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1. Занятие № 29.
Тема: «Лабораторная диагностика вирусных гепатитов В, С, D, G, TTV. Лабораторная диагностика ВИЧ-инфекции».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы. 



Вирусные гепатиты в настоящее время глобально распространены, в ряде стран и регионов наблюдается постепенный рост заболеваемости. По широте и интенсивности распространения вирусные гепатиты занимают второе место в мире (после гриппа и ОРЗ), на их долю приходится 2/3 инфекционных заболеваний. В последние 10-20 лет наблюдается рост смертности от хронического гепатита и цирроза печени, в частности, в результате гепатитов С, D. Социальная значимость и экономический ущерб, наносимый вирусными гепатитами, очень высоки, что и определяет их как серьёзную проблему не только здравоохранения, но и всего общества в целом. Необходима правильная постановка этиологического диагноза, от чего зависит разработка и проведение противоэпидемических мероприятий.
Проблема ВИЧ-инфекции, сформировавшись как медицинская, сегодня вышла за эти рамки. Увеличение заболеваемости наркоманией стало одной из важнейших медицинских и социальных проблем нашего времени, повлекшей за собой распространение ВИЧ-инфекции. В условиях отсутствия средств специфической профилактики, выработка у молодёжи охранительного типа поведения является определяющей в профилактической работе.

4. Цель обучения: 

- 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; особенности формирования процессов симбиоза организма человека с микробами, роль резидентной микрофлоры организма в развитии оппортунистических болезней;  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; классификацию, морфобиологическую характеристику вирусов гепатитов В, С, D, G, TTV; экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при заболеваниях, вызываемых вирусами гепатитов В, С, D, G, TTV; материал и методы лабораторной диагностики заболеваний, вызываемых вирусами гепатитов В, С, D, G, TTV; специфическую профилактику гепатита В; неспецифическую профилактику гепатитов В, С, D., G, TTV.
1. Классификацию, морфо-биологические особенности ВИЧ.

2. Особенности взаимодействия ВИЧ с макроорганизмом;
3. Источники инфекции, особенности патогенеза и иммунитета при ВИЧ-инфекции.

4. Материалы и методы лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции.

5. Профилактику и терапию ВИЧ-инфекции.

уметь 


Соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность; 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; учитывать и оценивать результаты ИФА для выявления серологических маркеров вирусов гепатитов В, С, D.
1. Учитывать и оценивать результаты ИФА на ВИЧ-инфекцию.

2. Учитывать и оценивать результаты иммунного блоттинга на ВИЧ-инфекцию.

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 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. Тактикой лабораторной диагностики и профилактики ВИЧ-инфекции.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Собеседование по контрольным вопросам.

1. Классификация вирусов гепатитов В, С, D, G, TTV. 

2. Морфология, антигенное строение, культивирование, резистентность вирусов гепатитов В, С, D, G, TTV. 

3. Источники инфекции, пути передачи, особенности патогенеза и иммунитета при вирусных гепатитах В, С, D., G, TTV
4. Материал и методы лабораторной диагностики вирусных гепатитов В, С, D, G, TTV. 

5. Специфическая профилактика гепатита В. 

6. Неспецифическая профилактика гепатитов В, С, D, G, TTV. 

7. Классификация вируса иммунодефицита человека (ВИЧ).

8. Морфология, антигенное строение, культивирование, резистентность ВИЧ.

9. Источники инфекции, пути передачи, особенности патогенеза и иммунитета при ВИЧ-инфекции.

10. Материалы и методы лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции.

11. Профилактика и терапия ВИЧ-инфекции на современном этапе.

Тесты 

1. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ ГЕПАТИТЕ В:

1) кровь

2) сперма

3) сыворотка крови 

4) больные

5) слюна

2. СЕРОЛОГИЧЕСКИЙ МАРКЕР АКТИВНОЙ РЕПЛИКАЦИИ ВИРУСА ГЕПАТИТА В:

1) НВs-Ag
2) НВс-Ag
3) анти-НВе

4) НВе-Ag
5) анти-НВs
3. АКТИВНАЯ СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА ГЕПАТИТА В:

1) антибиотики

2) интерферон

3) рекомбинантные вакцины (Engerix B и др.)

