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1. Занятие № 14
Тема «Микробиологическая диагностика  шигеллезов».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.

Шигеллезы или бактериальная дизентерия ежегодно поражает миллионы людей в разных частях земного шара, нанося серьёзный ущерб здоровью и экономике. В некоторых регионах шигеллёз остаётся эндемичным и наиболее часто поражает детей в возрасте от 3 месяцев до 10 лет. Причем до 90% тяжелых и смертных случаев приходится на детей в возрасте до 5 лет. На протяжении 20 века происходила смена микробного пейзажа возбудителей дизентерии. Более вирулентные шигеллы Шига уступили место менее вирулентным, но более резистентным S. flexneri и S. sonnei. Распространение шигеллеза Флекснера происходит, в основном, водным путем в условиях низкого уровня санитарно-коммунального благоустройства. Преобладание шигеллеза Зонне связано с пищевым путем передачи в условиях централизованного общественного питания. Интенсивное формирование лекарственной устойчивости шигелл расматривается как одна из причин снижения эффективности антибиотикотерапии и стабилизации заболеваемости на высоком уровне. В диагностике и организации рациональных форм борьбы с шигеллёзами, дифференциация их от других ОКИ, определения вида возбудителя важная роль принадлежит микробиологическим методам обследованиялюдей и объектов внешней среды.
4. Цель обучения: 

- учебная: 

знать 

1. Особенности биологии шигелл и иерсиний, определяющие их роль в инфекционной патологии человека.

2. Экологию шигелл и иерсиний, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета, вызываемых ими заболеваний.
3. Материал и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых шигеллами.
4. Неспецифическую профилактику заболеваний, вызываемых шигеллами.
5. Специфическую терапию заболеваний, вызываемых шигеллами.
уметь
1. Отобрать на средах первичного посева характерные для шигелл лактозонегативные колонии.

2. Изучить морфо-тинкториальные свойства и проверить чистоту выделенных копрокультур.
3. Учесть и оценить результаты изучения биохимических  (среда Клиглера, «пестрый ряд») и антигенных свойств копрокультур с целью их идентификации.
4. Учесть и оценить результаты РПГА с сывороткой обследуемого с подозрением на хроническую дизентерию.
5. Заполнить бланки-направления и бланки-ответы из бак. лаборатории.
владеть
1. Техникой приготовления и микроскопирования фиксированных препаратов.

2. Техникой проведения лабораторных работ в микробиологической лаборатории.

3. Основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

1. ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДИЗЕНТЕРИИ ОТНОСЯТСЯ К РОДУ
1) Escherichia
2) Shigella
3) Salmonella
4) Yersinia

5) Klebsiella

2. SHIGELLA FLEXNERI ВЫЗЫВАЕТ
1) чуму

2) дифтерию

3) дизентерию

4) возвратный тиф

5) бруцеллез

3. ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДИЗЕНТЕРИИ
1) аэробы

2) микроаэрофилы

3) психрофилы

4) не требовательны к питательным средам

5) нуждаются в дополнительных факторах роста

4. ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДИЗЕНТЕРИИ
1) представители нормальной микрофлоры человека

2) условно-патогенные микроорганизмы

3) патогенные микроорганизмы

4) возбудители оппортунистических инфекций

5) сапрофитические микроорганизмы

5. ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДИЗЕНТЕРИИ
1) коккобактерии

2) грамположительны

3) грамотрицательны

4) образуют споры

5) подвижны

6. НЕСПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДИЗЕНТЕРИИ В ОЧАГЕ
1) вакцинация 

2) антибиотики

3) соблюдение личной гигиены

4) диета

5) бактериофаг
5.2. Основные понятия и положения темы:
Классификация и морфо-биологические свойства шигелл:
Бактериальная дизентерия – полиэтиологичное заболевание. Возбудители дизентерии или шигеллезов относятся к семейству Enterobacteriaceae, роду Shigella. По ферментативным антигенным свойствам они подразделяются на 4 группы: А, В, С и D, в которые входят 4 вида: гр. А-S.dysenteriae /маннитнегативные/, гр. В - S.flexneri /маннитпозитивные/, гр. С - S.boydii /маннитпозитивные/, гр. D - S.sonnei /медленно ферментирующие лактозу и сахарозу на 2-е сутки. По отечественной классификации у S.dysenteriae различают 10 сероваров: I серовар - шигеллы Шига, II - шигеллы Шмитца-Штутцера, III-VII - шигеллы Ларджа - Сакса, VIII-X - провизорные, т. е. временные. У S.flexneri различают 6 сероваров: VI серовар это шигеллы Ньюкастл. Серовары различаются еще по групповым и типовым антигенам: 1а,1в,2а,2в,3а,3в,3с,4а,4в, 5х+,6х+у+- У S.boydii различают 15 сероваров однородны и S.sonnei в антигенном отношении.

