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1. Занятие №26.
Тема: Морфология и физиология вирусов. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций. 

2. Форма организации занятия: практическое занятие
3. Значение изучения темы. 

Проблемы, выдвинувшие вирусологию в число наук, имеющих большое теоретическое и практическое значение:
· Вирусные болезни в настоящее время стали наиболее распространенными среди растений, животных и человека, для борьбы с которыми еще не найдены надежные средства и наносящих огромный экономический ущерб. 

· С вирусами связывают развитие различных злокачественных опухолей и болезней крови, что имеет значение в изучении их этиологии, ранней диагностики и лечения.

· Вирусы – уникальные биологические агенты, изучение которых может пролить свет на происхождение жизни, раскрыть многие ее генетические закономерности.

4. Цели обучения: 

- учебная:
· способностью и готовностью анализировать социально значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности;
· способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств, в организации работ по практическому использованию и внедрению результатов исследований.
знать:

1. Особенности морфологии и физиологии вирусов.
2. Особенности методов вирусологической диагностики. 
3. Основные методы выделения, индикации и идентификации вирусов с целью дифференциации инфекционных заболеваний.
4. Понятия «элементарные тельца» и «внутриклеточные включения».
5. Модели для культивирования вирусов in vitro.
6. Методы индикации (цветная проба, РГА и др.).
7. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций.
8. О приоритете Д. И. Ивановского  в открытии вирусов и о роли отечественных ученых в изучении вирусов.
9. О ведущей роли РФ в ликвидации оспы на земном шаре.

уметь:

1. Микроскопировать культуры интактных и зараженных вирусом культур клеток ткани. Установить ЦПД вируса.
2. Учитывать и оценивать результаты цветной пробы для индикации вируса.
3. Объяснить назначение сред для культивирования культур тканей и клеток.

владеть методами лабораторной диагностики вирусных инфекций.
5. План изучения темы:

5.1 Контроль исходного уровня знаний
Собеседование по контрольным вопросам:

1. Структура вирусов; понятия «элементарные тельца», «внутриклеточные включения».

2. Особенности репродукции вирусов и исход их взаимодействия с клеткой.

3. Модели для культивирования вирусов и соответствующие им методы индикации вирусов.

4. Идентификация вирусов.

5. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций и их особенности.

Тесты 

1. ОСНОВОПОЛОЖНИК ВИРУСОЛОГИИ
1) Л. Пастер

2) Р. Кох

3) Д.И. Ивановский

4) Л.А. Зильбер

5) А. ван Левенгук

2. ВИРУСЫ
1) облигатные внутриклеточные паразиты

2) факультативные внутриклеточные паразиты

3) фильтрующиеся формы бактерий

4) некультивируемые формы бактерий

5) инволюционные формы бактерий

3. ВИРУСЫ

1) генетические паразиты

2) энергетические паразиты
3) факультативные паразиты
4) мембранные паразиты
5) сапрофиты
4. ВИРУСЫ ХАРАКТЕРИЗУЮТСЯ
1) наличием ДНК и РНК

2) содержат ДНК или РНК
3) не используют рибосомы клетки хозяина для биосинтеза белка
4) репродуцируются только вне активно функционирующих клеток
5) способностью к росту и бинарному делению

5. НАИБОЛЕЕ ПРИЗНАННАЯ ТЕОРИЯ ПРОИСХОЖДЕНИЯ ВИРУСОВ
1) потомки доклеточных форм

2) результат регрессивной эволюции
3) клонально-селекционная
4) естественного отбора
5) «взбесившиеся» гены
6. ОСНОВНОЕ ОТЛИЧИЕ ВИРУСОВ ОТ ЭУ- И ПРОКАРИОТОВ

