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ФИЗИОЛОГИЯ  МИКРОБОВ.
            Физиология микроорганизмов занимает одно из центральных мест в науке о микробах.  Она изучает такие вопросы, как  метаболизм, ферменты, рост и размножение микробов, а также другие вопросы, дающие представление о связи структуры и функции клеток, об их жизнедеятельности.

            Метаболизм – это совокупность разнообразных ферментативных реакций и соответственно химических превращений, происходящих в микробной клетке.  Слово происходит   от греческого слова  metabole – превращение. Метаболизм состоит из двух противоположно направленных, но взаимосвязанных процессов: анаболизма  и катаболизма.

    Анаболизм – или ассимиляция – это конструктивный обмен веществ, то есть  совокупность реакций для  синтеза нужных  компонентов клетки.

     Катаболизм – или диссимиляция – это энергетический обмен, совокупность реакций для обеспечения клетки энергией. 
        С анаболизмом связывают представление о питании, а с катаболизмом – о дыхании микроорганизмов как основных функциях их жизнедеятельности. 
          Взаимосвязь ана и катаболизма очевидна: это две стороны одного процесса. Взаимосвязь  выражается еще и в том, что на определенных этапах метаболизма имеются одинаковые промежуточные продукты, которые используются в обоих процессах. Их называют амфиболитами (амфи – в обе стороны).
                         Конструктивный метаболизм (питание).

     Для нормальной жизнедеятельности бактерий необходимо 4 органогена:  углерод, азот, водород  и кислород. Свою потребность в водороде и кислороде бактерии легко удовлетворяют через воду. Сложнее обстоит дело с углеродом и азотом.
            По способу углеродного питания бактерии разделяют на аутотрофы и гетеротрофы.

Аутотрофы (ауто - сам, трофе – питание) – это организмы, которые полностью удовлетворяют свои потребности в углероде за счет минеральных соединений, в частности углекислого газа. Из него они способны синтезировать все компоненты клетки, содержащие углерод. Иначе аутотрофы называют литотрофы –«камнееды».
Гетеротрофы – « питаемые другими » - организмы, которые получают углерод из различных органических соединений. Второе название – органотрофы.  Некоторые из гетеротрофов усваивают углерод из большого числа органических соединений, а другие – только из каких-то определенных. В свою очередь, гетеротрофы подразделяют на сапрофитов и паразитов. Сапрофиты ( сапрос- гнилой, фитон – растение) в качестве источника углерода используют мертвые органические субстраты. Паразиты (пара – при, ситос – пища) – живут за счет живых тканей животных и растений.
        Для синтеза макромолекул бактериям необходима энергия. Бактерии, способные использовать энергию солнечного света, получают ее путем фотосинтеза, их называют фототрофы.  Другие получают ее за счет окислительно-восстановительных реакций, то есть путем хемосинтеза, это хемотрофы. Донорами электронов могут быть неорганические соединения – у аутотрофов и органические – у гетеротрофов.
              Таким образом, по источнику углерода и способам получения энергии бактерии подразделяют на 4 группы.

1. Фотоаутотрофы – углерод из неорганических соединений, энергия – путем фотосинтеза.
2. Фотогетеротрофы – углерод из органических соединений, энергия – путем фотосинтеза.

3. Хемоаутотрофы – углерод – из неорганических соединений, энергия – путем хемосинтеза.
4. Хемогетеротрофы – углерод – из органических соединений, энергия – путем хемосинтеза.

 Большинство бактерий, в том числе и патогенных для человека, являются хемогетеротрофами, то есть и источниками  углерода для  конструктивного метаболизма, и донорами электронов для энергетического – являются органические соединения. 

По способу азотного питания бактерии также подразделяют на аминоаутотрофов и аминогетеротрофов.

 Аминоаутотрофы могут использовать свободный азот из воздуха или неорганический азот из солей аммонии, нитратов и нитритов.

