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1. Занятие № 12.
Тема «Микробиологическая диагностика стрептококковых инфекций».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы: Среди бактериальных инфекций болезни, вызываемые стрептококками, относятся к ведущим в инфекционной патологии. Об этом свидетельствуют данные по носительству стрептококков, заболеваемости и смертности. Данные, по ряду стран, указывают на то, что носительство стрептококков группы А в верхних дыхательных путях у школьников достигает 10-30%. Установлено, что носительство стрептококков среди населения достигает более чем 30% в зонах с умеренным климатом; в субтропических и тропических зонах эта цифра колеблется от 9 до 50%. Инфекция, вызываемая стрептококками группы А, продолжает оставаться одной из наиболее частых и общих причин заболеваемости детей. Стрептококки группы В занимают одно из ведущих мест в неонатальной патологии, а стрептококки группы С и В, обладающие некоторыми факторами группы А, индуцируют системные постстрептококковые осложнения (ревматическая лихорадка, ревматическое поражение сердца, острый гломерулонефрит). Кроме этого, стрептококки могут являться возбудителями внутрибольничных инфекций.

Исходя из этого, задачами бактериологии является:

1) Своевременная диагностика стрептококковых инфекций.
2) Микробиологическая диагностика постстрептококковых осложнений.

3) Специфическая и неспецифическая профилактика данных инфекций.

4. Цели занятия: 
- учебная: 
знать: правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами; классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов и вирусов; 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; влияние физических и химических факторов на микроорганизмы как основа деконтаминации; микробиологические аспекты развития внутрибольничных инфекций и мер борьбы с ними; особенности биологии стрептококков и энтерококков, определяющие их роль в инфекционной патологии человека; патогенез развития стрептококковых инфекций; материал и методы микробиологической диагностики стрептококковых инфекций; специфическую профилактику и терапию стрептококковых инфекций.

уметь: 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; анализировать действие лекарственных средств – антибиотиков и иммунобиологических препаратов – по совокупности их свойств и возможность их использования для терапевтического лечения пациентов различного возраста;  готовить фиксированные мазки из гноя, бульонных культур; микроскопировать их и интерпретировать полученные результаты; учесть и оценить результаты изучения культуральных и антитенных свойств культур с целью идентификации и дифференциации стрептококков; учесть и оценить результаты определения антибиотикограммы исследуемых культур.

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. Классификация и морфо-биологические свойства стрептококков, энтерококков.

2. Факторы вирулентности стрептококков и энтерококков.

3. Экология, особенности эпидемиологии, патогенеза стрептококковых и энтерококковых инфекций.

4. Материал и методы микробиологической диагностики стрептококковых, энтерококковых инфекций.

5. Специфическая профилактика и терапия стрептококковых, энтерококковых инфекций.

Тесты
1. ВИД СТРЕПТОКОККОВ ГРУППЫ А, ИГРАЮЩИЙ ВЕДУЩУЮ РОЛЬ В ИНФЕКЦИОННОЙ ПАТОЛОГИИ ЧЕЛОВЕКА
1) S.agalactiae
2) S.pyogenes
3) S.pneumoniae
4) S.mutans
5) S.bovis
2. ЭНТЕРОКОККИ ВЫЗЫВАЮТ
1) язвенный колит
2) дизентерию
3) поражения ЦНС
4) крупозную пневмонию
5) раневые инфекции
3. ПНЕВМОКОККИ
1) вызывают в основном внебольничные пневмонии
2) вызывают в основном внутрибольничные пневмонии
3) группа риска – работающее население
4) специфическая профилактика не разработана
5) основной метод диагностики – аллергический
4. ВЕДУЩИЙ ФАКТОР ВИРУЛЕНТНОСТИ ПНЕВМОКОККОВ
1) экзотоксин

2) эндотоксин
3) капсула
4) гиалуронидаза
5) нуклеоид
5. ФАКТОР ПАТОГЕННОСТИ СТРЕПТОКОККОВ
1) фосфолипаза С

2) пили
3) фракция V/W
4) капсула, экзотоксины
5) эндотоксины
6. ТОКСИНЫ СТРЕПТОКОККОВ
1) экзотоксин S
2) эндотоксин
3) анатоксин
4) O- и S-стрептолизины
5) «мышиный» токсин 
7. ОСОБЕННОСТИ ПАТОГЕНЕЗА ПРИ СТРЕПТОКОККОВЫХ ИНФЕКЦИЯХ
1) в основном септикопиемия

