатели воспроизводимости результатов при использовании dot-ИФА была чуть выше по сравнению с обычным ИФА и значительно лучше, чем при использовании РСК. Сравнительные исследования показали, что чувствительность и специфичность dot-ИФА и ИФА равноценна. Специфичность и чувствительность метода практически не зависели от сроков хранения сенсибилизированной мембраны. Если мембраны с нанесенными антигенами хранились при комнатой температуре (22°C) в течение 60 дней, то наблюдали снижение титра на 2 разведения. При хранении при температуре 4°С (холодильник бытовой) понижение титра на 1 разведение наблюдали через 3 дня. Хранение при –20°С даже через 270 дней не приводило к уменьшению их реакционной способности. Подвергли проверке и конъюгированные с пероксидазой антитела и субстраты, хранившиеся при 4°С до 28 дней. Указанные условия и сроки хранения не приводили к снижению титра. Кроме того, титры в dot-ИФА не изменяются и после нескольких циклов замораживания – размораживания контрольной сыворотки.

2.7.1.4.Оборудование

Для данного метода предложено использовать 96 луночные микропланшеты, в дно лунок которых вплавлены пористые нитроцеллюлозные мембраны. Papas et al. предложили применять полоски нитроцеллюлозных мембран на пластиковой подложке (дипстики). Их удобнее использовать в полевых условиях. Однако необходимо учитывать, что полоски легко ло-маются и очень не прочны. Поэтому предложено, чтобы эти нитроцеллю-лоидные фильтры после нанесения антигена наклеивали на гибкие пласти-ковые полоски. Сейчас используют мультиантигенные дипстики – с четырьмя разными антигенами. Экспериментально доказано, что этот вид дипстиков обладает диагностической чувствительностью. Третий вид экспериментального оформления dot-ИФА разработан специально для экспресс-диагностики. Антиген наносится на непрозрачные пластиковые карточки в виде точек расположенных так же, как и на обычном микротитровальном планшете. Эту карточку можно обрезать, если использовано небольшое количество проб. Результаты dot-ИФА на карточках в 97 % случаев согласуется с результатами анализа при использовании коммерческого набора.

Таким образом, основным преимуществом dot-ИФА является возможность его использования в различных условиях и для различных количеств исследуемых образцов. Все модификации этого метода отличаются экономичым расходом реагентов, не требуют приборов с электропитанием, наборы очень компактны. По-видимому, в ближайшее время этот метод найдет широкое применение.
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3.Заключение

Обнаружение специфических антител и индикация возбудителя в физиологических жидкостях играет важную роль в клинической диагностике широкого круга заболеваний. Для этих целей был разработан ряд разнообразных методик, в том числе основанных на фиксации комплемента, пассивной гемагглютинации, ингибировании вирусной гемагглютинации, иммунофлуоресценции и латекс – агглютинации. Применение этих методик для количественного определения требует титрования в сериях разведений. Недостатками подобных методик является трудоемкость, невысокая точность и значительный элемент субъективизма, связанного с тем, что, как правило, нелегко отличить с достаточной надежностью слабую положительную реакцию от отрицательной. Эти обстоятельства вынуждают изыскивать более простые, быстрые и чувствительные приемы лабораторной диагностики.

В последние годы в лабораторную практику для диагностики инфекционных болезней начинают широко внедряться иммуноферментный и радиоиммунный анализы, основными достоинствами которых являются высокая чувствительность, возможность полной автоматизации постановки и учета реакции. Благодаря развитию этих методов появилась возможность проводить количественные измерения в широком диапазоне концентраций с использованием лишь единичного разведения сыворотки. Эти методы позволяют также легко различать по активности антитела, принадлежащие к разным классам иммуноглобулинов. Объективность количественных оценок обеспечивается инструментальным фотометрированием, при этом интенсивность регистрируемых сигналов непосредственно коррелирует с уровнем тестируемых антигенов или антител. При правильном подборе соответствующего антитела (антигена), связанного с носителем, и подходящего конъюгата, содержащего ферментную или радиоактивную метку, можно создать системы тестирования множества различных антител (антигенов), основанные на одном и том же наборе манипуляций.

В настоящее время вклад ИФА и РИА в общий объем лабораторных анализов, проводимых в нашей стране и за рубежом, неуклонно возрастает и к концу уже этого века они займут одно из ведущих мест среди методов лабораторной диагностики инфекционных болезней животных.

4.Список сокращений

Aг антиген (немеченый радиоактивной меткой – холодный);

Аг* антиген (меченный радиоактивной меткой – йодом 125I);

Ат антитело;

БСА бычий сывороточный альбумин;

БСА-СТБ раствор бычьего сывороточного альбумина в солевом триэтаноламиновом буферном растворе;

ВИЭОФ встречный иммуноэлектроосмофорез;

ИПК иммунопероксидазный конъюгат;

ИФА иммуноферментный анализ;

ИЭФ иммуноэлектрофорез;

МА моноклональные антитела;

МФА метод флюоресцирующих антител;

НЦМ нитроцеллюлозный мембранный фильтр;

РА реакция агглютинации;

РДП реакция диффузионной преципитации;

РИА радиоиммунологический анализ;

РНГА реакция непрямой гемагглютинации;

РСК реакция связывания комплемента;

СИ степень йодирования;

СФБ буферный раствор с NaCl;

ФБР фосфатно-буферный раствор.