 Аминогетеротрофы нуждаются в различных органических соединениях азота. Необходимо отметить, что эта группа неоднородна. Среди них есть бактерии, требующие определенного набора аминокислот, например, палочка туляремии нуждается в 10 аминокислотах. Другим нужны определенные витамины – тиамин, рибофлавин и др., а аминокислоты они могут синтезировать сами.

            Для нормальной жизнедеятельности бактерий им, конечно, нужны не только элементы – органогены. Бактериям необходимы, в частности, сера – входит в состав белков; фосфор – входит в состав нуклеиновых кислот, фосфолипидов;  также магний, кальций, железо. В микродозах нужны бор, молибден, цинк, медь, кобальт, никель, марганец.

 Ряд бактерий нуждаются в ростовых факторах. Это аминокислоты, пуриновые и пиримидиновые основания, витамины группы В, витамин К.
          В результате различных мутаций бактерии могут утратить способность синтезировать какое-либо вещество. Эти мутанты не будут размножаться  без  добавления к питательной среде данного соединения. Такие штаммы получили название ауксотрофных. Например, штамм кишечной палочки, ауксотрофный по триптофану. Исходные, неизмененные штаммы, называют прототрофными.  

Транспорт питательных веществ.

. Бактерии получают питательные вещества, находящиеся в растворенном виде, причем процесс их поступления происходит через всю поверхность оболочки клетки. Такой способ называется голофитным, в отличие от голозойного, когда вещество поступает в клетку в виде небольших комочков.

    Огромное  значение  в  процессе питания  имеет ЦПМ.  Она обладает избирательной проницаемостью и играет роль сита.               Различают 3 основных механизма поступления питательных веществ в бактериальную клетку: пассивная диффузия, облегченная диффузия и активный транспорт. 
           Пассивная диффузия. Осуществляется по градиенту концентрации, то есть от большей концентрации к меньшей. Когда концентрация вещества внутри клетки и во внешней среде  уравнивается, диффузия прекращается. Ее скорость зависит от величины градиента, но она имеет определенный предел. Таким путем в клетку проникает вода вместе с растворенными в ней веществами. Этот механизм питания не требует затраты энергии.

             Облегченная диффузия. Протекает при обязательном участии специфических белков, локализованных в мембране. Эти белки называются пермеазами (от слова permeate – проникать). Они распознают молекулу на внешней стороне мембраны и переносят ее внутрь. На внутренней стороне мембраны перенесенная молекула включается в метаболизм клетки, а пермеаза повторяет очередной цикл переноса своего субстрата. Облегченная диффузия происходит также только по градиенту концентрации, но с более высокой скоростью. Прекращается после достижения равновесия концентрации данного субстрата  на внешней и внутренней поверхности мембраны.
           Активный транспорт. Здесь требуется затрата энергии, так как вещества поступают в клетку против градиента концентрации. Именно этот механизм питания преобладает у бактерий. С его помощью они получают, причем с большой скоростью,  вещества, концентрация которых во внешней среде низкая, а внутри клетки – высокая. У многих бактерий, в частности, у грамотрицательных, в этом процессе участвуют особые белки, локализованные в периплазматическом пространстве.  Эти белки обладают высоким сродством к определенным питательным веществам – аминокислотам, сахарам, неорганическим ионам. Они функционируют только в комплексе  со специфическими пермеазами.
    Кроме этих основных механизмов большое значение имеет фосфотрансферазная система. В процессе переноса сахаров они фосфорилируются, образуются сахарофосфаты. Мембрана клетки для этих соединений непроницаема и сахарофосфаты остаются в клетке.

Выделение веществ из бактериальной клетки


Бактерии секретируют широкий спектр БАВ — ферменты, токсины, антибиотики и др. У грамположительных микробов секреция происходит во внешнюю среду непосредственно через ЦПМ. У грамотрицательных бактерий наличие наружной мембраны обусловило формирование 5 систем секреции, различных по структуре и функциям. 


