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1. Занятие № 23. 

Тема: «Микробиологическая диагностика туберкулеза».
2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие.

3. Значение темы.

В последние годы в Красноярском крае заболеваемость туберкулезом перешагнула эпидемический порог (1,5%) и составляет 3,2-3,4%, т.е. в два раза выше эпид. порога. Ситуация усугубляется тем, что первичная лекарственная устойчивость возбудителя составляет около 49%, часто выявляется множественная лекарственная устойчивость. На фоне проведенного лечения лекарственная устойчивость достигает 74-78%. Смертность от туберкулеза за последние десятилетия увеличилась в 3,9 раза. По Сибирскому региону 80% смертности от всех инфекционных заболеваний составляет смертность от туберкулеза. 
Цели обучения:

На основе знаний биологии и эпидемиологии возбудителя туберкулеза, особенностей его взаимодействия с макроорганизмом уметь обосновать тактику микробиологической диагностики, специфической профилактики и терапии туберкулеза.

- учебная: 
знать правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами; роль микроорганизмов в биосфере; феномен паразитизма и биоэкологические заболевания; классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов; их биологические и патогенные свойства, влияние на здоровье населения; молекулярно-генетические основы патогенности и антибиотикорезистентности микроорганизмов, механизмы и методы их изучения; сущность микробиологических, молекулярно-генетических, иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов; применение основных антибактериальных, противовирусных и иммунобиологических препаратов; классификацию и морфо-биологические особенности возбудителя туберкулеза; экологию, особенности патогенеза и иммунитета при туберкулезе; материал и методы микробиологической диагностики туберкулеза; специфическую профилактику туберкулеза. 

уметь пользоваться учебной, научной литературой, сетью Интернет для профессиональной деятельности; соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность; пользоваться микробиологическим оборудованием; работать с увеличительной техникой; обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты; использовать полученные знания по резистентности микроорганизмов для определения тактики антимикробной терапии; применить принципы экстренной профилактики и антитоксической терапии пациентов;

1. Готовить фиксированные препараты из мокроты, окрашивать по методу Циля-Нильсена.

2. Обнаруживать микобактерии туберкулеза в мазках, окрашенных по Цилю-Нильсену.

3. Микроскопировать в люминесцентном микроскопе препараты из мокроты, окрашенные ауромином, родамином. 

4. Определять чувствительность исследуемых культур к антимикробным препаратам методом абсолютных концентраций.

владеть основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования во избежание инфицирования врача и пациента; основными навыками работы с современными приборами, применяемыми для диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических и иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации определения чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам с целью выбора средств рациональной терапии; 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. Современная эпидемиологическая ситуация по туберкулезу в Красноярском крае. Назовите причины сложившейся эпидемиологической обстановки.

2. Классификация и морфо-биологические особенности возбудителей туберкулеза. Факторы патогенности возбудителей туберкулеза.

3. Источники инфекции, пути заражения, особенности патогенеза и иммунитета при туберкулезе.

4. Материал и методы микробиологической диагностики туберкулеза.

5. Специфическая профилактика и этиотропная терапия туберкулеза.

6. Современные аспекты лекарственной устойчивости микобактерий туберкулеза.

Тесты:

1. M. TUBERCULOSIS ОТКРЫТ
1) Л. Пастером

2) А. Кальметтом, Ш. Гереном

3) Р. Кохом

4) Ш. Манту

5) К. Пирке

2. ОСНОВНОЙ ВОЗБУДИТЕЛЬ ТУБЕРКУЛЕЗА ЧЕЛОВЕКА
1) Mycobacterium аvium
2) M. tuberculosis
3) M. intracellulare
4) M. bovis
5) M. leprae
3. ОТЛИЧИТЕЛЬНАЯ ОСОБЕННОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) высокое содержание липидов в клеточной стенке

2) высокое содержание нуклеопротеидов

3) наличие ядра

4) образование экзо- и эндотоксинов

5) проникают через неповрежденную кожу

4. ФАКТОРЫ ПАТОГЕННОСТИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) экзотоксин

2) липиды, протеины 

3) гиалуронидаза

4) эндотоксин

5) протеины, ЛПС

5. ОСНОВНОЙ МЕТОД ОКРАСКИ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) Грама