4) витамины

5) иммуноглобулин

4. ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ГЕПАТИТА В ИСПОЛЬЗУЮТ:

1) антибиотики

2) интерферон

3) рекомбинантные вакцины

4) аутовакцины

5) иммуноглобулин

5. ОСНОВНОЙ ПУТЬ УСКОЛЬЗАНИЯ ВИРУСА ГЕПАТИТА С ОТ ИММУННОГО НАДЗОРА:

1) вирогения

2) персистенция в ЦНС

3) высокая антигенная изменчивость

4) репликация вируса в моноцитах

5) низкая иммуногенность

6. ИСТОЧНИКИ ИНФЕКЦИИ ПРИ ГЕПАТИТЕ С:

1) предметы обихода больного

2) больные, вирусоносители

3) наркоманы

4) кровь

5) эритроцитарная масса
7. ПЕРВООТКРЫВАТЕЛИ ВИЧ:

1) Мюллис Кэри Б. (1983)

2) Р.Галло, Л. Монтанье (1983)

4) М. Ризетто (1977)

5) М.С.Балаян (1983)

8. РЕЦЕПТОР КЛЕТОК-МИШЕНЕЙ ДЛЯ ВИЧ:

1) СД 22

2) СД 19

3) СД 8

4) СД 4

5) СД 3

9. ПЕРВИЧНОЕ ПРОЯВЛЕНИЕ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ:

1) пневмоцистная пневмония

2) генерализованная цитомегаловирусная инфекция

3) атипичный микобактериоз

4) лимфоаденопатия

5) грипп

10. ОСНОВОЙ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ ЯВЛЯЕТСЯ:

1) выделение вируса in vitro
2) определение антител

3) определение РНК вируса

4) определение ГЧЗТ

5) определение антигенов вируса

11. КАКОЙ ЛАБОРАТОРНЫЙ ТЕСТ НАИБОЛЕЕ ДОСТОВЕРНО ПОДТВЕРЖДАЕТ ДИАГНОЗ ВИЧ-ИНФЕКЦИЯ?

1) клинический анализ крови

2) ИФА

3) соотношение Т-хелперов и Т-супрессоров

4) иммунноблотинг

12. НАПРАВЛЕНИЯ ТЕРАПИИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ:

1) противовирусная

2) патогенетическая

3) симптоматическая

4) комбинированная

5) все вышеперечисленные
5.2. Основные понятия и положения темы.

Вирус гепатита В (HBV)
Семейство Hepadnaviridae. Род Orthohepadnavirus. Вид HBV (ВГВ).

Сферический, диаметром 42 нм, кубический тип симметрии, сложный, ДНК содержащий.

HBsAg – поверхностный, австралийский антиген. 

HbcAg – связан с сердцевиной (core); в свободном виде не циркулирует, а выявляется в составе частиц Дейна и в ядрах пораженных гепатоцитов.

HbeAg – не является составной частью частиц Дейна, а появляется в сыворотке в инкубационный период сразу после появления HbsAg. Свидетельствует об активной репликации вируса и циркуляция до 2х месяцев- хронизация процесса.

HВxAg – предположительно опосредует злокачественную трансформацию клеток печени.

→инициируют образование антител.

→содержание различно, что имеет диагностическое и прогностическое значение.

Патогенез. Повреждающее действие иммуноопосредовано. HBV–инфекция - пусковой механизм, запускающий каскад иммунопатологических реакций. Интеграция генома→изменение антигенной специфичности мембран→аутоиммунный ответ→цитолиз гепатоцитов, инициирующий развитие прогрессирующего некробиотического процесса.

Вирус недосягаем для иммунного контроля и это один из основных механизмов хронизации HBV –инфекции. Возможность внепеченочной репликации HBV , в частности, в клетках костного мозга и крови, лимфатических узлов и селезенки. Это способствовало пониманию многосистемности поражения. 

Лабораторная диагностика
Материалы для исследования: кровь, сыворотка, биоптаты печени.

1) маркеры а/г и Ig (суммарные и IgM, IgG) => ИФА

2) ПЦР

3) ДНК – полимераза

Вирус гепатита Д (HDV)
Cем. Togaviridae. Род Deltavirus 

РНК содержащий, d = 36 нм.

· вирус не способен к самостоятельной репродукции (дефектный вирус!) – помощник HBV (т.е. HBV – хелперная функция).

Моноинфекция вирусом ГД абсолютно невозможна! и => 

~ Заражение одновременно => развитие HDB/HBV – коинфекция;

~ Внедрение HDB в ранее HBV - инфицированные гепатоциты, в основном у хронических носителей HBS Ag – суперинфекция.