2) развитие ГЧНТ
3) эндотоксический шок
4) в основном абсцедирование
5) иммунные осложнения
8. ВОЗМОЖНОЕ ИММУННОЕ ОСЛОЖНЕНИЕ СТРЕПТОКОККОВОЙ ПИОДЕРМИИ
1) ревматизм
2) гломерулонефрит
3) синдром токсического шока
4) крупозная пневмония
5) менингит
9. ВОЗМОЖНОЕ ИММУННОЕ ОСЛОЖНЕНИЕ СТРЕПТОКОККОВОЙ АНГИНЫ
1) ревматизм
2) гломерулонефрит
3) рожа
4) скарлатина
5) эндокардит
10. ВОЗБУДИТЕЛЬ КРУПОЗНОЙ ПНЕВМОНИИ
1) S.pyogenes
2) S.pneumoniae
3) S.agalactiae
4) E.faecium
5) E.faecalis
5.2. Основные понятия и положения темы.
Стрептокококки относятся к семейству Streptococcaceae, родам Streptococcus, Enterococcus. 

Полиморфные кокки, располагаются цепочкой или попарно (пневмококки), энтерококки - парами(чаще всего), короткие цепочки и небольшие группы. Неповижны, спор не образуют. S. pneumoniae в организме образуют капсулу. Грамположительны. Факультативные анаэробы. Растут на сложных питательных средах, за исключением энтерококков. На плотных питательных средах образуют точечные колонии. При росте в жидких средах дают придонно-присте-ночный рост, а среда остаётся прозрачной. 
Факторы патогенности:

1)Капсула - защита от фагоцитоза, адгезия к эпителию, антигенная мимикрия. Имеет гиалуроновую природу.

2)Белок М - адгезия, защита от фагоцитоза (действует на фагоциты или маскирует рецепторы для компонентов комплемента и опсонинов); суперантиген; развитие аутоимунной патологии.

3)С5а-пептидаза - расщепление и инактивация С5а компонента комплемента - подавление активности фагоцитов.

4)Фибринолизин (стрептокиназа) - инвазия.

5)Гиалуронидаза - инвазия.

6)ДНК-аза (стрептодорназа) - инвазия.

7)Протеазы - разрушение различных белков - тканевая токсичность.

8)НАД-аза - кардиотоксичность, нарушение дыхания клеток.

9)Гемолизины - повреждают мембраны эритроцитов, СЯЛ, тромбоцитов, лизосом с освобождением ферментов, разрушающих ткани; оказывают токсическое действие на лимфоидные клетки и кардиомиоциты.

10)Эритрогенные токсины (А,В,С) - обладают пирогенностью, иммуносупресивностью, митогенностью, разрушают тромбоциты.

11)Цитотоксины - повреждение тканей.

12)L-трансформация - ускользание от иммунного надзора – хронизация, ЦИКи.

13)Токсин синдрома токсического шока.
14)Общие антигены с человеком (белок М, гиалуронидаза, клеточная мембрана) - аутоимунные процессы.

Патогенез заболевания, вызываемых БГСА:

1) Пиогенные инвазии СО, кожи, глубоких тканей.

2) Типовое выражение - флегмона (целлюлит - гнойное воспаление рыхлой ткани) -> распространение контактным и лимфогенным путем и по межтканевым пространствам -> лимфангиит, лимфаденит.

3) Общая интоксикация:

- неспецифическая (при сепсисе -> образование токсинов и цитокинов);

- специфическая (скарлатина, СТШ);

4) Осложнения:

- ревматизм (предшествующая ангина, поражение кожи);

- гломерулонефрит (предшествующее поражение кожи);

5) Аллергическая перестройка.

Заболевания связанные с БГСА:

1) Поверхностные - ангина, фарингит, импетиго, рожа.

2) Глубокие (инвазивные) - некротический фасциит, миозит, перикардит, пневмония, перитонит, сепсис.

3) Токсин-опосредованные - скарлатина, СТШ.

4) Иммунологические - ревматизм, гломерулонефрит, реактивный артрит, васкулиты.

Роль S. agalactiae (группа В):

1) Возбудитель мастита у коров.

2) Обитатель влагалища у женщин.

3) Заражение при родах -> поражение легких, попадание в кровь и развитие менингита (смертность 50-100%);

4) Внутрибольничное или бытовое заражение.

5) Длительное носительство беременной -> повышает шанс развития пиелонефрита -> патология беременности (недоразвитие плода, преждевременные роды и аборты);

6) Инфекции мочевых путей у лиц обоего пола, чаще у пожилых мужчин.
Роль энтерококков (группа D):

1) Обитатели ЖКТ.

2) Вызывают воспалительные процессы в мочевыводящей системе (цистит, пиелонефрит) и брюшной полости, эндокардит; гнойные осложнения у беременных, родильниц и гинекологических больных; раневые инфекции;

3) Вызывают НИ:

- мочевыводящих путей 16%;

- раневых инфекций 12%;

- кровотока 9%;

4) Резистентность ко всем классам АБ, включая гликопептиды

-> VRE (E.faecium, E.faecalis - 50% и 5% соответственно)

-> MRSA > MRSE.