Секреция по I и III путям происходит в один этап, без участия sec-белков, секреция по II и V путям происходит в 2 этапа: через ЦПМ, затем через наружную мембрану КС, и при участии sec-белков.


Sec- белки (транслоказы) – небольшие белки в 30 аминокислот ЦПМ, которые способны узнавать сигнальную последовательность, расположенную на N (амино)-терминальном конце секретируемого белка, и связываться с ней сразу после окончания процесса трансляции, предотвращая таким образом включение этого белка в метаболизм клетки.


Система секреции  I типа состоит из трех компонентов белковой природы: 

1. белок–транслокатор (ABC-транспортер), он   локализуется в ЦПМ, является   АТФ-азой и обеспечивает энергией стадии транслокации;

2. белок, формирующий периплазматический канал, соединяет ABC-транспортер с третьим компонентом  системы  –  белком-швейцаром;

3. белок-швейцар - белок клеточной стенки, который образует секреторный  канал  в наружной  мембране КС.


Так секретируются некоторые ферменты,  токсины,  антибиотики  и другие биологически активные соединения.  


Система  секреции  первого  типа является      Sec-независимой, осуществляет  секрецию  субстрата  в  одну стадию  из  цитоплазмы  непосредственно  во  внеклеточное  пространство  без присутствия каких-либо периплазматических посредников. Сигналом  к  секреции по этому типу является последовательность,  находящаяся на карбокси-или С-конце секретируемого полипептида.  

Система секреции III типа. Этот тип секреции является также независимым от Sec-системы. Характерной особенностью его является доставка субстратов (например, факторов вирулентности) непосредственно в клетку хозяина, а также наличие большого количества секреторных шаперонов. 

Шаперо́ны  — класс белков, главная функция которых - восстановление правильной третичной структуры повреждённых белков, а также образование и диссоциация белковых комплексов. 
Сам аппарат включает в себя около двадцати белковых компонентов. 

Система секреции третьего типа (ТТСС) имеет структуру «шприца», который инъецирует секретируемые молекулы непосредственно внутрь поражаемой клетки. Белки ТТСС можно разделить на 3 группы:

1. белки, формирующие «шприц» - локализация ЦПМ, периплазматическое пространство, наружная мембрана КС;

2. белки транслокационного комплекса – формируют поры в мембране клетки-хозяина;

3. эффекторные белки – реорганизуют цитоскелет клетки–хозяина, что способствует проникновению бактерии внутрь клетки, и вызывают в ней функциональные нарушения.


Системы секреции II и IV типов - 
Sec-зависимые системы. Sec-белки ЦПМ распознают N-терминальный конец секретируемого пептида.


При секреции по II типу пептид транспортируется в периплазматическое пространство. Там происходит отщепление сигнальной N-последовательности, формируется четвертичная структура переносимого белка. Затем зрелый белок проходит через пору в наружной мембране КС в окружающую среду. По этому пути, например, выделяется у Vibrio cholerae холерный токсин.


Система секреции V типа.


V тип отличается от II тем, что в периплазматическом пространстве из С-терминальной части формируется цилиндрическая структура, она выполняет роль поры, через которую проходит N-терминальный конец. Внеклеточный протеолиз приводит секретируемый белок в активное функциональное состояние. По этому пути секретируются IgAs- протеаза у N.gonorrhoeae, белок пертактин у Bordetella pertussis.


Система секреции IV типа. 


Аппарат секреции IV типа состоит из 2 компонентов: коньюгационного канала, через который происходит транслокация субстратов, и коньюгационного пилюса, необходимого для контакта с реципиентной клеткой. Строение этой системы сходно со строением аппарата коньюгации. Так экспортируются обычно крупные нуклеопротеидные комплексы, белковые токсины, мономерные белки. 


Выделение молекул из клетки также осуществляется с помощью белков-переносчиков и фосфотрансферазным путем. Одним из вариантов переносчиков можно считать белковые помпы, обеспечиващие выделение из клеток ряда антимикробных препаратов, например, тетрациклинов.