Антропоноз.

В РФ не регистрируется.

Патогенез. Основная особенность – развитие микстгепатита с поражением печени под влиянием 2х гепатотропных вирусов. Полагают, что ведущую роль играет HDV.

Механизм: 1) прямое ЦПД HDV; 2)иммунный механизм: экспрессия HDAg на мембрану гепатоцитов→каскад иммуных реакций→иммуный цитолиз инфицированных клеток 

→хронизация→суперинфекция 70 - 80%!!!

                       
→ко-инфекция (1 - 3%)-развивается острыйВГВ+ВГД-гепатит с появлением серологических маркеров сразу 2-х острых инфекций=>в основном выздоровление и хронизация 1-3%.

Лабораторная диагностика.

● анти-HDV IgM, анти-HDV IgG и суммарное количество/ ИФА;

● биоптат печени – HDAg;

● HDV-РНК / ПЦР ( в крови и биоптатах).

Вирус гепатита С (НСV).
HCV-инфекция является основной причиной формирования всей группы хронических болезней печени - хр. гепатита, цирроза, гепатокарциномы; называют “ласковым убийцей”. От хронических заболеваний печени, связанных с персистенцией вирусов гепатитов, ежегодно умирает 16 тыс. человек. На долю HCV –70% и еще 10% обусловлены микст-гепатитом С+В. В РФ и Красноярском крае регистрация гепатита С проводится с 1994 г. 

Семейство Flaviviridae, род Hepacivirus.

HCV-мелкий вирус (30 - 50 нм) с +РНК, сложный.

Существенная особенность – неоднородность генотипов. Достаточно для клиники 5 генотипов: 1а, 1в, 2а, 2в, 3а. у нас чаще 1в - “японский “ генотип, устойчивый к интерферону!

Патогенез. HCV-гепатотропный вирус. Непременным условием развития инфекции является проникновение HCV в гепатоциты, где и происходит его репликация. Как и при ГВ, доказана и внепеченочная репликация, в частности в мононуклеарах крови.

Принято считать, что HCV, в отличие от HВV, обладает:

-прямым ЦПД, вызывающим цитолиз инфицированных гепатоцитов при слабой иммуногенности вируса;

-но, с другой стороны, важную роль в патогенезе играют иммуноопосредованные механизмы. Подавление гуморального и клеточного иммунитета=>способствует персистированию вируса и хронизации процесса в 50-80% случаев!

Однако, основное значение в персистенции вируса HCV, как его отличительной особенности, придается его изменчивости с образованием множества одновременно существующих антигенных вариантов - квазиразновидностей, которые обладают значительными возможностями к адаптации и избегают иммунологического надзора. Причем скорость мутаций существенно превышает скорость репликации.

Лабораторная диагностика,
1) определение Ig.

· анти- HCV → ИФА и рекомбинантный иммуноблотинг для подтверждения диагноза и выявления возможных вирусоносителей в службе переливания крови;

· анти- HCV IgM =>определение в ходе лечения интерфероном может быть использовано как прогностический показатель эффективности терапии.

2) РНК- HCV- ПЦР=>- «Золотой» стандарт диагностики!

Классификация

ВИЧ относится к семейству Retroviridae – РНК содержащих вирусов, обладающих Е-ревертазой. В рамках семейства ретровирусов, ВИЧ принадлежит к подсемейству лентивирусов (Lentivirinae), от  lente-медленный (кодограмма).

Строение вириона

Вирионы ВИЧ имеют сферическую форму со средним диаметром 100-140 нм. ВИЧ обладает типичной для всех ретровирусов поверхностной мембраной и содержит характерную сердцевинную часть конической формы.

Сердцевина вириона содержит нуклеопротеид со спиральным типом симметрии. Нуклеопротеид окружен белковой мембраной (р24). В состав сердцевины входит обратная транскриптаза. Сердцевина окружена двойной мембраной, которую вирус приобретает при прохождении через клеточную оболочку. Оболочка вируса заключают gр120 и gр41, образующие щиты в виде барабанных палочек. Белок р17 прилежит к внутренней стороне к оболочке вируса.

Антигенная структура. 13 антигенов

· а/г изменчивость→патогенез, вакцины;

· ВИЧ 1, ВИЧ 2 (Л. Монтанье, Африка, 1986).

Резистентность - нестоек.

