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1. Занятие №24
Тема: Морфология и физиология вирусов. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекций. Лабораторная диагностика гриппа, парагриппа, аденовирусных инфекций.
2. Форма организации занятия: практическое занятие
3. Значение изучения темы: 

Вирусы - это мельчайшие микроорганизмы, не имеющие клеточного строения, содержащие только один тип нуклеиновой кислоты и не способные к синтезу белка. 

Проблемами, выдвинувшими вирусологию в число наук, имеющих большое теоретическое и практическое значение, являются следующие:
1) Заболевания растений, животных и человека, вызываемые вирусами, в настоящее время играют ведущую роль и наносят огромный экономический ущерб; препараты для эффективной этиотропной терапии многих вирусных инфекций не разработаны. 

2) С вирусами связывают развитие различных злокачественных опухолей и болезней крови, что диктует необходимость изучения этиологии данных заболеваний, разработки методов ранней диагностики и средств адекватного лечения.

3) Вирусы – уникальные биологические агенты, изучение которых может пролить свет на происхождение жизни, раскрыть многие ее генетические закономерности.
Грипп – это заболевание, поражающее все возрастные группы и ставшее причиной смерти миллионов людей, как, например, во время великих пандемий 1918 – 1919 («испанка»), 1957 – 1958 (азиатский грипп) и 1968 – 1969 годов (гонконский грипп). С 2005 г. в мире активно циркулируют вирусы гриппа птиц H5N1, вызывающие среди людей вспышки, сопровождающиеся высокой смертностью. В 2009-2011 гг. в мире наблюдалась пандемия, вызванная вирусом гриппа свиней. По мнению экспертов, коциркуляция вирусов различных подтипов увеличивает вероятность реассортации, создавая возможность появления новых вариантов вируса, к которым большинство населения не имеет иммунитета. Следовательно, всегда существует потенциальная опасность новой пандемии. Поражая многочисленные группы населения, приводя к значительному росту смертности в группах повышенного риска, увеличивая затраты на медицинскую помощь, грипп тем самым наносит серьезный экономический ущерб и является социальной проблемой. Единственно научно обоснованным способом предупреждения заболевания и его осложнений является иммунизация современными гриппозными вакцинами. 

По данным ВОЗ, вакцинация предотвращает заболевание гриппом у 80-90% иммунизированных. Кроме того, грипп А удается предупредить при помощи химиопрепаратов. Поэтому более рациональна сочетанная химио- и вакцинопрофилактика.

4. Цели обучения:

- учебная: 
На основе теоретических знаний и практических умений обучающийся должен:
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 вирусов (цветная проба, РГА и др.).

7. Методы лабораторной диагностики вирусных инфекции.

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.
10. Правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами.

11. Классификацию, морфо-биологическую характеристику вирусов гриппа, парагриппа и аденовирусных инфекций.

12. Экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при гриппе, парагриппе и аденовирусных инфекциях.

13. Материал и методы лабораторной диагностики гриппа, парагриппа и аденовирусных инфекций.

14. Специфическую профилактику и терапию гриппа.

15. Неспецифическую профилактику ОРВИ, вызванных вирусами гриппа, парагриппа, респираторными аденовирусами.

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.

4. Соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность.

5. Обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты.

6. Пользоваться лабораторным оборудованием.

7. Поставить, учесть и оценить РГА, учесть и оценить РТГА с целью диагностики гриппа.

владеть 
1. Основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования во избежание инфицирования врача и пациента.
2. Навыками работы с микробиологическим оборудованием; навыками выполнения основных методов микробиологической диагностики инфекционных заболеваний и интерпретации полученных результатов.
3. Навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических методов диагностики инфекционных заболеваний.
4. Алгоритмом подбора иммунобиологических препаратов с целью профилактики и терапии инфекционных заболеваний.

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.

6. Классификация, морфо-биологическая характеристика и антигенное строение вируса гриппа.

7. Особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при гриппе.

8. Лабораторная диагностика гриппа: материал и методы (риноцитоскопия, вирусологический и серологический методы, экспресс диагностика).

9. Специфическая профилактика и терапия гриппа.

10. Вирусы парагриппа 1-5 типов: классификация, морфо-биологическая характеристика. Дифференциация от других респираторных вирусов.

