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1. Занятие № 14
Тема: «Микробиологическая диагностика шигеллезов и иерсиниозов».
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. 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 важная роль принадлежит микробиологическим методам обследования людей и объектов внешней среды.
Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica играют значительную роль в патологии человека. В силу своей психрофильности бактерии могут размножаться и накапливаться в пищевых субстратах. Заражение чаще происходит при употреблении в пищу продуктов, хранившихся при пониженной температуре (4-12°).
Заболевания, вызываемые иерсиниями, характеризуются полиморфностью клинических проявлений, поражением ЖКТ, тенденцией к генерализации и поражению различных органов и систем.
4. Цели обучения: 

- учебная: 

знать 

· особенности биологии шигелл и иерсиний, определяющие их роль в инфекционной патологии человека;
· экологию шигелл и иерсиний, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета, вызываемых ими заболеваний;
· материал и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых шигеллами и иерсиниями;
· неспецифическую профилактику заболеваний, вызываемых шигеллами и иерсиниями;
· специфическую терапию заболеваний, вызываемых шигеллами.
уметь
· отобрать на средах первичного посева характерные для шигелл и иерсиний лактозонегативные колонии;
· изучить морфо-тинкториальные свойства и проверить чистоту выделенных копрокультур;
· учесть и оценить результаты изучения биохимических  (среда Клиглера, «пестрый ряд») и антигенных свойств копрокультур с целью их идентификации;
· учесть и оценить результаты РПГА с сывороткой обследуемого с подозрением на хроническую дизентерию;
· заполнить бланки-направления и бланки-ответы из бак. лаборатории.
владеть
· техникой приготовления и микроскопирования фиксированных препаратов;
· техникой проведения лабораторных работ в микробиологической лаборатории;
· основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования. 
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Тесты

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.
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. 

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.

У больного с подозрением на иерсиниоз исследуют испражнения, кровь, рвотные массы, дуоденальное содержимое, мочу.
Бак. методом культуру дифференцируют от прочих энтеробактерий по биохимическим признакам и серологическим свойствам в РА.
Для серодиагностики используют РА, РНГА. Агглютинины обнаруживаются через 8-10 дней с начала заболевания.

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 РПГА 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 бак. лаборатории.

3. Провести бактериологическое исследование испражнений обследуемого с подозрением на иерсиниозную инфекцию:

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

3.2. 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.

3.3. Учесть и оценить результаты «пестрого ряда».

3.4. Учесть и оценить результаты РА с диагностическими иерсиниозными сыворотками.

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

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

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

I. 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.

II. 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 (см. занятие). 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.

III. Проведите бактериологическое исследование испражнений обследуемого с подозрением на иерсиниозную инфекцию:

1 этап. При диагностике иерсиниозных инфекций параллельно с посевом на плотную питательную среду (Эндо) исследуемый материал засевают на среду накопления (фосфатно-буферную среду или др.). 

Посевы на среде накопления культивируют при t( +4-5 до 30 дней, периодически высевая через каждые 3-5 дней на плотные среды. Иерсинии при низкой t( размножаются в отличие от остальных энтеробактерий. Наиболее часто культуры иерсиний выделяют после 7 суток.

На 2 этапе изучите результаты посева испражнений обследуемого на среде Эндо, дайте характеристику колоний и отберите те из них (не менее 3-х), характеристика которых совпадает с характеристикой колоний предполагаемого возбудителя.


На среде Эндо через 24 ч иерсинии видов Y. enteroсоlitica, Y. pseudotuberculosis  вырастают в виде мелких (0,3-0,5 мм), выпуклых, гладких лактозонегативных колоний; к 40-48 ч они увеличиваются в размерах, приобретая розовый оттенок. Характерные колонии отсевают на дифференциально-диагнос-тическую среду Клиглера (Ресселя) и МПА. 

На 3 этапе оцените биохимическую активность выделенных культур на среде Клиглера, приготовьте фиксированный препарат из тех же культур на МПА, окрасьте по Граму и промикроскопируйте.

Иерсинии при росте на среде Клиглера не изменяют цвет скошенной части, т. к. не ферментируют лактозу и изменяет цвет столбика, т. к. ферментируют глюкозу до кислоты без газа. Иерсинии – грамотрицательные, мелкие, овоидные, характеризующие полиморфизмом, палочки.

На 4 этапе учтите и оцените результаты «пестрого ряда» (демонстрация). Для идентификации и дифференциации Y. enteroсоlitica, Y. pseudotuberculosis используйте набор тестов, представленных в таблице:

	№ пп
	Тесты
	Y. enteroсоlitica
	Y. pseudotuberculоsis

	1.
	Мочевина
	+
	+

	2.
	Фенилаланин
	-
	-

	3.
	Сахароза
	+
	-

	4.
	Рамноза
	-
	+

	5.
	Арабиноза
	+
	+

	6.
	Маннит
	+
	+

	7.
	Подвижность: 37(
                         22(
	-

+
	-

+


Серологической идентификации подлежат культуры, отнесенные по биохимическим свойствам к видам Y. enteroсоlitica и Y. pseudotuberculosis. Ее проводят в РА на стекле по общепринятой методике (см. занятие № 10) с диагностическими сыворотками к Y. enteroсоlitica наиболее распространенных сероваров (03, 05, 06, 08, 09) и к Y. pseudotuberculosis (поливалентные к сероварам I-V, а  затем моновалентные).

На основании полученных результатов определите видовую принадлежность выделенной культуры, занесите результаты в протокол, заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.

IV. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты: агглютинирующие видовые, групповые, типовые, поливалентные сыворотки; дизентерийный  бактериофаг;   спиртовая   дизентерийная   вакцина; эритроцитарные диагностикумы Флекснера и Зонне; дизентерин; агглютинирующие диагностические иерсиниозные сыворотки. 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 и иерсиний.

2. Факторы вирулентности шигелл и иерсиний.

3. Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза заболеваний, вызываемых шигеллами и иерсиниями.

4. Материалы и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых шигеллами и иерсиниями.

5. Специфическая терапия бактериальной дизентерии.

6. Неспецифическая профилактика заболеваний, вызываемых шигеллам.
· решение ситуационных задач по теме.

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.

8. Отличия патогенных эшерхий от эшерихий – представителей нормальной микрофлоры кишечника.   

9. Назовите заболевания, вызываемые патогенными эшерихиями.

10. Назовите виды сальмонелл, вызывающих брюшной тиф и паратифы А и В.

11. Какие свойства лежат в основе идентификации и дифференциации сальмонелл – возбудителей брюшного тифа и паратифов А и В.

12. Назовите виды иерсиний, вызывающих кишечный иерсиниоз и псевдотуберкулез.

13. Назовите отличительную особенность экологии иерсиний, не характерную для других энтеробактерий. 

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

Темы рефератов:

1. Особенности экологии, эпидемиологии и профилактики иерсиниозов.

2. Особенности патогенеза иерсиниозов.

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

8. Рекомендованная литература по теме занятия:
Основная литература

1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный. 

Дополнительная литература

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

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

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

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

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

Электронные ресурсы

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