- растворители жиров ( спирты, масла, детергенты – менее 10 минут; 70%-1 минута; 0,5% р-р ГХН-1 минута;=>эффективны дез. вещества для HBV).

- температура: 56º С – 2 минуты, 60º С-24 секунды, 100º С-мгновенно.

- ультрафиолет, рентгеновское излучение – относительно устойчив.

Антропоноз.

Источники инфекции: больные и носители.

Биологические жидкости:

· кровь (0,1 мл)→ в 1 мл- 10-100 тыс. (100 млн. ВГВ). 

· сперма, влагалищный и цервикальный секрет, СМЖ.

· слюна, пот, молоко матери.

Пути передачи:

1) половой

2) передача с кровью

- нестерильный мед. инструментарий;

- пересадка органов, тканей, искусственное осеменение.

- при переливании крови и лечебных препаратов из зараженной крови.

- внутривенное введение наркотиков!

3) во время беременности и родов; при кормлении грудью.

Патогенез.

Клетки-мишени СД4+ (соответствуют gр120).

· СД4+ Т-лимфоциты

·  Макрофаги → в крови 1 из 10 тысяч (лимфотропность).

· Моноциты

Из неиммунокомпетентных клеток:

· астроциты (глиальные клетки ЦНС) 1 из 10-100 клеток (нейротропизм).

· эпителиальные клетки СО прямой кишки и эндотелия сосудов.

Уход от иммунного надзора:1) генетический уровень; 2) клеточный уровень.

Наиболее ярким показателем патогенного воздействия вируса является прогрессирующее снижение числа СД4+ Т-лимфоцитов крови => основная причина постепенного подавления иммунной системы.


Вторичный иммунодефицит: нарастает клиника, диагностируемая по наличию характерных оппортунистических заболеваний и онкологический заболевания - стадия – собственно СПИД. ЦНС- слабоумие.

Клинические проявления ВИЧ-инфекции обусловлены оппортунистическими инфекциями.

Иммунитет: подавление клеточного и гуморального иммунитета.

Лабораторная диагностика. 

4 подхода:

1) выделение вируса; ПЦР.

2) Выявление антител. Этапы: скрининговый - ИФА, референтный - ИФА, экспертный иммуноблоттинг.

3) Определение изменений в иммунной системе (СД4+/ СД8+=1.9-2.7=>до 0,5-0,2)

4) Оппортунистические инфекции.

Лечение.

1) Противовирусное: -азидотимидин (синтез вирусной ДНК); сурамин (ОТ) и др.

2) Патогенетическое:

а) иммунная система: - иммуномодулирующая (тимозин, интерлейкин-2, интерфероны)

 - иммунозаместительная (трансплантация костного мозга, фрагментов тимуса; введение зрелых лимфоцитов).

б) ЦНС.

2) Симптоматическое (антибактериальное, противовирусное, противопаразитарное).

Профилактика.

1) Вакцины.

2) Неспецифическая:

· дезинфекция, стерилизация, индивидуальные средства защиты (маски, щитки, перчатки и др.),

· прямые переливания крови по возможности исключить,

· контроль крови доноров,

· защищённый секс,

· волонтеры!
5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. Проведите диагностику парентеральных гепатитов В, С, D:

1.1. Учтите и оцените результаты ИФА для выявления НВsАg в сыворотках крови обследуемых:
· А, В, С – наркоманы, использующие внутривенное введение наркотиков;

· D – лицо, занимающееся коммерческим сексом;

· Е – хирург;

· F–жена наркомана, использующего внутривенное введение наркотиков;

· G, Н – контроли (К+, К-).

Наличие при гепатите В в крови больных и / или носителей вирусов (вирусемия) и его антигенов (антигенемия) является основой лабораторной диагностики данной инфекции. Наличие различных маркеров НВV зависит от периода и формы заболевания, что позволяет не только диагносцировать заболевание, но и прогнозировать его исход, оценивать эффективность проводимой терапии (таблица 1).