1) наличие одного типа нуклеиновой кислоты

2) воспроизведение за счет собственной нуклеиновой кислоты
3) воспроизведение за счет нуклеиновой кислоты клетки хозяина
4) отсутствие белоксинтезирующих систем
5) неспособность к росту и бинарному делению
7. СУБКОМПОНЕНТАМИ ВИРИОНА ВИРУСА НЕ ЯВЛЯЮТСЯ

1) нуклеиновая кислота

2) провирус

3) нуклеокапсид

4) капсид

5) суперкапсид

8. ИНФЕКЦИОННОСТЬ ВИРУСОВ СВЯЗАНА С

1) суперкапсидом

2) капсидом

3) типом симметрии

4) нуклеиновой кислотой

5) количеством капсомеров

9. ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ВКЛЮЧЕНИЯ ПРИ ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЯХ:

1) запасные питательные вещества

2) форма сохранения вируса при неблагоприятных условиях

3) способ ухода вируса от иммунного надзора

4) защитная реакция клетки

5) скопления вирионов или их компоненты 

10. СХЕМА РЕАЛИЗАЦИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ РНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ

1) + РНК ( белок

2) ( РНК ( белок

3) + РНК ( ( РНК ( белок

4) ( РНК ( РНК-полимераза ( белок

5) ДНК ( мРНК ( белок

11. СХЕМА РЕАЛИЗАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ ДНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ
1) + РНК ( белок

2) ( РНК ( мРНК ( белок
3) ДНК ( мРНК ( белок
4) РНК ( ДНК ( мРНК ( белок
5) белок ( мРНК ( ДНК
5.2. Основные понятия и положения темы.
Вирусы - это неклеточная форма организации материи, обладающая собственным геномом и способностью к воспроизведению в клетках других организмов. 

В отличие от прокариотов и эукариотов вирусы:

1) содержат только один тип нуклеиновой кислоты;

2) не имеют клеточного строения;

3) не имеют собственных белоксинтезирующих систем;

4) не способны к росту и бинарному делению, а воспроизводятся только за счет собственной нуклеиновой кислоты.

Следовательно, они являются абсолютными внутриклеточными паразитами клеток на генетическом уровне.

Внеклеточная форма существования вирусов - вирион. Размеры вирионов варьируют от 20-50 нм до 200-400 нм. Они могут иметь форму: палочковидную (вирус табачной мозаики), нитевидную (некоторые бактериофаги), сферическую, напоминающую многогранники (аденовирусы, пикорнавирусы и др.), кубовидную (поксвирусы), сперматозоидную (большинство бакгериофагов). 

Вирионы содержат только один тип нуклеиновой кислоты – ДНК или РНК. Нуклеиновая кислота упакована в непроницаемую белковую оболочку - капсид. Вместе они составляют нуклеокапсид. По химическим свойствам это нуклеопротеид. Сложноорганизованные вирионы имеют внешнюю оболочку - суперкапсид, содержащий липиды и углеводы клетки хозяина. 

Капсиды состоят из белковых структурных субъединиц - капсомеров. По расположению капсомеров относительно осей симметрии различают типы симметрии вируса: спиральный, кубический или смешанный. Число капсомеров у вида постоянно (у вирусов полиомиелита - 60, аденовирусов - 252). 

С нуклеиновой кислотой связана инфекционность т.е. болезнетворность вируса, от капсида зависят антигенные и иммуногенные свойства вируса. Капсид защищает вирус от неблагоприятных воздействий и обеспечивает адсорбцию вируса на клетке-хозяина.

Крупные вирусы, видимые при специальных способах окраски в световом микроскопе, получили название элементарных телец (элементарные тельца Пашена - вирус натуральной оспы). Поражая клетки организма, вирусы могут образовывать внутриклеточные включения в ядре или цитоплазме клеток. При специальных методах окраски их можно обнаружить в световой микроскоп (тельца Бабеша-Негри при бешенстве, тельца Гварниери при натуральной оспе). Их обнаружение имеет диагностическое значение.