Шигеллы сходны между собой по морфологии, тинкториальным свойствам. Это грамотрицательные бактерии, палочки с закругленными концами, типичные для энтеробактерий, неподвижны, спор и капсул не образуют. Многие из них имеют половые пили и пили общего типа

Факультативные анаэробы. Растут на простых питательных средах при оптимуме рН среды 7,2, Т роста 37°.На плотных средах образуют колонии S- формы, шигеллы Зонне – S и R формы. На дифференциально-диагностических средах Плоскирева, Эндо (Левина): колонии первые 2-е суток лактозоотрицательные, неокрашенные, голубоватые или розовые. В бульоне шигеллы растут с диффузным помутнением (S форма); колонии R - формы, образуют придонный осадок, среда остается прозрачной.

Ферментативные свойства: все представители рода шигелл декарбоксилируют глютаминовую кислоту, не декарбоксилируют лизин и фенилаланин, не ферментируют мочевину, малонат натрия, глицерин, не образуют сероводород (исключение, слабо могут шигеллы Флекснера); углеводы ферментируют до кислоты (исключение, серовар шигелл Флекснера). Не растут на ацетатной и цитратной средах.

S.dysenteriae: ферментируют глюкозу до кислоты, не ферментируют лактозу, сахарозу, маннит, вариабельны в отношении дульцита и образования индола, не декарбоксилируют орнитин.

S.flexneri: ферментируют глюкозу и маннит, не ферментируют лактозу, сахарозу, дульцит, вариабельны в отношении индола, не декарбоксилируют орнитин.

S.boydii: ферментируют глюкозу и маннит, не ферментируют лактозуи и сахарозу, вариабельны в отношении дульцита, ксилоза, не декарбоксилируют орнитин.

S.sonnei: ферментируют глюкозу и маннит, на 2-5 сутки лактозу и сахарозу, не ферментируют дульцит, не образуют индол, декарбоксилируют орнитин; вариабельны в отношении ферментации рамнозы и ксилозы (различают 4 хемовара). Окончательная идентификция шигелл осуществляется путем изучения антигенной структуры.

Факторы вирулентности шигелл:
Шигеллы образуют эндотоксин, энтеротоксин и цитотоксин. Эндотоксин освобождается после разрушения шигелл, действуют нейротропно и увеличивает проницаемость сосудов. Энтеротоксин и цитотоксин - белки, энтеротоксин по механизму действия напоминает холероген и токсин холерного вибриона, но он менее токсичен. Цитотоксин препятствует синтезу белка в рибосомах клеток кишки.

Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза заболеваний, вызываемых шигеллами.
Дизентерия – антропозное заболевание, но в питомниках от персонала установленно заражение обезьян.

Источником инфекции при дизентерии является больной человек и бактерионоситель

Дизентерия - инфекция с фекально-оральным механизмом заражения. Заражение происходит алиментарным, контактно-бытовым путями, через контаминированные предметы (особенно среди детей дошкольного возраста). Имеет значение величина инфицирующей дозы (101-102).
Попав в кишечник, шигеллы прикрепляются фимбриями к клеткам эпителия толстой кишки, проникают и размножаются в них без проникновения в кровь. Интоксикация организмов обуславливается всасыванием через слизистую оболочку, главным образом толстого кишечника, токсинов шигелл. Шигеллы Зонне образуют энтеротоксин, способны размножаться в воде, молоке. Это обуславливает возможность пищевых токсикоин-фекций, особенно среди детей.

Постинфекционный иммунитет видо- и типо-специфический, местный и общий, непрочный, непродолжительный. Обусловлен антителами М, A.,G. При местном иммунитете имеют значение секреторные иммуноглобулины А, образуемые лимфоидными клетками слизистой оболочки кишки. Они покрывают ее и препятствуют прикреплению и проникновению шигелл в клетки эпителия.

Материалы и методы микробиологической диагностики дизентерии.
Основной метод исследования - бактериологический направлен на выделение копрокультуры определенного вида, серовара шигелл.

Исследуемый материал следует забирать до лечения; испражнения 1-2 г, рвотные массы, промывные воды кишечника, от трупа кусочки печени, селезенки, мезентериальные железы, отрезок толстой кишки с содержимым, объекты внешней среды - пищевые продукты, вода.