Таблица 1

Серологические маркеры гепатита В

	Форма, период болезни
	HBsAg
	анти-HBs
	HВеAg*
	анти-HBе
	HBc
	HBV-ДНК*

	
	
	
	
	
	IgM*
	IgG
	

	Острый гепатит

Инкубационный период

Клинически выраженный гепатит:

· ранний период;

· поздний период

Реконвалесценция

Постинфекционный период

Хронический гепатит:

· репликативная форма;

· интегративная форма

Активная иммунизация
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+

+
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Примечание: * - маркеры репликации вируса

Основным маркером HBV при скрининговых исследованиях с целью диагностики гепатита В и при проверке донорской крови является HВsAg. Он обнаруживается через 3-5 недель после заражения и за 4-5 недель до клинических симптомов. Для его выявления используют ИФА (см. занятие «Серологические реакции»). В лунки полистироловых панелей с антителами к HВsAg вносят исследуемые сыворотки, инкубируют и отмывают от несвязавшегося антигена. Затем в лунки вносят антитела к HВsAg, меченные пероксидазой (конъюгат), инкубируют; несвязанный конъюгат отмывают. Добавление субстракта (ортофенилендиамина-ОФД) позволяет учесть результаты реакции. Образование продукта, окрашенного в желто-коричневый цвет, учитывается как положительная реакция.
Критерием достоверности являются контроли: с сывороткой, заведомо содержащей HВsAg (К+) и с сывороткой, заведомо не содержащей HВsAg (К-).

1.2. Учтите и оцените результаты ИФА с сыворотками тех же обследуемых на антитела к вирусу гепатита С (анти-НCV).

Подобно гепатиту В, гепатит С сопровождается длительной вирусемией. Но, в отличие от HBV, вирус гепатита С может быть выявлен только путем определения РНК, т. к. концентрация вирусных частиц и антигенов ниже порога чувствительности современных иммунохимических реакций. Поэтому основными маркерами НСV являются антитела, как суммарные (анти-НСV), так и к компонентам вируса (core-Ag, E1/E2, NS). Диагностическое, прогностическое и для контроля терапии имеет значение определение класса Ig (IgM, IgG).

Для определения анти-НCV с помощью ИФА в лунки полистироловых панелей с адсорбированными рекомбинантными / синтетическими HСV-пептидами вносят сыворотки обследуемых и инкубируют. Не связавшиеся антитела удаляют промыванием буферным раствором. Затем в лунки вносят антитела к иммуноглобулинам человека, меченые пероксидазой. Если в исследуемой сыворотке присутствовали искомые антитела, то на данном этапе они, выступая в качестве антигенов, прореагируют с мечеными античеловеческими антителами. Добавление после промывания субстрата (ОФД) позволяет учесть результат реакции. Образование продукта, окрашенного в желто-коричневый цвет, учитывается как положительная реакция.

Критерием достоверности являются контроли: с сывороткой, заведомо содержащей анти-HСV (К+) и с сывороткой, заведомо не содержащей анти-HСV (К-).


На основании полученных результатов сделайте вывод, заполните бланк-направление и бланк-ответ из серологической лаборатории.

1.3. Учтите и оцените результаты ИФА с сыворотками тех же обследуемых на Ig G к вирусу гепатита D.

Для определения антител класса G к вирусу гепатита D с помощью ИФА в лунки полистироловых панелей с адсорбированными антителами к Ig G человека вносят сыворотки обследуемых. После инкубации планшет промывают. Вторая инкубация планшета осуществляется с добавлением HD-core-Ag и конъюгата моноклональных антител к HD-core-Ag c пероксидазой. После промывки лунок от не связавшихся компонентов добавляют субстрат. 

Критерием положительной реакции является образование желто-коричневого продукта.

Критерием достоверности являются контроли: с сывороткой, заведомо содержащей Ig G анти-НDV (К+) и с сывороткой, заведомо не содержащей Ig G анти-НDV (К-).


На основании полученных результатов сделайте вывод, заполните бланк-направление и бланк-ответ из серологической лаборатории.

2. Ознакомьтесь и опишите в протоколе вакцины для специфической профилактики гепатита В: Engerix B, H-B-Vax II, указав, что они содержат, для чего и как применяются.

3. Ознакомьтесь с тест-системами ИФА для определения серологических маркеров вирусов гепатитов В, С.

4. Проведите диагностику ВИЧ-инфекции:

4.1. Учтите и оцените результаты ИФА на ВИЧ-инфекцию с сыворотками обследуемых:

· А, В, С – наркоманы, использующие внутривенное введение наркотиков;

· D – лицо, занимающееся коммерческим сексом;

· Е – хирург-стоматолог: 3 мес назад во время операции ВИЧ-инфицированного больного нарушена целостность перчатки;

· F – супруга наркомана, использующего внутривенное введение наркотиков;

· G, Н – контроли (К+, К-).