11. Принципы лабораторной диагностики ОРВИ, вызываемых вирусами парагриппа.

12. Респираторные аденовирусы: классификация, морфо-биологическая характеристика. Дифференциация от других респираторных вирусов.

13. Принципы лабораторной диагностики ОРВИ, вызываемых респираторными аденовирусами.

14. Неспецифическая профилактика ОРВИ, вызываемых вирусами гриппа, парагриппа, аденовирусами.

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 клеткок

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 ПРОКАРИОТ

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 РЕАЛИЗАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ РНК-СОДЕР-ЖАЩИХ 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-СОДЕР-ЖАЩИХ ВИРУСОВ
1) + РНК ( белок

2) ( РНК ( мРНК ( белок
3) ДНК ( мРНК ( белок
4) РНК ( ДНК ( мРНК ( белок
5) белок ( мРНК ( ДНК
12. КЛАССИФИКАЦИЯ ВИРУСОВ ГРИППА

1) сем. Paramyxoviridae, род Paramyxovirus
2) сем. Orthomyxoviridae, род Influenzavirus
3) сем. Paramyxoviridae, род Morbillivirus
4) сем. Paramyxoviridae, род Rubulavirus
5) сем. Adenoviridae, род Mastadenovirus

13. ГЕНОМ ВИРУСА ГРИППА

1) минус-нитевая РНК, линейная

2) минус-нитевая РНК, сегментированная

3) плюс-нитевая РНК, сегментированная

4) плюс-нитевая РНК, линейная

5) минус-нитевая РНК, кольцевая

14. АНТИГЕН (Ы) ВИРУСА ГРИППА, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ ФОРМИРОВАНИЕ ИММУНИТЕТА

1) NP (нуклеопротеин)

2) NS1,NS2 (неструктурные протеины)

3) Н (гемагглютинин), N (нейраминидаза

4) M-белки

5) белки полимеразного комплекса 

15. АНТИГЕННАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ВИРУСА ГРИППА А ОБУСЛОВЛЕНА

1) спиральным типом симметрии

2) высокой скоростью репродукции 

3) «минусовым» типом РНК 

4) фрагментарностью вирусной РНК 

5) наличием суперкапсида

16. ПАНДЕМИЧЕСКИЕ ВАРИАНТЫ ВИРУСА ГРИППА А

1) результат дрейфа

2) отличаются по гемагглютинину и/ или нейраминидазе

3) отличаются по S-антигену (NP)

4) вирулентны только для человека

5) возникают с периодичностью 5-10 лет

17. ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ВИРУСОВ ГРИППА ИСПОЛЬЗУЮТ В ОСНОВНОМ

1) среду 199

2) бычью сыворотку

3) куриные эмбрионы

4) культуры клеток ткани

5) лабораторных животных

18. ИНДИКАЦИЯ ВИРУСОВ ГРИППА ПРИ ЗАРАЖЕНИИ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК ТКАНИ

1) ЦПД типа деструкции

2) ЦПД типа симпластообразования

3) РГАдс.

4) цветная проба

5) бляшкообразование

19. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ ГРИППЕ

1) больные животные

2) больные люди

3) реконвалесценты

4) продукты питания

5) вода

20. КЛАССИФИКАЦИЯ АДЕНОВИРУСОВ

1) сем. Paramyxoviridae, род Rubulavirus
2) сем. Orthomyxoviridae, род Influenzavirus
3) сем. Paramyxoviridae, род Paramyxovirus
4) сем. Adenoviridae, род Mastadenovirus
5) сем. Paramyxoviridae, род Morbillivirus
21. АДЕНОВИРУСЫ

1) РНК-содержащие

2) ДНК-содержащие

3) сложные

4) имеют обратную транскриптазу

5) обладают тератогенностью

22. ОСОБЕННОСТЬ АДЕНОВИРУСОВ

1) возможность культивирования на сложных питательных средах (среда 199 и др.) 