Причины энтерококков в развитии ВБИ:

1) Часть нормальной микрофлоры.

2) Высокая устойчивость к антибиотикам.

3) Длительная сохраняемость во внешней среде.

4) Контаминация рук медперсонала и низкая комплаентность процедуры мытья рук.

Роль пневмококков S. pneumoniae:

1) Гр+ диплококки, имеющие мощную макрокапсулу;

2) Высоко вирулентны для белых мышей -> биологический метод.
3) > 80 сероваров (капсульный полисахарид)

-> различная вирулентность;

-> типоспецифический иммунитет;

4) Входит в состав микрофлоры рото- и носоглотоки 10-40% здоровых лиц.

5) Один из распространенных возбудителей:

-> острый средний отит (30-50% у детей)

-> острый синусит.

-> внебольничная пневмония (до 75% у взрослых и до 94% у детей).

-> крупозная пневмония.

-> бактериемия (летальность до 50%).

Факторы риска развития инвазивных пневмококковых инфекций:

1) Ранний детский и пожилой возраст.

2) Спленэктомия.

3) Сахарный диабет.

4) Алкоголизм.

5) Хронические СС заболевания.

6) Иммунодефицит (ВИЧ-инфекция).

Факторы патогенности:

- капсула!;

- гиалуронидаза, нейраминидаза.

- SIg- A протеаза.

- гемолизин, лейкоцидин.

Микробиологическая диагностика: основной метод – бактериологический; серологический метод применяется при диагностике ревматизма.

Для специфической профилактики пневмококковых инфекций у пожилых и ослабленных людей используется вакцина пневмо-23.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

I. Проведите бактериологическое исследование по обнаружению и выделению предполагаемого возбудителя из  содержимого флегмоны нижней конечности с целью установления этиологии заболевания:

1 этап. Приготовьте препарат  из исследуемого материала, окрасьте по Граму и промикроскопируйте.  Результаты исследования внесите в протокол и сформулируйте вывод. 

В биоматериале стрептококки – это грамположительные кокки, которые располагаются одиночно, парами, короткими цепочками и небольшими группами среди интактных и разрушенных лейкоцитов. Сходная картина наблюдается при стафилококковых инфекциях. Поэтому полученный результат позволяет сделать вывод о выявлении грамположительных кокков и продолжить исследование. Для чего исследуемый материал засевают на чашки с КА и ЖСА для получения изолированных колоний. Чашки инкубируют при 37(С в течение 24 ч.

2 этап. Оцените результаты посева исследуемого материала того же больного на ЖСА и КА, дайте характеристику выросшим колониям. 

При наличии в патологическом материале стафилококков рост будет наблюдаться одновременно на ЖСА и КА. При наличии стрептококков рост будет только на КА. Стрептококки образуют мелкие, слегка выпуклые колонии с зернистой структурой, окруженные зоной полного гемолиза ((-гемолиз), зоной зеленящего гемолиза ((-гемолиз) или гемолиз может отсутствовать ((-рост). Зона гемолиза хорошо видны в проходящем свете. Для получения чистой культуры 2-3 характерные колонии пересевают на скошенный сывороточный агар и сахарный бульон.

3 этап. Изучите характер роста культуры на сахарном бульоне, приготовьте фиксированный препарат, окрасьте по Граму и промикроскопируйте. Дайте заключение. 

В сахарном бульоне стрептококки дают придонно-пристеночный рост, а среда остается прозрачной или становится слегка мутной. Стрептококки группы А чаще не вызывают помутнение, а в мазке из бульона обнаруживают длинные цепочки полиморфных  овальных или/и округлых грамположительных кокков. Пневмококки располагаются короткими цепочками, сохраняя парность. Для энтерококков характерно помутнение бульона, а в мазке энтерококки располагаются попарно и небольшими скоплениями (но не гроздьями). 

Идентификацию полученной культуры проводят с помощью тест-системы Api 20 STREEP.

Для определения чувствительности к антимикробным химиопрепаратам используют тест-систему ATB STREP.

4 этап. Учтите результаты биохимической идентификации (тест-система Api 20 STREEP) и определения чувствительности к антимикробным химиопрепаратам (тест-система ATB STREP). 

Для сероидентификации культур стрептококков в настоящее время широко используется латекс-агглютинация, основанная на взаимодействии антигена культуры с моноклональными антителами, адсорбированными на инертных латексных частицах. Это приводит к быстрому образованию видимых агрегатов. Учет результатов проводят в течение нескольких мин при косом освещении на темном фоне. 