Составьте план дальнейшего обследования.

ИФА применяется для скрининга донорской крови и в диагностических целях для выявления противовирусных антител к ВИЧ. В основе ИФА, используемого для серодиагностики ВИЧ-инфекции, лежит способность анти-ВИЧ взаимодействовать с вирусным антигеном, предварительно адсорбированным в лунках полистироловой панели. При этом образуется комплекс антиген-антитело, который на следующем этапе выявляется добавлением антивидовой противочеловеческой сыворотки, меченной пероксидазой. Образование желто-коричневого продукта при последующем добавлении субстрата (ортофенилендиамина-ОФД) свидетельствует о положительной реакции.

Контроли: ИФА с сывороткой, заведомо содержащей анти-ВИЧ (К+) и с сывороткой, заведомо не содержащей анти-ВИЧ (К-). 

В случае положительного результата ИФА обязательным является повторное проведение ИФА с другой тест-системой.

4.2. Учтите и оцените результаты метода иммунного блоттинга с сыворотками обследуемых, давших положительный результат в ИФА. 

Для верификации положительных результатов ИФА используют метод иммунного блотинга, принцип которого заключается в выявлении антител к определенным белкам вируса. Для этого вирусные белки с помощью электрофореза разделяют по молекулярной массе и переносят на нитроцеллюлозную полоску, которую обрабатывают сывороткой обследуемого. Образующиеся иммунные комплексы выявляют с помощью ИФА. Специфичность полос на иммуноблоте оценивается в соответствии с результатами исследования контрольных положительной и отрицательной сывороток, которое проводится параллельно с исследованием опытных проб. 

По рекомендациям Российского научно-методического центра по профилактике и борьбе со СПИДом положительным считается результат при наличии антител к двум из белков gp41, gp120, gp160 (геном ENV) при наличии или отсутствии антител к другим специфическим белкам ВИЧ: р24, р40, р55; р17 (геном GAG); р32, р51, р66 (геном POL).

	ИНТЕРПРЕТАЦИЯ
	ПРОФИЛЬ

	Положительный
	2 ENV ( GAG ( POL

	Неопределенный
	1 ENV ( GAG ( POL или
GAG + POL или
GAG или POL

	Отрицательный
	Нет специфических полос;

Полосы вообще отсутствуют


Положительный результат иммунного блотинга при наличии соответствующих эпидемиологических и клинических данных свидетельствует о ВИЧ-инфекции. Сообщить пациенту диагноз имеет право только лечащий врач, желательно в присутствии психотерапевта.

На основании полученных результатов сделайте вывод, заполните бланк-направление и бланк-ответ из серологической лаборатории.

5. Ознакомьтесь с тест-системой ИФА для диагностики ВИЧ-инфекции.

5.4. Итоговый контроль знаний: 

- собеседование по контрольным вопросам:

1. Назовите группы риска при парентеральных гепатитах В, С, D.

2. Назовите серологические маркеры возбудителей парентеральных гепатитов В, С, D и метод их определения.

3. Назовите арбитражный метод лабораторной диагностики парентеральных вирусных гепатитов В, С, D и выявляемые при этом маркеры.

4. Назовите основные механизмы ускользания вирусов гепатитов В и С от иммунного надзора, приводящие к хронизации заболеваний.

5. Назовите механизм взаимодействия вирусов гепатита В с гепатоцитами.

6. Назовите возможные осложнения при парентеральных вирусных гепатитах В, С, D.

7. Назовите отличительную особенность вируса гепатита D.

8. В чем суть ко- и суперинфекции при гепатите D; прогноз развития заболевания.

9. Назовите возможные пути заражения парентеральными гепатитами В, С, D врачей различных специальностей и обоснуйте необходимые меры профилактики.

10. Назовите возможные пути заражения парентеральными гепатитами В, С, D пациентов отделений ЛПУ и обоснуйте необходимые меры профилактики.

11. Назовите наиболее надежный способ профилактики гепатита В.

12. Скажите, что Вы сделали или делаете для того, чтобы не заразиться парентеральными гепатитами В, С, D.

13. Назовите спектр защитного действия вакцин для профилактики гепатита В.

14. Обоснуйте глобальный характер распространения парентеральных гепатитов В, С.

15. Назовите режимы стерилизации медицинского инструментария в сухожаровом шкафу и паровом стерилизаторе (автоклаве); методы контроля режимов стерилизации.
16. Современная эпидемиологическая обстановка по ВИЧ-инфекции в Красноярском крае.