2) онкогенность 

3) антигенная однородность

4) не обладают ЦПД

5) вирулентны только для человека

23. АДЕНОВИРУСЫ ЧАЩЕ ВЫЗЫВАЮТ

1) менингоэнцефалиты

2) респираторные заболевания  

3) гепатиты

4) геморрагические циститы

5) миокардиты 

24. ДЛЯ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ АДЕНОВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ ИСПОЛЬЗУЮТ

1) оценку иммунного статуса

2) обнаружение внутрицитоплазматических включений в отделяемом носа и конъюнктивы

3) определение вирусспецифических антигенов в отделяемом носа и конъюнктивы

4) однократное определение антител

5) определение ГЧЗТ

25. ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИГЕНОВ АДЕНОВИРУСОВ В КЛЕТКАХ СЛИЗИСТЫХ ОБОЛОЧЕК ИСПОЛЬЗУЮТ

1) РТГА

2) РПГА

3) РИФ

4) РН

5) РСК

26. ВИРУС ГРИППА

1) плюс-РНК-содержащий

2) не имеет суперкапсида 

3) имеет кубический тип симметрии 

4) имеет спиральный тип симметрии

5) крупный
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:

· содержат только один тип нуклеиновой кислоты;

· не имеют клеточного строения;

· не имеют собственных белоксинтезирующих систем;

· 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 бактериофагов). 

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-хозяине.

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 прокариот и эукариот 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 с 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:
· в организме восприимчивого животного; 
· в курином эмбрионе; 
· 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 вирусоспецифического антигена (РИФ, ИФА) или НК вируса (ПЦР).

Классификация, морфо-биологическая характеристика и антигенное строение вируса гриппа. Семейство Orthomyxoviridae, род Influenzavirus, вирусы гриппа трех серотипов – А, В и С.
Вирус гриппа А подразделяется на подтипы в зависимости от строения двух поверхностных белков: гемагглютинина (H) и нейраминидазы (N). Известно 18 разновидностей гемагглютинина (Н1-Н18) и 11 разновидностей нейраминидазы (N1-N11). В настоящее время преобладающими подтипами вируса гриппа А являются A (H1N1) и A (H3N2). Весной 2009 года появился новый вирус типа А (H1N1) (вирус гриппа свиней), отличный от циркулирующих ранее и вызвавший первую пандемию гриппа за последние 40 лет. 
Вирус гриппа В не подразделяется на подтипы, но может подразделяться на линии и штаммы. Представители типа В, циркулирующие в настоящее время, принадлежат к двум линиям: B/Yamagata и B/Victoria. Вирус гриппа С вызывает спорадические случаи заболевания в легкой форме, не подразделяется на подтипы.

В настоящее время штаммы вируса обозначаются следующим образом:

· Серотип (A, B, C)

· Хозяин (свинья, лошадь, курица и т.д.; для человеческих вирусов хозяин не указывается) 

· Географическое происхождение (Denver, Taiwan и т.д.)

· Номер штамма (15, 7 и т.д.)

· Год выделения (57, 2009 и т.д.)

· Для вирусов гриппа А в скобках указываются подтипы гемагглютинина и нейраминидазы (H1N1), (H5N1)

Например:

· A/duck/Alberta/35/76 (H1N1) – вирус птичьего происхождения (утка)
· A/Perth/16/2009 (H3N2) – человеческий вирус
Вирионы вируса гриппа наиболее часто представляет собой сферические частицы со средним диаметром 110 нм. В свежевыделенных препаратах встречаются нитевидные формы значительно большей величины.

Вирион представляет собой нуклеокапсид, окруженный внешней оболочкой. Нуклеокапсид характеризуется спиральной симметрией. Особенностью вируса гриппа является фрагментарность минус-нитевой РНК, которая обуславливает способность генома к высокой частоте рекомбинаций. Последнее играет важную роль в антигенной изменчивости вирусов гриппа. Наиболее подвержен изменчивости вирус гриппа А.
Образование в естественных условиях новых подтипов вируса гриппа происходит вследствие рекомбинации между циркулирующими вирусами. По мнению многих исследователей, появление новых пандемических вирусов происходит в результате рекомбинации между вирусами гриппа человека и птиц или животных.
Механизмы изменчивости получили название антигенный дрейф и антигенный шифт. Дрейф происходит постоянно и обусловлен точечными мутациями в тех сайтах генома, которые отвечают за синтез гемагглютинина и нейраминидазы. В результате в популяции вирусов постоянно появляются новые сероварианты, которые незначительно отличаются от исходного штамма. Но эти изменения не выходят за рамки подтипа. 