Фосфотрансферазный путь используется для выведения молекул, используемых при построении различных структур бактерий, расположенных кнаружи от ЦПМ, в частности, КС, капсулы.


Особым типом транспорта является секреция мембранных пузырьков. Пузырьки могут содержать липиды, белки, нуклеиновые кислоты, полисахариды. Приближаясь к плазматической мембране, экскретируемые молекулы вызывают образование выпячивания, и, в конечном счете, от плазматической мембраны отшнуровывается пузырек.

Итак, в процессе конструктивного метаболизма выполняются 2 важнейшие функции:
1. Поддержание на высоком уровне концентраций веществ, необходимых для жизни клетки.

2. Регулировка внутриклеточного осмотического давления.

                 Энергетический метаболизм (дыхание).

    Для синтеза структурных компонентов микробной клетки и поддержания процессов жизнедеятельности наряду с питательными веществами требуется достаточное количество энергии. Эта потребность удовлетворяется за счет биологического окисления, в результате которого происходит синтез молекул АТФ, представляющих собой универсальный источник энергии. Этот процесс у разных бактерий может происходить как при доступе кислорода, так и при его отсутствии. 

При субстратном фосфорилировании, происходящем без доступа кислорода, образуется меньшее количество макроэргических молекул, так как в его результате образуются богатые энергией промежуточные продукты. Расщепление ферментами углеводов на более простые соединения получило название брожения. В зависимости от конечного продукта различают спиртовое, молочнокислое, маслянокислое, уксуснокислое брожение. 
При окислительном фосфорилировании освобождается энергия в значительно больших количествах, так как вещества распадаются до диоксида углерода и воды.

   По типам дыхания выделяют следующие группы бактерий. 
    Облигатные (строгие) аэробы. Это бактерии, размножающиеся только в присутствии кислорода. Например, туляремийная палочка.
    Облигатные (строгие) анаэробы- размножаются только в бескислородных условиях, при доступе кислорода они погибают. Это связано с тем, что у них отсутствуют ферменты каталаза и супероксиддисмутаза. Перекись водорода и супероксид-анион действуют на них губительно. Примеры – возбудители столбняка, ботулизма.

     Факультативные анаэробы – развиваются как при наличии, так и при отсутствии свободного кислорода. В эту группу входит большинство бактерий.  Здесь  можно выделить микроаэрофилы – хорошо развиваются при пониженном содержании кислорода и капнеические бактерии – требующие к тому же повышенной концентрации диоксида углерода.

                                           Ферменты.

Все процессы обмена веществ у бактерий катализируются ферментами. Слово происходит от греч. Ферментум – закваска, другое название – энзимы. Это специфические белковые катализаторы, присутствующие во всех живых клетках. У бактерий обнаружены все шесть классов ферментов:
1. Оксидоредуктазы – катализируют окислительно-восстановительные реакции.

2. Трансферазы - катализируют реакции переноса групп атомов.
3. Гидролазы – катализируют гидролитическое расщепление различных соединений.

4. Лиазы – катализируют реакции отщепления от субстрата той или иной химической группы негидролитическими путями с образованием двойной связи или, наоборот, присоединение химической группы к двойным связям.

5. Изомеразы – катализируют внутримолекулярные превращения.