В отличие от прокариотов и эукариотов вирусы не размножаются бинарным делением. Размножение вирусов происходит раздельно (дизъюнктивно) путем воспроизведения их нуклеиновых кислот и синтеза белков с последующей сборкой вирионов в клетке-хозяине. Этот процесс получил название репродукции. 
Существует три типа взаимодействия вируса о клеткой-хозяина:

1) Продуктивная инфекция заключается в образовании новых вирионов;

2) Абортивная инфекция внезапно прерывается в стадии репликации вирусной НК, или синтеза вирусных белков, или морфогенеза вирионов;

3) Вирогения характеризуется встраиванием (интеграцией) вирусной НК в ДНК клетки. У фагов такой тип взаимодействия называется лизогенией. При делении клетки происходит синхронная репликация вирусной и клеточной ДНК. Это позволяет объяснить персистенцию вирусов, развитие медленных и латентных вирусные инфекции, онкогенез.
В связи с абсолютным паразитизмом вирусы культивируют:
1) в организме восприимчивого животного; 
2) в курином эмбрионе; 
3) в культуре клеток ткани.
Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций:

1) Вирусоскопический – обнаружение элементарных телец, внутриклеточных включений и ЦПД вируса. 

2) Вирусологический - выделение культуры вируса, его индикация и идентификация. 

3) Серологический – обнаружение нарастания титра антител в парных сыворотках крови обследуемых, определение классов иммуноглобулинов и определение авидности антител. 

4) Экспресс-диагностика – определение в исследуемом материале наличие вирусспецифического антигена (РИФ, ИФА) или НК вируса (ПЦР).

5.3 Самостоятельная работа по теме:

1. Провести вирусологическое исследование содержимого везикул больного с подозрением на натуральную оспу:

1.1. Промикроскопировать препарат из содержимого везикул, окрашенный по Морозову. Сделать заключение.

1.2. Заразить куриный эмбрион содержимым везикул на ХАО закрытым способом (продолжение исследования на следующем занятии).

2. Учесть и оценить результаты заражения культуры клеток ткани материалом от больных «А» и «В» с подозрением на заболевание вирусной этиологии.

3. Учесть и оценить результаты цветной пробы (ЦП) на культуре клеток ткани, зараженной материалом от больных «С» и «Д» с подозрением на заболевание вирусной этиологии.

4. Ознакомиться с питательными средами, солевыми растворами, растворами ферментов, используемыми для приготовления и культивирования культур клеток ткани in vitro: раствор трипсина, раствор Хенкса, среда 199, бычья сыворотка.

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1.1. Проведите вирусологическое исследование содержимого везикул больного с подозрением на натуральную оспу:

1.2. Промикроскопируйте препарат из содержимого везикул, окрашенный по Морозову. Сделайте заключение.

Вирусы, имеющие очень малые размеры, можно увидеть только в электронном микроскопе. Но вирусы размером более 200 мкм можно увидеть в обычном микроскопе при специальных методах обработки. Наиболее распространенным методом является серебрение по Морозову. Выявляемые при этом вирусы называются элементарными тельцами. Они выглядят в виде темно-коричневых, почти черных частиц на светло-коричневом фоне.

К числу крупных вирусов относится вирус натуральной оспы, элементарные тельца которого были впервые описаны Пашеном (элементарные частицы Пашена). Их обнаружение в содержимом везикул имеет диагностическое значение.

1.3. Заразите куриный эмбрион содержимым везикул на ХАО закрытым способом.

Вирусы являются абсолютными внутриклеточными паразитами и поэтому могут размножаться только в живых клетках. К числу наиболее распространенных способов их культивирования относится заражение куриного эмбриона. Заражение проводят на ХАО, в амниотическую или аллантоисную полость, либо в желточный мешок или сам эмбрион.