Шифт обусловлен реасортацией и полной заменой генов, кодирующих синтез гемагглютинина и/или нейраминидазы. Это приводит к появлению нового подтипа вируса, который является причиной новой пандемии. 

Специфическая профилактика и терапия гриппа. Основой профилактики гриппа является иммунизация. Её применяют перед началом эпидемиологического сезона. Вакцинирование рекомендовано прежде всего лицам групп риска: дети, работники медицинских и образовательных учреждений, больные хроническими заболеваниями, лица старше 60 лет. В настоящее время применяются различные типы вакцин: живые, субвирионные, субъединичные, сплит-вакцины. 
Все гриппозные вакцины готовятся из актуальных штаммов вирусов А/H1N1, A/H3N2 и В, рекомендуемых ежегодно ВОЗ. 



В России лицензированы следующие противогриппозные вакцины: 

1) Гриппол - субъединичная вакцина с иммуностимулятором полиоксидонием; 

2) Ваксигрип - сплит-вакцина;

3) Инфлювак - субъединичная  вакцина; 

4) Флюарикс - очищенная сплит-вакцина;

5) Ультравак – вакцина гриппозная аллантоисная интраназальная живая сухая.
Из химиопрепаратов в целях профилактики и терапии гриппа используются: 
1) Ремантадин (вирус гриппа А) – блокатор белка М2; 

2) Арбидол – блокатор слияния липидной оболочки вируса с мембраной эндосом;

3) Ингавирин – взаимодействует с вирусным белком NP и является блокатором ядерно-цитоплазматического экспорта, также является индуктором интерферона;

4) Интерфероны (интерферон-α2, интерферон-ɣ (Ингарон). Последний обладает выраженным противовирусным эффектом, стимулирует активность NK-клеток, созревание дендритных клеток и формирование специфического антитоксического иммунитета;

5) Индукторы интерферонов (амиксин, циклоферон);

6) Ингибиторы протеаз (контрикал, амбен, Е-аминокапроновая кислота) – ингибирование протеолитического нарезания вирусных полипептидов.

Вирусы парагриппа 1-5 типов: классификация, морфо-биологическая характеристика. Дифференциация от других респираторных вирусов.

Семейство Paramyxoviridae. Вирусы парагриппа человека серотипов 1 и 3 относятся к роду Respirovirus, серотипов 2,4а, 4b - к роду Rubulavirus.
Парагриппозные вирусы имеют сферическую форму, их средний диаметр 150-300 нм. Содержат однонитевую минус-РНК; нуклеокапсид покрыт снаружи липопротеидной оболочкой с шиповидными выростами (гемагглютинин-нейраминидаза – HN, F). По антигенам вирусных белков HN, HР, F различают 4 основных серотипа вирусов парагриппа.
Вирусы парагриппа циркулируют среди населения разных стран, вызывая гриппоподобные заболевания различной тяжести, характеризующиеся преимущественным поражением ВДП и умеренной интоксикацией. Особенно велик их процент среди детей грудного и младшего возраста. Вопросы иммунизации против парагриппа находятся в стадии разработки.
Респираторные аденовирусы: классификация, морфо-биологическая характеристика. Сем. Adenoviridae, род Mastadenovirus. Включает около 100 серотипов аденовирусов млекопитающих, из которых 49 серотипов патогенны для человека. Аденовирусы – типичные нуклеокапсиды, состоящие из линейной двунитевой ДНК, покрытой белковой мембраной. Вирионы имеют форму икосаэдра диаметром 70-90 нм, состоящего из 252 капсомеров.
Аденовирусная инфекция передается воздушно-капельным путем, через предметы обихода, а также через воду в плавательных бассейнах. Возможен фекально-оральный путь заражения. Заболевания имеют весенне-зимнюю сезонность, наблюдаются как эпизодические случаи, так и вспышки.

Удельный вес аденовирусных инфекций у детей в возрасте от 6 мес. до 2 лет составляет более 20%, у детей старше 3 лет – 12%, с увеличением возраста удельный вес аденовирусных заболеваний снижается.

Принципы лабораторной диагностики гриппа и ОРВИ. Материалом для исследования являются: отделяемое носоглотки, конъюнктивы, кровь,.
Используемые методы – генодиагностика, вирусологический, серологический и экспресс-диагностика.