Испражнения забирают с помощью ректальных трубок из прямой кишки. При массовом обследовании можно пользоваться стерильными маленькими тампонами, взятыми с помощью корнцанга, ректоскопом, для взятия материала из горшка, с пеленки можно использовать прокипяченные шпатели, ложки. Материал для посева доставляют в стерильных стекляных баночках или пробирках, содержащих на 1/3 консерванты -30% раствора глицерина, 3% раствора хлорида натрия или боратную смесь, если время между сбором материала и посева может превысить1-2часа.

Серологический метод является вспомогательным, ретроспективным при стертых формах заболевания имеет значение при диагностике заболевания у детей и обследовании контактных. Исследуют сыворотку крови, выявляют антитела постановкой РА дизентерийного Видаля или РПГА с помощью обычных или эритроцитарных диагностикумов Флекснера и Зонне. Диагностический титр РА у детей 1:100, у взрослых 1:200 при дизентерии Флекснера, при дизентерии Зонне у детей 1:50, у взрослых 1:100.

Аллергический метод - вспомогательный, удобен для выявления хронических форм дизентерии ставят внутрикожную пробу Цуверкалова с дизентерином (гидролизат из шигелл Флекснера и Зонне, белок). У детей до 3 месяцев эта проба отрицательна. В 20-25 % она может быть положительна у здоровых.

Экспресс диагностика. РИФ-реакцией иммунофлюоресценции выявляют шигеллы в мазках из надосадочной жидкости испражнений с помощью поливалентных флюоресцирующих дизентерийных сывороток и РИГА с исследуемым материалом и антительными эритроцитарными диагностикумами - Sch. sonnei, Sch. flexneri -позволяет обнаружить АГ шигелл в исследуемом материале.

Этапы выделения и идентификация копрокультуры шигелл. Дифференциация шигелл.

1этап: для посева выбирают слизисто-гнойные комочки и делают: прямой посев на две чашки со средой Плоскирева, причем одна из них должна содержать левомицетин (тетрациклин) мл среды, для выделения антибиотикозависимых шигелл. Т.к. серовар 1 шигелл дизентериа плохо растут на среде Плоскирева, то дополнительно производят посев на чашку со средой Эндо или Левина.

Для обогащения делают посев в отношении 1:5 в пробирку с селенитовой средой с последующим высевом через 24-48 часов из нее на чашки с вышеназванными цветными дифференциально-диагностическими средами.

На II день: чашки вынимают из термостата и не вооруженным глазом или отбирают для выделения чистой культуры - копрокультуры лактозоотрицательные колонии: прозрачные, бесцветные, голубоватые, розоватые; шигеллы Зонне в R-форме дают мутные колонии. Отвивают на комбинированные среды Ресселя (Олькеницкого) или короткий «пестрый ряд» скошенный агар, среды Гисса с глюкозой и лактозой.

На III день: просматривают изменение цвета столбика и косяка, выделяют и отбирают подозрительные на шигеллы, т.е. ферментирующие глюкозу до кислоты или до кислоты и газа, и не ферментирующие лактозу. Для изучения морфологии и окраски по Граму из культур делают мазки. Проверяют подвижность культур в препарате «висячая» капля. Изучают антигенную структуру подвижных культур с помощью сальмонелезных, агглютинирующих сывороток, неподвижных - дизентерийных агглютинирующих сывороток, сначала с поливалентными сыворотками или смесью моносывороток, а затем с каждой из входящих в состав той, с которой получен положительный результат. В случае обнаружения S.dysenteriae, S.flexneri и S.boydii устанавливают серовар, а у S.flexneri дополнительно подсеровар по РА с типовыми и групповыми монорецепторнными сыворотками. Выпускают: смесь 1 дизентерийных сывороток, включающих поливалентную сыворотку Флекснера и Зонне. Смесь 2 включает поливалентные сыворотки к S.dysenteriae и S.boydii. Выпускают поливалентные сыворотки Флекснера, Бойда, Лардж-Сакса и к провизорным шигеллам, видовую сыворотку Зонне, а также типовые и групповые.

На III этапе выдают отрицательный ответ при отсутствии подозрительных колоний на чашках.

При положительной РА копрокультуру для изучения ферментативных свойств засевают на «пестрый ряд»: МПБ, среды Гисса с глюкозой, лактозой, сахарозой, дульцитом, ксилозой, орнитином. Проверяют фаголизабельность дизентерийным поливалентным фагом, ставят антибиотикограмму.