2) Циля-Нильсена

3) Романовского-Гимза

4) Нейссера

5) фуксином

6. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ
1) бактерионосители

2) реконвалесценты

3) больные люди – бацилловыделители

4) пищевые продукты

5) предметы обихода больного

7. ОСОБЕННОСТЬ ИММУНИТЕТА ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ
1) врожденный

2) передается трансплацентарно

3) нестерильный

4) антитоксический

5) стерильный

8. МЕТОДЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) бактериоскопический

2) бактериологический

3) аллергический 

4) генодиагностика (ПЦР)

5) все вышеперечисленные

9. РЕЗУЛЬТАТЫ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ТУБЕРКУЛЕЗА ВЫДАЮТ
1) на 4-й день

2) на 7-й день

3) через 2 недели

4) через месяц

5) через 3-4 месяца

10. ПЕРВИЧНАЯ ЛЕКАРСТВЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) природная устойчивость

2) не имеет эпидемиологического значения

3) выявляется у микобактерий, выделенных от больных, не принимавших противотуберкулезные препараты

4) выявляется у микобактерий, выделенных от больных, принимавших противотуберкулезные препараты

5) регистрируется редко

11. ПРИОБРЕТЕННАЯ (ВТОРИЧНАЯ) ЛЕКАРСТВЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) природная устойчивость

2) не имеет клинического значения

3) выявляется у микобактерий, выделенных от больных, не принимавших противотуберкулезных препаратов

4) выявляется у микобактерий, выделенных от больных, принимавших противотуберкулезных препаратов

5) регистрируется редко

12. КОЖНО-АЛЛЕРГИЧЕСКАЯ ПРОБА МАНТУ ПОЛОЖИТЕЛЬНА У
1) ВИЧ-инфицированных

2) больных туберкулезом

3) контактных, вакцинированных

4) новорожденных

5) беременных, рожениц

13. ВАКЦИНА БЦЖ
1) инактивированная корпускулярная

2) химическая

3) синтетическая

4) живая аттенуированная

5) генноинженерная

14. ТУБЕРКУЛИН – ЭТО
1) вакцина

2) анатоксин

3) белковая фракция микобактерий

4) липидная фракция микобактерий

5) экзотоксин

5.2. Основные понятия и положения темы.
Классификация возбудителей туберкулеза. Отдел Firmicutes, порядок Actinomycetales, семейство Mycobacteriaceae, род Mycobacterium. Виды: M. tuberculosis – вызывает 95% случаев туберкулеза у человека; M. bovis – 5% случаев туберкулеза у человека – эпидемическую опасность для человека представляют крупный рогатый скот, верблюды, козы, овцы, свиньи, собаки и кошки. Больные животные выделяют микобактерии с молоком, мокротой, мочой и калом. M. africanum –основной возбудитель туберкулеза в Африке;

Морфо-биологические свойства. Тонкие, прямые или слегка изогнутые палочки, размером 1-10х0,2-0,6 мкм. Спор и капсул не образуют, неподвижны. Гр(+). Отличительная особенность – высокое содержание липидов, фосфатидов и восков в клеточной стенке. 

Для выявления и идентификации используют специальный метод окраски – Циля-Нильсена. Большое содержание в клеточной стенке липидов и восков обусловливает:

1. Устойчивость к кислотам, щелочам и спирту.

2. Трудную окрашиваемость красителями.

3. Относительно высокую устойчивость к высушиванию и действию солнечных лучей.

4. Устойчивость к действию дезинфицирующих средств: 

5. Высокую гидрофобность, которая отражается в т.ч. и на культуральных свойствах – сухие бородавчатые колонии на твердой питательной среде и ломкая пленка на жидкой питательной среде.

6. Обусловливают патогенность туберкулезных бактерий. 

Растут очень медленно. Аэробы. Оптимальная температура 37-380С; рН 7,0-7,2. Требовательны к питательным средам (нуждаются в присутствии белков, глицерина, биотина, никотиновой кислоты, рибофлавина и др.). Элективная среда для выращивания – яичная среда с глицерином – Левенштайна-Йенсена, на ней на 14-40 сутки вырастают шероховатые бородавчатые колонии слегка кремового цвета. В жидких средах на 7-10 суток образуется морщинистая пленка, среда прозрачная. 
Источник инфекции – больной человек, активный бацилловыделитель. Иногда сельскохозяйственные животные. Основной путь заражения – воздушно-капельный, реже – контактный через кожу и слизистые, алиментарный, редко – трансплацентарный. Резистентность в окружающей среде высокая – на различных объектах, в воде и почве сохраняется от нескольких недель до года и более. Для эффективного воздействия дезинфектантов требуются повышенные концентрации и экспозиция. Возбудитель способен быстро вырабатывать устойчивость ко многим антибактериальным препаратам. 