Генодиагностика: ПЦР в реальном времени. 
Вирусологический метод: Заражение куриных эмбрионов, первичных и перевиваемых культур клеток. Идентификацию вирусов производят в ИФА, РТГА, РСК, РН в культуре клеток. 

Серологический метод: Парные сыворотки больных исследуют в РСК, ИФА.

Экспресс-диагностика: Специфический антиген в клетках слизистой оболочки носоглотки определяют с помощью РИФ, а также РИА и ИФА. 
Неспецифическая профилактика гриппа и ОРВИ. Для неспецифической профилактики применяют противоэпидемические мероприятия, ограничивающие распространение вирусов воздушно-капельным или контактным путем (изоляция больных, карантин в детских коллективах и ЛПУ, ношение марлевых повязок, мытье рук и др.). Большое значение имеет повышение общей и местной сопротивляемости организма.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

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

1.1. 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.

1.2. 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).

2. 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.

3. 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.

4. 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.

5. Проведите вирусологическое исследование с целью диагностики гриппа:
5.1. Поставьте, учтите и оцените результаты РГА с амниотической жидкостью, полученной из куриных эмбрионов, зараженных носоглоточным смывом больного с диагнозом «ОРВИ, грипп?»
Материалом для выделения культуры вируса при вирусологическом методе служат смывы из носоглотки, которые обрабатывают антибиотиками и центрифугируют. Надосадочную жидкость используют для заражения куриных эмбрионов в амниотическую полость, которые инкубируют при температуре 36 – 37оС.

Для индикации вируса поставьте РГА с эритроцитами I (О) группы крови человека, которые чувствительны к гемагглютинирующему действию вируса гриппа (см. таблицу №1).

Таблица №1

Схема постановки РГА для индикации вируса
	Ингредиенты (капли)
	Разведения исследуемого материала

	КЭ

	
	1:10
	1:20
	1:40
	1:80
	1:160
	

	Физ. раствор (1-я пипетка)
	-
	1
	1
	1
	1
	1

	Амниотическая жидкость 1:10 (1-я пипетка)
	1
	1
	-
	-
	-
	-

	1% взвесь эритроцитов (2-я пипетка)
	1
	1
	1
	1
	1
	1


в дез. раствор

Экспозиция 30-40 мин при комнатной температуре.

Критерии учета РГА: при положительном результате – феномен гемагглютинации с интенсивностью не менее ++ (эритроциты оседают в виде зонтика с ровным или волнистым краем); при отрицательном результате – отсутствие феномена гемагглютинации (эритроциты оседают в виде диска с ровным краем или в виде диска с зернистой каймой).

Критерии достоверности: отсутствие спонтанной агглютинации в КЭ (диск).

Критерии оценки: положительный результат свидетельствует о получении культуры вируса, обладающего гемагглютинирующими свойствами, что характерно для вируса гриппа. Величина титра соответствует одной агглютинирующей единице (1АЕ).

5.2.Учтите и оцените результаты РТГА с амниотической жидкостью и типовыми гриппозными сыворотками.

Для сероидентификации полученной культуры гемагглютинирующего вируса используется РТГА с типоспецифическими гриппозными сыворотками H1N1, H3N2 и вирусосодержащей жидкостью в 4-х кратном титре (см. таблицу №2). Например: если титр РГА равен 1/160 (1АЕ), то 4АЕ будет соответствовать разведению 1/40.

Таблица 2

Схема постановки РТГА для идентификации вирусов
	Ингредиенты (капли)
	Разведение исследуемого материала
	КЭ

	
	1:10
	1:20
	1:40
	1:80
	1:160
	

	Физ. раствор (1-я пипетка)


	-
	1
	1
	1
	1


	1

	Сыворотка гриппозная тип(1:5) (1-я, 2-я пипетка)
	1
	1
	-
	-
	-
	-

	Амниотическая жидкость 4АЕ (1-я пипетка)
	1
	1
	1
	1
	1
	-

	1% взвесь эритроцитов (4-я пипетка)
	1
	1
	1
	1
	1
	1


в дез. раствор

Экспозиция 30 – 40 мин. при комнатной температуре

Критерии положительной РТГА – отсутствие феномена гемагглютинации; при отрицательном результате – феномен гемагглютинации.