На IV этапе: учитывают результаты «пестрого ряда», определения фаголизабельности и анти-биотикограммы. Проводят идентификацию и дифференциацию и выдают окончательный ответ о виде и сероваре выделенных шигелл. Антипичные или неагглютинабельные шигеллы проверяют посевом на 5% лактозу, малонат натрия, ацетатную среду Козера, дульцит, глицерин, салицин, лизин, глутаминовую кислоту, фенил аланин.

Проводят кератоконъюктивальную пробу на морских свинках, вводят петлю суточной культуры.

При выделении копрокультуры сальмонелл, начиная с этапа изучения чистой культуры, исследование далее проводится по схеме аналогично изучению и идентификации гемокультуры.

Специфическая профилактика и терапия дизентерии.
Специфическая профилактика дизентерии гретыми, химическими вакцинами малоэффективна. Контактным проводят фагопрофилактику поливалентным дизентерийным фагом шигелл Флекснера, Зонне, Шига, Штутцера, Ньюкастл.

Специфическую терапию проводят дизентерийным поливалентным фагом в таблетках перорально или жидким ректально в клизмах. При хронических формах дизентерии Флекснера и Зонне для стимулирования иммуногенеза в комплексе с антибиотиками вводят инактивированную лечебную спиртовую вакцину Чернохвостовой из шигелл Флекснера и Зонне.

Неспецифическая профилактика заболеваний, вызываемых шигеллами, заключается в активном выявлении больных и бактерионосителей, обследовании бактериологическим методом декретированного контингента, соблюдении санитарно-гигиенических норм и правил, санитарном просвещении населения.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Провести бактериологическое исследование испражнений обследуемого с подозрением на бактериальную дизентерию:

1.1. Изучить результаты  посева испражнений обследуемого на среде Эндо и Плоскирева, отобрать характерные для шигелл лактозонегативные колонии.

1.2. Изучить копрокультуру, выделенную от обследуемого, на среде Клиглера (демонстрация) и МПА, для чего:

· учесть биохимическую активность на среде Клиглера;

· приготовить фиксированный препарат из культуры на МПА, окрасить по Граму, промикроскопировать;

· поставить РА на стекле с сывороткой FNS и оценить полученные результаты.

1.3. Учесть и оценить результаты «пестрого ряда».

1.4. Учесть и оценить результаты РА с соответствующими поливалентными, типовыми, групповыми и видовыми сыворотками.

1.5. Учесть и оценить результаты определения антибиотикограммы диско-диффузионным методом.

1.6. Полученные результаты занести в протокол и сделать вывод; заполнить бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.

2. Учесть и оценить результаты РНГА с сывороткой крови обследуемого с подозрением на хроническую форму дизентерии и эритроцитарными диагностикумами Флекснера и Зонне. Полученные результаты занести в протокол и сделать вывод; заполнить бланк-направление и бланк-ответ из баклаборатории.

3. Охарактеризовать биопрепараты: диагностические агглютинирующие дизентерийные сыворотки: поливалентные, типовые, групповые, видовые; дизентерийный бактериофаг; спиртовая дизентерийная вакцина; эритроцитарные диагностикумы Флекснера и Зонне; дизентерин; указав, что они содержат, для чего и как применяются.

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1. Проведите бактериологическое исследование испражнений обследуемого с подозрением на бактериальную дизентерию:

1 этап. Испражнения забирают сразу после дефекации из судна без следов дезинфектантов или с помощью ректальной петли. При наличии в испражнениях слизисто-гнойных комочков их необходимо включать в отбираемые пробы.  Наиболее эффективным является посев испражнений «у постели больного», т.е. сразу после их получения, но не позднее 2 ч. Посев осуществляется петлей или шпателем на  чашки со средами Плоскирева, Эндо (Левина) и магниевую среду накопления. 

На 2 этапе изучите результаты посева испражнений на среды Плоскирева и Эндо (Левина) и отберите колонии, характеристика которых совпадает с характеристикой предлагаемого возбудителя.

На средах Плоскирева, Эндо (Левина) шигеллы образуют бесцветные (лактозонегативные), прозрачные колонии, с глянцевой поверхностью и ровным краем. Характерные колонии отвивают на среду Клиглера и МПА, термостатируют при 37°С 18-24 часа.

На 3 этапе изучите результаты роста копрокультуры на среде Клиглера (демонстрация). Из копрокультуры, растущей на МПА, приготовьте мазки, окрасьте по Граму и промикроскопируйте. Поставьте с копрокультурой, растущей на МПА, РА на стекле с поливалентной сывороткой FNS. Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод.