Факторы патогенности. Основными факторами патогенности: липиды, оказывающие токсическое действие на ткани и вызывающие специфическую тканевую реакцию; корд-фактор – токсическое действие на ткани, защита от фагоцитоза; туберкулопротеины, вызывающие аллергизацию организма. 

Иммунитет. Нестерильный, преимущественно клеточный, находится в тесной взаимосвязи с гиперчувствительностью замедленного типа. Противотуберкулезные АТ определяются, но не имеют защитного значения. 

Микробиологическая диагностика. Применяют бактериоскопический, бактериологический, серологический, аллергический методы и генодиагностику. Материал для исследования зависит от формы заболевания: мокрота, промывные воды бронхов, моча, СМЖ, испражнения, отделяемое свищей и т.д. 
5.3. Самостоятельная работа по теме:
1. Проведите бактериологическое исследование по обнаружению и выделению предполагаемого возбудителя из мокроты больного с подозрением на туберкулез легких:

На 1 этапе препарат из мокроты готовится следующим образом: чашку Петри с мокротой помещают на черную бумагу и препаровальными иглами отбирают гнойные комочки, переносят их на середину предметного стекла и покрывают вторым стеклом так, чтобы осталась свободной треть первого и второго стекол. Стекла раздвигают в стороны и получают два «препарата-близнеца», которые фиксируют в пламени.

Фиксированные препараты окрашивают по методу Циля-Нильсена:
1. На препарат кладут фильтровальную бумажку и с избытком наливают карболовый раствор фуксина Циля, который подогревают до появления паров. При подогревании следят, чтобы краска не закипела, а фильтровальная бумага не высыхала. Подогретый мазок оставляют на 5 минут.

2. Снимают бумажку и промывают препарат водой.

3. Обесцвечивают препарат в 5% растворе Н2SО4 в течение 3 минут.

4. Тщательно промывают водой.

5. Докрашивают препарат 0,3 % водным раствором метиленового синего — 1 мин. 

6. Промывают водой, высушивают на открытом воздухе! Промокать препарат фильтровальной бумагой не надо.

Окрашенные мазки промикроскопируйте, просматривая не менее 100 полей зрения, чтобы обнаружить единичные микобактерии. При значительном количестве кислотоустойчивых микобактерий достаточно исследовать 20-50 полей зрения.

Кислотоустойчивые микобактерии туберкулеза окрашиваются в ярко-красный цвет, в препарате из мокроты располагаются одиночно, парами или небольшими скоплениями. При этом единичные бактерии можно обнаружить, если в мокроте их содержание не менее 105. Для повышения информативности микроскопии применяют методы обогащения – гомогенизациия, флотация. Применение люминесцирующей микроскопии повышает число «находок» микобактерий туберкулеза. Микобактерии туберкулеза светятся ярким золотисто-желтым светом на темном фоне.

Обогащенную мокроту засевают на среду Левенштейна-Иенсена и инкубируют при 37°С 2-3 недели и более, т.к. микобактерии туберкулеза медленно размножаются.

На 2 этапе оцените результаты роста на среде Левенштейна-Иенсена культуры, выделенной из мокроты больного. Промикроскопируйте готовый мазок из этой же культуры (окраска по Цилю-Нильсену). Сделайте вывод.

Микобактерии туберкулеза образуют морщинистые, цвета слоновой кости колонии, плотно сросшиеся с питательной средой. В препарате выявляют характерные кислотоустойчивые (окрашенные в красный цвет) палочки, расположенные скоплениями и поодиночке.

Для идентификации культуры производят: определение биохимических свойств (ниациновый тест, восстановление нитратов и др.); способность расти на среде с салициловым натрием; антигенные свойств (ИФА с использованием моноклональных антител с помощью системы «Тубовид»).