17. Назовите клетки-мишени для ВИЧ в организме человека.

18. Назовите основной метод лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции и серологические реакции, использующие для скринингового, референтного и арбитражного исследования.

19. Назовите группы риска при ВИЧ- инфекции.

20. Назовите клинические проявления ВИЧ-инфекции на СОПР.

21. Назовите возможные пути заражения ВИЧ-инфекцией стоматологов и обоснуйте меры профилактики.

22. Назовите возможные пути заражения ВИЧ-инфекцией пациентов стоматологических клиник и отделений ЛПУ и обоснуйте необходимые меры профилактики.

23. Назовите основные меры профилактики ВИЧ-инфекции на современном этапе.

24. Какова, на Ваш взгляд, роль студентов медицинских вузов в профилактике распространения ВИЧ-инфекции?
- решение ситуационных задач

ЗАДАЧА № 1. В инфекционное отделение ГКБ №6 поступила больная 25 лет с предварительным диагнозом «гепатит». Объективно: у больной увеличение печени и селезенки, моча окрашена в темный цвет (цвет «пива»). 

Из анамнеза: четыре месяца назад лечилась у стоматолога в частной стоматологической клинике.

1. Назовите предполагаемого возбудителя заболевания; дайте его морфологическую и антигенную характеристику.

2. Какие методы лабораторной диагностики необходимо использовать для подтверждения диагноза?

ЗАДАЧА № 2.На прием к инфекционисту обратился студент КрасГМУ, у которого при сдаче крови в «День донора» выявлен HBsAg, маркеры на гепатит С и ВИЧ отрицательны. 

1. Какова должна быть тактика врача-инфекциониста?

2. Возможно ли заражение гепатитом В человека, вакцинированного вакциной Engerix В. Обоснуйте.

ЗАДАЧА № 3. После внутривенного введения наркотиков у наркомана развился гепатит. Лабораторные исследования подтвердили вирусный гепатит В.

1. Объясните возможность такого факта.

2. Меры специфической профилактики парентеральных гепатитов.

ЗАДАЧА №4. Олег К, 25 л, обратился с жалобами на слабость, недомогание, потливость, повышение температуры тела до 38-39,5оС, частый жидкий стул, потерю веса на 7 кг. Появилась крупнопятнистая сыпь на теле, увеличились в размере паховые и подчелюстные лимфоузлы. При расспросе больного выяснилось, что в анамнезе у пациента – внутривенное употребление наркотиков. Оценивая анамнез и клиническую картину заболевания, врач заподозрил у больного ВИЧ-инфекцию.

1. Каким образом можно подтвердить или опровергнуть предварительный диагноз?

2. Какие исследования должны быть проведены для диагностики ВИЧ-инфекции?

3. Какие результаты проведенных исследований дадут основание утверждать, что у больного ВИЧ-инфекция?

ЗАДАЧА №5. У женщины при постановке на учет по беременности получен положительный результат ИФА на ВИЧ.

1. Какие дополнительные исследования необходимы для подтверждения диагноза?

2. Что необходимо предпринять для предотвращения заражения плода?

ЗАДАЧА №6. На семинаре по ВИЧ-инфекции, проводимом Вами с медицинскими работниками среднего звена, медицинская сестра без стажа работы попросила ответить на следующие вопросы:

1. Обладает ли возбудитель ВИЧ-инфекции онкогенными свойствами?

2. Какие же патогенетические механизмы приводят к развитию онкологических заболеваний?

3. Какое онкологическое заболевание развивается чаще всего при ВИЧ-инфекции?

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.

1. Особенности биологии вируса гепатита С.

2. Особенности биологии вируса гепатита G, TTV.

3. Профилактика парентеральных гепатитов В, С, D.

4. Парентеральные гепатиты В, С, D – возбудители внутрибольничных инфекций.
5. Оппортунистические заболевания у больных ВИЧ-инфекцией.

6. Профилактика внутрибольничного и профессионального заражения ВИЧ-инфекцией.
7. Эпидемиологическая обстановка по ВИЧ инфекции в Красноярском крае.

8. Основные меры профилактики ВИЧ-инфекции в стоматологической практике на современном этапе.

9. Современное состояние проблемы создания вакцин для специфической профилактики ВИЧ-инфекции.

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. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

2. 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:

3. 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.

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.
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