Культуры, ферментирующие глюкозу до кислоты  или кислоты и газа (изменение цвета столбика среды, соответственно цвету индикатора и появление пузырьков газа) и не ферментирующие лактозу (цвет косяка не изменяется), подвергают дальнейшему изучению, как подозрительные на шигеллы. Для чего из культуры готовят мазки, окрашивают по Граму и микроскопируют. С чистыми культурами грамотрицательных бактерий, расщепляющих глюкозу и не расщепляющих лактозу, поставить РА на стекле с поливалентной сывороткой FNS. 

Для окончательной идентификации выделенной культуры производят посев на «пестрый ряд»: среды Гисса с глюкозой, маннитом, лактозой, сахарозой и МПБ для определения индола и H2S. Определение антибиотикограммы проводят диско-диффузионным методом. 

На 4 этапе учтите и оцените результаты «пестрого ряда» (демонстрация). Для  изучения  антигенной структуры учтите результаты  РА с адсорбированными видовыми сыворотками, а затем с соответствующими типовыми и групповыми сыворотками (см. антигенную структуру шигелл) (демонстрация). Определите антибиотикограмму выделенной копрокультуры.

По результатам всех этапов исследований сформулируйте окончательный ответ, указав при этом вид возбудителя и его отношение к лекарственным препаратам; заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.
2. Проведите серологические исследования по обнаружению антител к предлагаемому возбудителю в сыворотке крови обследуемогоо с подозрением на хроническую форму дизентерии:

Учтите и оцените результаты РНГА с эритроцитарными диагностикумами Флекснера и Зонне. Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод; заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.

Постановка: В лунках пластмассовых пластин готовят два ряда последовательных разведений сыворотки обследуемого и вносят эритроцитарные диагностикумы Флекснера и Зонне. Параллельно ставят соответствующие контроли.

Оценка: сопоставляют титр РНГА с диагностическими титрами, которые составляют в РНГА с диагностикумом Флекснера 1/200 и с диагностикумом Зонне 1/100.

3. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты: агглютинирующие видовые, групповые, типовые, поливалентные сыворотки; дизентерийный бактериофаг; спиртовая дизентерийная вакцина; эритроцитарные диагностикумы Флекснера и Зонне; дизентерин. Укажите, что они содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний:

· ответы на вопросы по теме занятия

1. Классификация и морфо-биологические свойства шигелл.

2. Факторы вирулентности шигелл.

3. Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза бактериальной дизентерии.

4. Материалы и методы микробиологической диагностики бактериальной дизентерии.

5. Специфическая терапия бактериальной дизентерии.

6. Неспецифическая профилактика бактериальной дизентерии.
· решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. У больного хроническая дизентерия Зонне. 


Какой специфический препарат вы примените для лечения и на что будет направлено его действие.

ЗАДАЧА №2. В инфекционную больницу поступил больной с подозрением на дизентерию. Болен 5-е сутки. Копрокультура не выделена. 
Назовите тактику дальнейшего обследования больного.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по теме занятия).
1. Обоснуйте выбор сред для первичного посева испражнений с целью диагностики бактериальной дизентерии.

2. Назовите виды шигелл, имеющие наибольшее эпидемиологическое значение на современном этапе.

3. Почему бактериальную дизентерию называют болезнью «грязных рук». Обоснуйте.

4. Обоснуйте выбор методов микробиологической диагностики острой и хронической бактериальной дизентерии.

5. Назовите время выдачи положительного ответа из бак. лаборатории при подозрении на бактериальную дизентерию.

6. Какие свойства лежат в основе идентификации и дифференциации шигелл.

7. Меры неспецифической профилактики бактериальной дизентерии.

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

1. История открытия возбудителя бактериальной дизентерии.

2. Особенности патогенеза, эпидемиологии шигеллёзов.

3. Эпидемиологическая ситуация по заболеваемости бактериальной дизентерией в РФ и Красноярском крае.

8. Рекомендованная литература по теме занятия:
Основная:

1. Микробиология, вирусология и иммунология полости рта: учебник / ред. В. Н. Царев. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - 720 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. 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. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

4. 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.

5. 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.

6. 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

Шигеллез. Клинические рекомендации Шигеллез у взрослых (утв. Минздравом России). 2016. 
(https://legalacts.ru/doc/klinicheskie-rekomendatsii-shigellez-u-vzroslykh-utv-minzdravom-rossii/)