6. Лигазы или синтетазы – катализируют соединение двух молекул, сопряженное с расщеплением пирофосфатной связи в молекуле АТФ.
Ферментный состав любого микроба определяется его геномом и является достаточно стабильным признаком. Одни ферменты локализуются в цитоплазме, цитоплазматической мембране и периплазматическом пространстве, а другие выделяются в окружающую среду. На этом основано деление ферментов на эндо - и экзоферменты. Функциональное значение экзоферментов связано с расщеплением макромолекул в окружающей среде до более простых соединений, которые затем транспортируются в микробную клетку. Некоторые ферменты, локализованные в цитоплазме, функционируют независимо друг от друга, другие тесно связаны между собой, обеспечивая протекание метаболических реакций в определенной последовательности. Внутриклеточные ферменты, объединенные структурно и функционально, составляют мультиферментные комплексы, например, ферменты дыхательной цепи, локализованные на цитоплазматической мембране.
 Целый ряд ферментов (нейраминидаза, гиалуронидаза, плазмокоагулаза, лецитовителлаза и др.) способствуют проявлению патогенных свойств бактерий, поскольку субстратом их действия являются вещества, входящие в состав клеток и тканей организма человека.
    У бактерий обнаружены уникальные генетические механизмы контроля биосинтеза ферментов, они проявляются в виде феноменов индукции и репрессии.
       Индукция – это явление, когда синтез ферментов наступает только в присутствии специфических химических веществ, являющихся субстратом для данного фермента. Такие ферменты называются индуцибельными. Например, синтез ферментов, участвующих в потреблении  лактозы у кишечной палочки,  происходит только при наличии в среде лактозы. Как только она исчезает, синтез этих ферментов прекращается. К этой группе относят и такие ферменты, как бета - лактамазу (пенициллиназу), щелочную фосфатазу, аминокислотные декарбоксилазы. В отсутствии субстрата они находятся в бактериальной клетке в следовых концентрациях, а при  наличии соответствующего индуктора их количество резко возрастает.
      Репрессия – это  явление, при котором синтез фермента подавляется под влиянием специфических химических соединений. Такие ферменты называют репрессибельными. Их синтез подавляется в результате избыточного накопления продукта реакции, катализируемой данным ферментом (ферментами).  Например, синтез ферментов, участвующих в образовании метионина у кишечной палочки, прекращается, как только в среде накапливается избыток этой аминокислоты.
      Ферменты, которые постоянно синтезируются в микробных клетках, называют конститутивными. К ним, например, относят ферменты гликолиза. Таким образом, в соответствии  с особенностями генетического контроля, у бактерий различают 3 группы ферментов: конститутивные – синтезируемые постоянно, индуцибельные – синтез которых происходит при появлении соответствующего субстрата и репрессибельные – синтез которых подавляется в результате избыточного накопления вещества.
Функциональная активность ферментов и скорость ферментативных реакций зависит от условий, в которых находится данный микроорганизм, и, прежде всего, от температуры среды и ее рН. Для многих патогенных микроорганизмов оптимальными являются температура 37 0 С. и рН 7,2 – 7,4.

Изучение биохимических свойств бактерий широко используется как для их систематики и классификации, так и для идентификации. Различия в спектре  ферментативной активности используют для определения рода и вида выделенных чистых культур бактерий. Важное значение имеет определение ферментов из класса оксидоредуктаз - оксидазы, каталазы, пероксидазы; из класса гидролаз - сахаролитических, протеолитических и липолитических ферментов.
               РОСТ И  РАЗМНОЖЕНИЕ БАКТЕРИЙ.
      Под ростом отдельной клетки понимают увеличение ее биомассы в результате синтеза клеточного материала.
      Размножение – это увеличение числа клеток в популяции. Подавляющее большинство прокариотов размножаются путем поперечного деления.
     В условиях координированного роста деление клетки происходит тогда, когда она удвоит свою биомассу. Можно выделить основные периоды: 1. Репликация нуклеоида. 2. Образование перегородки. 3. Разделение дочерних клеток.
     Из всех процессов, происходящих при росте бактериальной клетки, наиболее важным является воспроизведение нуклеоида, так как именно там находится вся жизненно важная генетическая информация. Нуклеоид представлен в виде суперспирализованной молекулы ДНК, которая способна к саморепликации. Репликация происходит полуконсервативным способом, который обеспечивает равномерное распределение генетического материала между дочерними клетками. Надежность процесса репликации, правильность расхождения дочерних нитей ДНК обеспечивается тем, что одна из нитей ДНК прикреплена к особому рецептору на мембране клетки. После образования дочерней молекулы ДНК, она также прикрепляется к аналогичному рецептору на ЦПМ клетки.
      Область ЦПМ между двумя рецепторами начинает удлиняться, и после завершения репликации строго посередине между двумя хромосомами формируется межклеточная перегородка. Эта перегородка сначала состоит из вросших навстречу друг другу участков ЦПМ, затем между двумя слоями врастает ПГ. В период репликации ДНК и образования перегородки клетка непрерывно растет: синтезируется ПГ и другие вещества, составляющие цитоплазму клетки, образуются новые рибосомы. 
       На последней стадии дочерние клетки отделяются друг от друга. На этом этапе у грамнегативных бактерий синтезируется наружная мембрана, которая встраивается между двумя слоями ПГ. У некоторых бактерий процесс разделения идет не до конца, в результате образуются цепочки клеток.
Размножение бактерий характеризуется временем генерации – это период, в течение которого осуществляется деление клетки.