Перед заражением на ХАО 10-12-суточные эмбрионы просмотрите в овоскопе. Простым карандашом на скорлупе отметьте локализацию воздушного мешка, а сбоку - область без сосудов. Отмеченные места смажьте 1% раствором спиртовой настойки йода, а затем – спиртом. Толстой иглой осторожно прокалите скорлупу со стороны воздушной полости и сбоку. Через отверстие сбоку на ХАО нанесите 0,1 мл исследуемого материала и залейте проколы расплавленным карболизированным парафином. Зараженные эмбрионы поместите в термостат при Т-35-37( на 48-72 ч (продолжение исследования на следующем занятии).

II. Учтите и оцените результаты заражения культуры клеток ткани материалом от больных «А» и «В» с подозрением на заболевание вирусной этиологии.

Культуры клеток ткани наиболее часто используются для выделения вирусов из патологического материала и их последующего культивирования. Индикация вирусов осуществляется по тем изменениям, которые наблюдаются в клетках в результате репродукции в них вирусов. Это так называемое цитопатическое действие вируса (ЦПД). Поскольку тип ЦПД зависит от вида вируса, то это имеет диагностическое значение.

Различают следующие типы ЦПД вируса: деструкция, симласто- или синцитообразование и пролиферация. При сравнении клеточного монослоя, инфицированного вирусом, с незараженными клетками контроля отмечают изменения, которые характеризуют ЦПД вируса.

III. Учтите и оцените результаты цветной пробы (ЦП) на культуры клеток ткани, зараженной материалом от больных «С» и «Д» с подозрением на заболевание вирусной этиологии.

Основой цветной пробы, как метода индикации вируса, является нарушение метаболизма культуры клеток ткани в результате репродукции вируса. Рост клеток сопровождается накоплением кислых продуктов метаболизма, сдвигом рН в кислую сторону и изменением цвета индикатора фенолового красного с красного на желтый. Вирусы подавляют клеточный метаболизм и среда сохраняет первоначальный цвет. Критерием достоверности полученных результатов является контрольная незараженная культура клеток ткани.

IV. Ознакомьтесь с питательными средами, солевыми растворами, растворами ферментов, используемыми для приготовления и культивирования культур клеток ткани in vitro.

Культуры клеток ткани, используемые для культивирования вируса, получают чаще всего из эмбриональных или опухолевых тканей. Различают первичные, перевиваемые и полуперевиваемые типы культур клеток.


Приготовление первичных культур включает следующие этапы:

· измельчение ткани на фрагменты и отмывание в растворе Хенкса от крови, клеточного детрита и др;

· диспергирование клеток путем обработки 0,25% раствором трипсина;

· отмывание раствором Хенкса полученной суспензии клеток и помещение ее в концентрации 200-400 тыс/мл в культуральные сосуды (пробирки, пенициллиновые флаконы и др.), куда вносится соответствующая питательная среда (199, 199 с добавлением бычьей сыворотки и др.);

· термостатирование культуральных сосудов при 37( в течение 2-3 дней для формирования монослоя.

Состав солевых растворов и питательных сред, применяемых в вирусологии, обеспечивает сохранение, рост и размножение in vitro эукариотических клеток.


Раствор Хенкса: набор неорганических солей, глюкоза, феноловый красный (обеспечивает сохранение рН, осмотическое давление и состав необходимых неорганических веществ).


Среда 199: содержит более 60 компонентов, в том числе 20 аминокислот, 17 витаминов, составные части нуклеиновых кислот, глюкозу, 8 минеральных солей и др.


Бычья сыворотка: вводится в состав питательных сред в качестве дополнительного источника белкового питания, витаминов, факторов роста.

V. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты, указав, что они содержат, для чего и как применяются.
5.4. Итоговый контроль знаний:
- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Особенности морфологии и физиологии вирусов, особенности их взаимодействия с макроорганизмами. 

2. Модели для культивирования вирусов in vitro и соответствующие им методы индикации вирусов.

3. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций.

4. Культуры клеток ткани

5. ЦПД вирусов.

6. Учет и оценка результатов цветной пробы для индикации вируса.