Титром РТГА является наибольшее разведение сыворотки, при котором происходит полная задержка агглютинации.

Критерием достоверности является контроль эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации.

Критерии оценки: титр РТГА равный ½ или титру сыворотки свидетельствует о принадлежности выделенной культуры к соответствующему виду и типу вируса.

6. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты (типовые гриппозные, парагриппозные, аденовирусные сыворотки; гриппозные, парагриппозные, аденовирусные диагностикумы; живые, инактивированные вирионые, субвирионные, субъединичные гриппозные вакцины, противогриппозный иммуноглобулин, интерферон), указав, что они содержат, для чего и как применяются.
5.4. Итоговый контроль знаний:

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.

7. Обоснуйте возможность использования риноцитоскопии при лабораторной диагностике гриппа.

8. С каким свойством вируса гриппа связана возможность использования РГА для их индикации.

9. Назовите причину высокого риска развития осложнений и присоединения вторичных инфекций при заболеваниях гриппом.

10. Дайте характеристику постинфекционного иммунитета при гриппе.

11. От чего зависит эффективность применения вакцин для профилактики гриппа?

12. Назовите виды антигенной изменчивости вируса гриппа, ее механизмы.

13. Назовите основной механизм формирования пандемичных вариантов вируса гриппа типа А.

14. Где находится вирус гриппа в межэпидемический период?

15. Назовите и обоснуйте компонентный состав вакцины для профилактики гриппа в предстоящем эпид. сезоне.

16. Назовите отличие между инактивированными вирионными, субвирионными и субъединичными гриппозными вакцинами и обоснуйте какие из них наиболее иммуногенны и наименее реактогенны.

17. Назовите группы риска заболевания гриппом.

18. Назовите возможные осложнения при заболевании гриппом беременных женщин.

19. Назовите особенность состава вакцины гриппол (Россия) и с чем это связано.

20. Обоснуйте целесообразность использования вакцины предыдущего эпид. сезона для профилактики гриппа в текущем эпид сезоне.

21. На основании каких признаков возможна идентификация и дифференциация вирусов гриппа, парагриппа и аденовирусов при вирусологическом исследовании носоглоточного отделяемого?
22. Назовите механизм персистенции аденовирусов и его патогенетическое значение.

23. Назовите онкогенные серотипы аденовирусов.
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?

ЗАДАЧА №6. В вирусологическую лабораторию поступили парные сыворотки крови от больных А. и Б. с клиническим диагнозом «ОРВИ. Грипп?», забранные на 5-й и 14-й день от начала заболевания. 

В РТГА с гриппозным диагностикумом получены следующие результаты: у больного «А» титры РТГА 1/20 и 1/160; у «Б» 1/10 и 1/20.

1. Определите диагностическую ценность полученных результатов. 
2. Дайте обоснование избранного метода исследования.

ЗАДАЧА №7. Обосновать возможность применения антибиотиков при лечении ОРВИ.

ЗАДАЧА №8. Обосновать лечебно-профилактические и диагностические мероприятия, которые должен провести врач при возникновении нескольких случаев ОРЗ гриппозной этиологии в закрытом детском (взрослом) коллективе.

ЗАДАЧА №9. В августе 2009 г. в Америке произошла вспышка гриппа, от которой пострадало значительное количество людей. В конце августа выяснилось, что грипп охватил Европу и регистрируется в других странах мира. В результате проведенных исследований установлено, что пандемия вызвана вирусом гриппа  А(Н1N1) Калифорния. В ходе генетических исследований выяснили, что геном вируса А(Н1N1) Калифорния содержит фрагменты геномов разных вирусов гриппа: вируса гриппа человека (сезонный), вируса гриппа птиц, вируса гриппа свиней. 

1. Назовите процесс, результатом которого явилось появление нового пандемического варианта вируса гриппа, к каким эволюционным результатам  он приводит?
2. Где и почему он возможен?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (см. контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).
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.

4. Эволюция вируса гриппа птиц и его роль в инфекционной патологии человека.

5. Химиопрофилактика гриппа на современном этапе.

6. Вакцины нового поколения для специфической профилактики гриппа.
8. Рекомендуемая литература:

Основная литература

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

Дополнительная литература

2. 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. 

3. 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. 

4. 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. 

5. 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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