В оптимальных условиях время генерации у многих бактерий невелико, что и определяет высокий темп роста бактериальной популяции. Например, время генерации у кишечной палочки 20 минут, у брюшнотифозной палочки – 24 минуты. А у возбудителя туберкулеза оно равняется 14-15 часам. Скорость размножения у разных бактерий неодинакова и зависит от видовых свойств культуры, питательной среды, температуры, аэрации и прочих условий. Немалую роль играет и система, в которой происходит размножение.
          Различают несколько фаз размножения бактериальной популяции в закрытой системе при ограниченном объеме жидкой питательной среды.

1. Начальная, стационарная фаза. Происходит приспособление бактерий к новым условиям. В конце ее начинается размножение бактерий. У кишечной палочки эта фаза длится 1 – 2 часа.

2. Логарифмическая фаза  - происходит увеличение числа клеток в геометрической прогрессии. В эту фазу наблюдается максимальная скорость размножения. У кишечной палочки эта фаза продолжается 5-6 часов. В конце этого периода темп размножения уменьшается.
3. Стационарная фаза максимума. В это время количество жизнеспособных особей в единице объема среды достигает максимального уровня и остается постоянным. У кишечной палочки – до 8 часов.
4. Фаза отмирания культуры, заканчивающаяся переходом оставшихся живых бактерий в состояние покоя. Эта фаза наступает спустя 20 – 24 часа с момента посева.

У медленно делящихся бактерий фазы размножения значительно удлиняются, например, у туберкулезной палочки первые признаки роста появятся не ранее чем через 3 недели.

Такие прокариоты, как актиномицеты, хламидии, микоплазмы имеют некоторые особенности процесса размножения. 
Культивирование вирусов


Для культивирования вирусов в лабораторных условиях используются следующие живые объекты: 1) культуры клеток (тканей, органов); 2) куриные эмбрионы; 3) лабораторные животные. 


Культуры клеток. Наибольшее распространение имеют однослойные культуры клеток, которые можно разделить на первичные (первично трипсинизированные), полуперевиваемые (диплоидные), перевиваемые, трансфецированные. По происхождению они подразделяются на эмбриональные, опухолевые и из взрослых организмов; по морфогенезу — на фибробластные, эпителиальные и др. 


Первичные культуры клеток — это клетки какой-либо ткани человека или животного, способные культивироваться в виде монослоя на пластмассовой или стеклянной поверхности в специальной питательной среде, но не способные к длительному размножению. Срок жизни таких культур ограничен. Их получают из ткани после механического измельчения, обработки протеолитическими ферментами и стандартизации количества клеток. 


Полуперевиваемые (диплоидные) культуры клеток — клетки одного генотипа, способные in vitro выдерживать до 50-100 пассажей. 


