
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ДЛЯ СТУДЕНТОВ
ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ № 12 - 13
ТЕМА: «ВИРУСОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ»
УЧЕБНЫЕ ЦЕЛИ:
                         - Дать представление о работе вирусологической 
                            лаборатории и значении методов лабораторных 
                            исследований.

ИСХОДНЫЕ ЗНАНИЯ И УМЕНИЯ.

СТУДЕНТ ДОЛЖЕН ИМЕТЬ ПРЕДСТВЛЕНИЕ:
-	о методах вирусологических исследований 

ОСНАЩЕНИЕ:  
                        -Таблица
-	Методические указания

МЕТОДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ВИРУСОВ.
Вирусы размножаются только в жизнеспособных клетках. Их культивируют: в куриных эмбрионах, культурах ткани человека и различных животных ,в организме чувствительных животных ,восприимчивых членистоногих.
В первый период развития вирусологии основным методом изучения вирусов являлось
искусственное заражение животных ,но этот метод сложный ,и кроме этого животные ко многим вирусам оказались невосприимчивы.
Большое значение в развитии вирусологии имело введение методов культивирования вирусов в куриных эмбрионах и в культуре клеток тканей человека и животных.

ЗАРАЖЕНИЕ КУРИНЫХ ЭМБРИОНОВ. Для репродукции вирусов используют куриные эмбрионы 7-12 дневного возврата ,инкубированные в термостате при 37 С. Необходимым условием для правильного развития зародыша является соблюдение определенной влажности воздуха, которую можно создать, поместив в термостат сосуд с водой.
Пригодность куриного эмбриона для заражения определяется по наличию движений эмбриона и развитии сети кровеносных сосудов на хорион-аллантоисной оболочке при просвечивании с помощью овоскопа.
Культивирование вирусов в куриных эмбрионах проводится в разных местах эмбриона, который заражают:
1/на хорион-аллантоисную оболочку.
2/в аллантоисную полость:
3/в амниотическую полость:
4/в желточный мешок.
 Заражение куриных эмбрионов проводят в боксе с использованием стерильных инструментов. Перед заражением куриные эмбрионы двукратно протирают ватным тампоном, смоченным спиртом .
Заражение на хорион-аллантоисную оболочку. После дезинфекции яйца осторожно срезают кусочек скорлупы с тупого конца, снимают подскорлупную оболочку - при этом обнаруживается хорион-аллантоисная оболочка Инфекционный материал в количество 0,1-0,2 мл при помощи шприца или пастеровской пипетки наносят на хорион-аллантоисную оболочку. После заражения отверстие закрывают колпачком и просвет между ним и куриным эмбрионом заливают парафином.
На другой стороне яйца простым карандашом пишут название инфекционного материала и дату заражения.

Заражение в амниотическую полость. Яйцо овоскопируют и на боковой стороне выбирают участок, где хорион-аллантоис крупных кровеносных сосудов. Этот участок.      
отмечают карандашом. Яйца укладывают на подставку в горизонтальном положении, дезинфицируют и специальным стерильным копьем прокладывают отверстие в скорлупе на глубину 213 мм, через которое вводят на это же расстояние иглу с инфекционным материалом непосредственно в амниотическую полость. Для того чтобы вводимая жидкость не вытекала обратно, предварительно делают прокол над воздушным мешком, после чего оба отверстия заливают парафином.

Заражение в аллантоисную полость . Заражение проводят в затемненном боксе. Отмечают воздушное пространство, скорлупу над воздушным пространством дезинфицируют и через отверстие в скорлупе вводят по направлению к эмбриону иглу шприца с материалом. Если игла попала в аллантоисную полость, то наблюдается смещение тени эмбриона. После заражения отверстие заливают парафином.

Заражение в желточный мешок. Скорлупу дезинфицируют. Яйцо помещают на подставку тупым концом вправо так, чтобы желточный мешок был обращен вверх. Над воздушной камерой в центре прокалывают отверстие. Через отверстие в скорлупе в горизонтальном направлении на глубину 2-3 мм вводят иглу шприца, которая попадает в желточный мешок .Материал вводят в объеме 0,2-0,3 мл. После введения материала отверстие парафинируют.
Температурный режим и длительность инкубации зависят от биологических свойств введенного вируса.
Инфицированные яйца ежедневно проверяют- овоскопируют для проверки жизнеспособности эмбриона. Если эмбрионы погибают в первые сутки, то причиной этого обычно бывает травма при заражении. Такие яйца выводят из опыта.
При необходимости раздельно исследовать каждую составную часть эмбриона материал собирают в определенном порядке: отсасывают аллантоисную жидкость, затем амниотическую жидкость, разрезают хорион-аллантоисную оболочку, отделяют амниотическую оболочку, отделив её от внутренней поверхности скорлупы. Наличие вируса в зараженном эмбрионе определяют по характерным изменениям хорион-аллантоисной оболочки зараженного куриного эмбриона.




ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ВИРУСОВ.
1 .Реакция гемагглютинации, реакция задержки гемагглютинации, реакция непрямой ге-магглютинации. Реакция связывания комплемента. 
2.Реакция нейтрализации вирусов в культуре тканей. 
3.Метод иммунофлюоресценции.
4.Гистологический метод- выявления включений /телец Бабеша-Негри при бешенстве; телец Пашена при оспе и др./
 5.Биологический метод.

П.МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ФАГОВ. Прямой метод. Фаг получают и изучают непосредственно в фильтратах исследуемого материала. О наличии и активности фага узнает по лизису чувствительной к нему культуры. Как правило, прямой метод не дает убедительных результатов из-за малого количества Используют метод обогащения.
Метод обогащения. Подготовленный фильтрат вносят в 2-3 часовую бульонную культуру соответствующих микроорганизмов. Посев инкубируют в термостате. Фаг размножается в клетках культуры и титр его значительно увеличивается. После этого бульон фильтруют и в фильтрате определяют свойства и активность фага.
III. ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМИНЕНИЕ БАКТЕРИАФАГОВ.   ПРОЧИТАТЬ 
Применение фагов основана на их строгой специфичности и способности разрушать микробные клетки или вступать с ними в симбиоз.

ФАГОПРОФИЛАКТИКА и ФАГОТЕРАПИЯ-предупреждение и лечение инфекции с помощью фагов основаны на том, что, встречная в организме больного возбудителя болезни, фаг уничтожает его. В настоящее время фаги широко применяют при лечении и профилактике стафилококковых поражений, даже таких, которые не поддаются действию антибиотиков, а также холеры, чумы и ряда других инфекции, например инфекций, вызванных кишечной палочкой и протеем.

ФАГОДИАГНОСТИКА включает идентификацию вьщеленных культур с помощью известных /диагностических/ фагов. Культура соответствует тому фагу, который ее лизировал. Например, если лизис вызвал холерный фаг, то это культура холерного вибриона. 
Строгая специфичность типовых фагов дает возможность типировать варианты внутри вида /ф а -товары/. Фаготипирование имеет большое значение в эпидемиологии, так как позволяет установить источник инфекции и решить ряд других вопросов; б/ определение неизвестного фага по тест -культуре микробов. Если фаг лизирует культуру возбудителя дизентерии ,то это дизентерийный фаг; в/ ускоренный метод диагностики с помощью реакции титра фага РНТФ не требует вьщеления чистой культуры возбудителя .Исследуемый материал / от больного или из объектов внешней среды /и индикаторный фаг ,титр которого строго установлен , вносят в бульон.
Умеренные фаги широко применяют при решении кардинальных вопросов биологии. С их помощью изучен генетический код, достигнуты большие успехи в генной инженерии их используют для изучения опухолевого роста ,как фактор изменчивости микроорганизмов и в других исследованиях .Так как лизогенные культуры в отличие от «здоровых» чувствительны к радиации , они служат для определения надежности защиты космических кораблей от космических лучей: при ненадежной защите профаг переходит в вирулентную форму и лизирует культуру.

 ПРЕПАРАТЫ ФАГОВ.

При производственном получении препаратов фага пользуются хорошо изученными штаммами микроорганизмов и фагов, которые обычно выращивают в реакторах, что позволяет получать большие качества фаголизата.
Фаги выпускают в жидком виде /ампулы и флаконы/, в таблетках и свечах. Таблетки фагов ,предназначенные для применения через рот, покрыты кислотоустойчивой оболочкой защищающей фаги от действия соляной кислоты желудочного сока.
Все препараты фагов подлежат обязательному контролю на отсутствие посторонней флоры ,безвредность и активность /титр/, который осуществляется на выпускающем их производстве. Выборочный контроль производят в Государственном НИИ стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича. Выпускаемый фаг снабжен этикеткой ,на которой указано: учреждение ,его выпускающее ,название фага серия, номер контроля и срок годности .Каждая упаковка снабжена наставлением по при менению и хранению фага.

Контрольные    вопросы
1 .Какие методы изучения вирусов используются в вирусологии?
2.Что используют для репродукции вирусов?
3.В каком возрасте используют куриные эмбрионы для исследований. 
4.В каких местах куриного эмбриона проводится заражение? 5.Перечислить основные типы реакции при исследований вирусов. 6.В каком виде выпускается фаги?
7.Какие требования предъявляются к каждой упаковке фага?