Ниациновый тест – основан на способности M. tuberculosis в отличие от других микобактерий синтезировать никотиновую кислоту (ниацин) в значительном количестве. Для исследования к культуре микобактерий на жидкой питательной среде или к смыву с  плотной среды добавляют 1 мл 10% р-ра цианида калия и 1 мл р-ра хлорамина, при наличии ниацина появляется ярко-желтое окрашивание.
С целью рациональной терапии важно определение чувствительности к противотуберкулезным препаратам, которое проводится методом абсолютных концентраций. Для этого в среду Левенштейна-Иенсена перед свертыванием добавляют противотуберкулезные препараты. Интенсивность роста оценивается плюсами:

++++ - сплошной, сливной рост; +++ - более 100 колоний; ++ - от 50 до 100 колоний;

+ - от 20-50 колоний; ЕК - единичные колонии.


Культуру считают чувствительной к препарату, если выросло менее 20 колоний при обильном росте в контрольной пробирке и устойчивой, если выросло более 20 колоний.

На 3 этапе учтите ниациновую пробу и результаты посева культуры на среду с салициловым натрием, дайте оценку чувствительности выделенной культуры к противотуберкулезным препаратам и по результатам всех этапов исследования сформулируйте окончательный ответ, заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак лаборатории.

2. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты (БЦЖ, БЦЖ-М, Туберкулин, Диаскинтест, тест-система «Тубовид»), указав, что содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Назовите виды микобактерий, вызывающих туберкулез человека. Какой вид является основным?

2. Назовите биологические особенности микобактерий, связанные с высоким содержанием в них липидов и их патогенетическое значение.

3. Назовите факторы патогенности возбудителей туберкулеза.

4. Обоснуйте возможности использовании при микробиологической диагностике туберкулеза:

· микроскопического метода;

· бактериологического метода;

· серологического метода;

· аллергического метода.

5. Каковы объективные причины длительности бактериологической диагностики при туберкулезе.

6. Назовите методы микробиологической диагностики с помощью которых можно выбрать препараты для этиотропного лечения туберкулеза?

7. Назовите метод экспресс-диагностики туберкулеза, который позволяет определить наличие микобактерий туберкулеза в исследуемом материале и их резистентность к противотуберкулезным препаратам. В чем его суть?

8. Что такое множественная лекарственная устойчивость (МЛУ) микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

9. Что такое первичная лекарственная устойчивость микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

10. Что такое приобретенная (вторичная) лекарственная устойчивость микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

11. Назовите и обоснуйте меры профилактики профессионального заражения врача-стоматолога туберкулезом.

- решение ситуационных задач:

ЗАДАЧА №1. При предварительной микроскопии мазка из мокроты больного, окрашенного по Граму, микобактерии не обнаружены. У больного субфебрильная температура и резко-положительная реакция Манту. Рентгеноскопия выявила затемненный участок правой верхней доли легкого. 

1. Почему окраска по Граму мало информативна для выявления микобактерий туберкулеза?

2. Каким методом необходимо окрасить мазок?

3. Как увеличить чувствительность микроскопического исследования?

4. Какие признаки позволят сделать заключение о принадлежности выявленных бактерий к микобактериям туберкулеза?

ЗАДАЧА №2. При рентгеноскопии легких обнаружено темное пятно размером с 10-ти копеечную монету. Реакция Манту положительная. Многократная микроскопия обогащенной мокроты дала отрицательные результаты. 

1. Возможно ли отсутствие микобактерий в мокроте при туберкулезе легких?

2. Какие исследования необходимо провести для уточнения диагноза?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

(См. контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой:

1. Особенности эпидемиологии туберкулеза на современном этапе.

2. Причины и механизмы формирования резистентности микобактерий к химиопрепаратам и пути преодоления.

3. Особенности диагностики внелегочных форм туберкулеза.

4. Микобактериозы: этиология, эпидемиология, профилактика.
8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Основная:

1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.

Дополнительная:

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учебное пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 400 с. - Текст: электронный.

3. Микробиология: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 616 с.: ил. - Текст: электронный.

4. Левинсон, У.  Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - Текст: электронный.

5. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва : ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 408 с. - Текст: электронный.

Электронные ресурсы

Сайт АНТИБИОТИК.ru (http://www.antibiotic.ru/resistance.php)

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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