МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ДЛЯ СТУДЕНТОВ


ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №11

Тема: «Микробиологическая диагностика гельминтов»

Цель занятия: Изучение морфологии гельминтов и методов исследования материалов на наличие гельминтов.
Материальное оснащение: Макро- и микропрепараты инфинитивных стадий и яиц различных гельминтов. Учебные таблицы: «Яйца различных видов гельминтов, паразитирующих у человека», «Миграция личинок аскариды в организме человека», «Цикл развития широкого лентеца и кошачьей двуустки», «Цикл развития вооруженного и невооруженного цепней».

ПЛАН ЗАНЯТИЯ.

Изучение морфологии гельминтов и их яиц.
Исследование фекалий и других материалов на присутствие яиц гельминтов и члеников.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА

Просмотр макро- и микропрепаратов (особей, члеников и яиц). Микропрепараты изучают с помощью штативной 
     лупы и микроскопа с малым увеличением (объектив 8, окуляр 10). Зарисовка микропрепаратов в тетради.
Проведение гельминтологического исследования фекалий и другого материала.

Макроскопическое исследование кала на обнаружение паразитов и их члеников. Свежие испражнения просматривают без всякой обработки, затем для более детального осмотра смешивают с водой и просматривают в плоской посуде (фотографические кюветы темного цвета).
Еще лучшие результаты дает метод отмучивания - к суточному количеству испражнений прибавляют 5-10-кратное количество воды, перемешивают и после отстоя воду сливают. Эту манипуляцию повторяют 3-4 раза. Отмытый осадокосматривают в кювете невооруженным глазом и через лупу.	
Исследование испражнений на яйца глистов по методу Фюллеборна. К 5 или 10 г испражнений добавляют 20-кратное количество насыщенного раствора хлорида натрия (400 г поваренной соли на 1 л горячей воды), размешивают и дают отстояться 45 мин -1 час	
. затем образовавшуюся пленку переносят широкой петлей на предметное стекло и микроскопируют. Метод основан на всплывании яиц гельминтов в насыщенном растворе хлорида натрия. Однако яйца широкого лентеца и неоплодотворенные яйца аскарид не всплывают, поэтому, помимо пленки, надо исследовать 2-4 препарата осадка, который извлекают со дна пипеткой.
Определенные преимущества перед описанным методом имеет исследования по модификации Калантарян. Исследование ведут так же, как и по методу Феллеборна, но вместо насыщенного раствора хлорида натрия используют раствор нитрата натрия (плотность 1,4).
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При этом всплывают неоплодотворенные яйца аскарид и широкого лентеца, поэтому нет необходимости в исследовании осадка.
Учащиеся проводят исследования фекалий по методу Феллеборна или Калантарян и, пользуясь таблицей-определителем, устанавливают видовую принадлежность обнаруженных яиц.
Консервация яиц гельминтов в пробах фекалий проводится в трех случаях, когда микроскопия испражнений на месте взятия материала невозможна. В качестве консервантов применяют моющие синтетические средства: 10 % раствор «Лотоса» или 1,5 % раствор «Экстры». Эти растворы прибавляют к фекалиям в отношении 5:1. метод дает возможность сохранить яйца в течении 6 мес.
Исследование овощей. Овощи заливают на 16-24 ч водой и встряхивают. Жидкость фильтруют и фильтрат микроскопируют.
Исследование почвы. Эмульгируют 10-15 г почвы в 100 мл 5% раствора едкого натра. Взвесь центрифугируют, надосадочную жидкость сливают, осадок смешивают в насыщенном растворе нитрата натрия и снова центрифугируют.
Поверхностную пленку смешивают с водой и фильтруют в воронке Голдмана (через планктонный фильтр). Фильтрат микроскопируют.
Исследование на острицы. Можно исследовать соскоб с перианальных складок, для чего спичкой, смоченной в 50 % глицерине, берут соскоб с раздвинутых перианальных складок. Со спички материал снимают краем предметного стекла в каплю глицерина (щелочи или воды), находящуюся на другом предметном стекле, и микроскопируют. При другом способе яйца снимают с перианаль-ной области липкой полиэтиленовой лентой или полихлорвиниловой пленкой, который потом микроскопируют.
На острицы исследуют также материал из подногтевых пространств.
Осмотр мяса на финноз. Исследуют мясо всех убойных животных, кроме лошадей. Осматривают и тщательно прощупывают язык у туши, разрезают (параллельно поверхности нижней челюсти) и осматривают жевательные мышцы. Затем осматривают сердце и делают несколько продольных разрезов. Разрезают и осматривают мышцы корня языка, шейные мышца и диафрагму.
Исследование мяса на трихинеллез. Исследованию подлежит мясо свиней и других плотоядных животных. Для трихиноскопии берут их ножек диафрагмы исследуемой туши две пробы мяса - 60 г каждая.
Из каждой пробы делают по 12 срезов толщиной не более 3 мм. Срезы раскладываются по одному в поле нижнего стекла компрессориума поперек его длины (по 12 с каждой стороны). Затем накладывают верхнее стекло и, завинчивая винты, раскладывают срезы до таких пределов, чтобы через них можно было прочесть газетный шрифт и в таком виде исследуют. Срезы из замороженной свинины окрашивают раствором метиленового синего; срезы солонины обрабатывают глицерином, разведенным пополам с водой.
Исследование рыбы на наличие личинок кошачьей двуустки. Это исследование проводится у карповых рыб в районах, неблагополучных по описторхозу. Для исследования вырезают кусочки подкожно-жирового и поверхностного мышечного слоя на спинке. Эти кусочки помещают на препаровальный столик лупы и при легком надавливании предметным стеклом рассматривают
под лупой при увеличении в 10 или 20 раз. Выборочно просматривают подозрительные участки под микроскопом. Если личинка живая, отчетливо видны ротовая и брюшная присоски, а экскреторный пузырь сильно преломляет свет. Жизнеспособность личинки можно определить также по ее подвижности после нагревания препарата, а также путем окраски 0,3 % раствором розолловой кислоты и биологическим методом (заражение лабораторных животных).
Исследование рыбы на зараженность плероцеркоидами лентеца широкого. Для исследования берут 16 щук и налимов, и 30 окуней и ершей, желательно крупного размера. Рыбу вскрывают по средней линии брюшка и осторожно извлекают внутренние органы. Каждый орган осматривают на наличие плероцеркоидов как на поверхности, так и на разрезе. После осмотра внутренних органов приступают к осмотру мышц - сначала поверхности, затем отдельных кусочков.
При осмотре тканей рыбы рекомендуется использовать лупу. Можно изучить зараженность рыбы и компрессионным методом: срезы толщиной 6-8 мм сдавливают между предметными стеклами и просматривают под лупой.
Длина плероцеркоида 2-2,5 см, ширина 2-3 мм, белого цвета. Имеет червеобразно-булавидную форму. На головном отделе под лупой видна присасывающая щель. Для определения жизнеспособности личинок их помещают в изотонический раствор хлорида натрия при температуре 28-30° С или в желудочный сок. Живые плероцеркоиды подвижны.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ.
По какому принципу построена эпидемиологическая классификация гельминтозов? Перечислите виды гельминтов разных групп.
Для каких гельминтов человек является промежуточным хозяином?
На какие виды гельминтов (их личинок) проводится исследование мяса убойных животных?
Назовите заболевания человека, вызываемые гельминтами.