Перевиваемые клеточные линии характеризуются бессмертием. Одним из источников перевиваемых клеточных линий являются злокачественные новообразования. Получены и наиболее широко в вирусологической практике применяются следующие линии перевиваемых клеток: HeLa — получена из карциномы шейки матки; Hep-2 — из карциномы гортани; Детройт-6 — из метастаза рака легкого в костный мозг; 


Трансфецированные культуры клеток. Разработаны экспериментальные линии культур клеток методом трансфекции (переноса) генов вирусов, контролирующих биосинтез поверхностных антигенов. Такие культуры клеток экспрессируют поверхностный белок определенного вируса (HBs-антиген, gp120 и др.) на мембране клеток культуры. Такие культуры клеток используются с целью изучения иммунологических механизмов патогенеза вирусных инфекций, разработки химиотерапевтических и иммунобиологических препаратов. 


Для обеспечения жизнедеятельности культивируемых клеток необходимы питательные среды. По назначению они делятся на ростовые и поддерживающие. В ростовых питательных средах должно содержаться больше питательных веществ, обеспечивающих активное размножение клеток и формирование монослоя. Поддерживающие среды обеспечивают переживание клеток в уже сформированном монослое в период размножения в них вирусов. Широкое применение находят стандартные синтетические среды, например, синтетическая среда 199 и среда Игла, раствор Хенкса. С целью предотвращения возможного роста микроорганизмов в питательные среды вносят антибиотики. 


Выделение вирусов в культурах клеток и методы их индикации.


Индикатором наличия вируса в зараженных таким образом культурах клеток может служить: 1) развитие специфической дегенерации клеток — цитопатическое действие вируса (ЦПД), имеющее три основных типа: кругло- или мелкоклеточная дегенерация; образование многоядерных гигантских клеток (симпластов); развитие очагов клеточной пролиферации, состоящих из нескольких слоев клеток; 2) обнаружение внутриклеточных включений, располагающихся в цитоплазме и/или в ядрах пораженных клеток; 3) положительная реакция гамагглютинации (РГА) или гемадсорбции (РГАдс); 4) феномен бляшкообразования: монослой зараженных вирусом клеток покрывается тонким слоем агара с добавлением индикатора нейтрального красного (фон — розовый). При наличии вируса в клетках образуются бесцветные зоны («бляшки») на розовом фоне агара. 5) при отсутствии ЦПД, ГА или ГАдс. можно использовать реакцию интерференции: исследуемая культура повторно заражается вирусом, вызывающим ЦПД. В положительном случае ЦПД будет отсутствовать (реакция интерференции положительная). Если в исследуемом материале вируса не было, наблюдается ЦПД. 
II. Выделение вирусов в куриных эмбрионах Для вирусологических исследований используют куриные эмбрионы 7- 12-дневного возраста. Перед заражением определяют жизнеспособность эмбриона путем овоскопирования. Живые эмбрионы при овоскопировании проявляют двигательную активность, хорошо виден сосудистый рисунок. Простым карандашом очерчивают границы воздушной камеры. Куриные эмбрионы заражают вируссодержащим материалом в асептических условиях, стерильными инструментами, предварительно обработав скорлупу над воздушным пространством йодом и спиртом. Методы заражения куриных эмбрионов могут быть различны: нанесение материала на хорион-аллантоисную оболочку, введение в амниотическую и аллантоисную полости или в желточный мешок. Выбор метода заражения зависит от биологических свойств вируса. Индикация вируса в курином эмбрионе производится по гибели эмбриона, положительной реакции гемагглютинации на стекле с аллантоисной или амниотической жидкостью, по образованию фокусных поражений («бляшек») на хорион-аллантоисной оболочке.
III. Выделение вирусов на лабораторных животных. Лабораторные животные используются для выделения вирусов из инфекционного материала, когда невозможно применить более удобные системы (культуры клеток или куриные эмбрионы). Используют преимущественно новорожденных белых мышей, хомяков, морских свинок, крысят. Заражают животных в соответствии с цитотропизмом вируса: пневмотропные вирусы вводятся интраназально, нейротропные — интрацеребрально, дерматотропные — на кожу. Индикация вируса основана на проявлении у животных признаков инфекционного заболевания, их гибели, характере патоморфологических и патогистологических изменений в тканях и органах, а также по положительной реакции гемагглютинации.