Учтите результаты латекс-агглютинации исследуемой культуры с групповыми сыворотками (А, В, С, F) - демонстрация.

На основании полученных результатов определите видовую принадлежность культуры (таблица выдается на занятии) и ее антибиотикограмму методом дисков или с помощью тест-системы АТВ (таблица выдается на занятии). Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод; заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.
II. Промикроскопируйте готовый препарат, приготовленный из осадка СМЖ больного с клиническим диагнозом «менингит». Дайте заключение, заполните бланк-направление и бланк-ответ из баклаборатории.

Одним из возбудителей гнойных менингитов являются пневмококки. Для их выявления СМЖ центрифугируют и исследуют осадок, из которого готовят мазки, окрашенные по Граму. Пневмококки – это грамположительные диплококки ланцетовидной формы, обращенные уплощенной стороной друг к другу и окруженные общей капсулой.

III. Ознакомьтесь и опишите в протоколе бакпрепараты: стрептококковый бактериофаг, вакцина «Пневмо 23», указав, что они содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний:

· ответы на вопросы по теме занятия
1. Назовите специфические заболевания стрептококковой этиологии.

2. Назовите типовое проявление заболеваний стрептококковой этиологии.

3. Назовите возможные не нагноительные осложнения  при развитии стрептококковых инфекций и каков механизм их развития.

4. Чем объясняется возможность эндогенного заражения при стрептококковых инфекциях.

5. Обоснуйте возможность использования микроскопического метода диагностики пневмококковых инфекций.

6. Обоснуйте возможность использования биологического метода диагностики пневмококковых инфекций

7. Назовите при какой стрептококковой инфекции в настоящее время возможно проведение специфической профилактики и какой препарат можно использовать для этой цели, что он содержит.
8. Роль S. agalactiae в неонатальной патологии.
· решение ситуационных задач
ЗАДАЧА № 1. В мокроте обследуемого, окрашенной метиленовым синим, на фоне полимофноядерных лейкоцитов обнаружены грамположительные диплококки ланцетовидной формы, окруженные капсулой. 
1. О каком возбудителе идет речь? 
2. Какие исследования необходимо провести для окончательной диагностики? 

ЗАДАЧА № 2. У больного через 2 недели после перенесенной ангины появились боли в области сердца. 
1. О каком осложнении может идти речь? 
2. Какой вид стрептококков является этиологическим фактором данного осложнения?
3. Какие исследования необходимо провести для уточнения диагноза?

ЗАДАЧА № 3. При осмотре больного, поступившего в инфекционное отделение, доктор обнаружил на шее, верхней части спины и груди мелкоточечнуюсыпь красного или ярко-красного цвета,  язык ярко-красного (малинового) цвета, резкий контраст между ярко-красными «пылающими» щеками и бледным носогубным треугольником. Больной жалуется на боль в горле при глотании. Доктор поставил предварительный диагноз «скарлатина».
1. Какой микроорганизм вызывает скарлатину?
2. Чем определяется патогенетический механизм заболевания?
3. Какие осложнения могут развиться при скарлатине?

ЗАДАЧА № 4. При исследовании раневого отделяемого, взятого у больного с клиническим диагнозом «флегмона предплечья», выделена культура Enterococcus durans в количестве 5×108 КОЕ/мл.
1. Оцените полученный результат.

2. Обоснуйте возможность участия данного микроорганизма в развитии гнойно-воспалительного заболевания.

3. Зачем необходимо определять количество микроорганизмов?

ЗАДАЧА № 5. Юноша, 14 лет, обратился к дерматологу с жалобами на гнойные поражения лица, проявляющиеся в виде небольших пузырей, которые, высыхая, образуют тонкие корочки. После их удаления остаются розовые пятна. Врач поставил диагноз «стрептококковое импетиго?». Для уточнения диагноза содержимое пузырьков было направлено в бактериологическую лабораторию. 

1. Назовите возбудителя, укажите его таксономическое положение (семейство, род, вид). 

2. Какими методами можно провести лабораторное исследование для уточнения диагноза? 

3. Как определяют у выделенной культуры принадлежность к серогруппе и серовару, какие серологические реакции используют? 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (согласно методических рекомендаций по теме следующего занятия).
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Список тем по НИРС

1. Особенности патогенеза и иммунитета при скарлатине. Методы микробиологической диагностики скарлатины.

2. Особенности патогенеза и диагностики при ревматизме и гломерулонефрите.

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. 

2. 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. 

Дополнительная литература

1. 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. 

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

3. 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

Медицинская библиотека meduniver (http://naukavsma.com/ru_RU/medical-library-meduniver-com) 

Medicine Live библиотека учебных статей для студентов медвузов. (http://vk.com/medlivebooks)
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