- решение ситуационных задач:

ЗАДАЧА №1. Для выделения вирусов в культуре клеток тканей используются раствор трипсина, раствор Хенкса, среда 199, бычья сыворотка, игла.

1. Какие питательные среды должны входить в состав ростовой питательной среды для культивирования культур тканей и клеток?

2. Назначение питательных сред и солевых растворов в вирусологии?

3. Как получают первичные культуры клеток?

ЗАДАЧА №2. Проведено заражение куриного эмбриона для выделения вируса гриппа. После инкубации в термостате зараженного эмбриона отмечается его гибель. 

1. Назовите оптимальные методы заражения куриного эмбриона  исследуемым материалом для выделения вируса при диагностике гриппа и натуральной оспы.

2. Назовите методы индикации вирусов в курином эмбрионе.

3. Какие вирусы можно культивировать на данной биологической модели?

4. Оценить данный результат.

ЗАДАЧА №3. Проведено заражение культуры клеток вируссодержащим материалом.
1. Назовите методы индикации вируса в культуре клеток.

2. Назовите виды культур клеток тканей в зависимости от числа жизнеспособных генераций.

3. Какие вирусы можно обнаружить по внутриклеточным включениям?
ЗАДАЧА №4. Проведена цветная проба на культуре клеток ткани, зараженной материалом от больных «А» и «В» с подозрением на заболевание вирусной этиологии. Результаты ЦП: контрольная незараженная культура клеток ткани желтого цвета, опыт «А» - красный, «В» - желтый цвет.
1. Цель цветной пробы?
2. Назовите критерий достоверности полученных результатов.
3. Учтите и оцените результаты ЦП.
ЗАДАЧА №5. При микроскопии препарата из содержимого везикул, окрашенного по Морозову, отмечается наличие темно-коричневых, почти черных частиц на светло- коричневом фоне.

1. Сделать заключение по данной микроскопической картине;

2. Какие вирусы можно увидеть в обычном микроскопе при специальных методах окраски?

3. Значение определения элементарных телец?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия:

1. Назовите отличительные признаки вирусов.

2. Обоснуйте выбор моделей для культивирования вирусов.

3. Обоснуйте выбор методов заражения куриного эмбриона для выделения вирусов и способы их индикации.

4. Назовите типы культур клеток ткани, используемых для культивирования вирусов; в чем их особенности.

5. Назовите и обоснуйте способы индикации вирусов при заражении культур клеток тканей.

6. Обоснуйте возможность использования вирусоскопического метода диагностики вирусных инфекций, в чем его особенность по сравнению с микроскопическим методом диагностики бактериальных инфекций?

7. В чем суть вирусологического метода диагностики вирусных инфекций и какой метод в диагностике бактериальных инфекций является его аналогом?

8. Назовите критерии оценки результатов при серологической диагностике вирусных инфекций.

7. Рекомендации по выполнению НИРС:

1. Теории происхождения вирусов.

2. Прионы и прионные инфекции.

3. Культуры клеток ткани в вирусологической практике.

8. Рекомендуемая литература:

Обязательная

1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.

Дополнительная литература

2. Зубарева, Е. В. Микробиология: курс лекций / Е. В. Зубарева; Красноярский педагогический университет. - Красноярск: ЛИТЕРА-принт, 2012. - 168 с: ил. + Электронный ресурс: 150.00 

3. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный. 

4. Микробиология [Электронный ресурс]: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014. 

5. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. (электрон.). - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - (Лучший зарубежный учебник). - Текст: электронный. 

6. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям : учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 с. - Текст: электронный. 

Электронные ресурсы

ЭЛЕКТРОННЫЙ АТЛАС - руководство по бактериологии, микологии, протозоологии и вирусологии с иммунологией и аллергологией (под ред. акад. РАМН, проф. Воробьева А.А., проф. Быкова А.С.) (http://medicine-live.ru/page/atlas/micro/
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