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1. Занятие №29.

Тема: «Лабораторная диагностика кори, эпидемического паротита, краснухи (в интерактивной форме)». 

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы: 

Корь и эпидемический паротит относятся к управляемым инфекциям. Принципиально новым этапом в борьбе с этими инфекциями в нашей стране явились, принятая ВОЗ Расширенная программа иммунизации и Программа ликвидации кори на территории России к 2010 г. Такое отношение к этим инфекциям не случайно и определяется не только тем, что корь и эпидемический паротит высококонтагиозные (особенно корь) инфекции, но и тем, что они могут вызывать тяжёлые осложнения. Корь может вызывать энцефалит, пневмонию, подострый склерозирующий панэнцефалит (6-22 случая на 1 млн заболевших). Возможен вклад коревой инфекции в этиологию таких хронических заболеваний как системная красная волчанка, рассеянный склероз, гломерулонефрит. 

При эпидемическом паротите регистрируются орхиты, реже оофориты с последующим бесплодием. Как у взрослых, так и у детей паротитная инфекция нередко проявляется серозным менингитом с возможным развитием тугоухости.

Краснуха занимает в нашей стране особое место среди инфекций, управляемых средствами специфической профилактики. Будучи включенной, в национальный прививочный календарь, долгое время профилактики краснухи не проводилось. В последние годы ситуация с заболеваемостью краснухой значительно улучшилась благодаря массовой иммунизации населения. Однако в целях экономии в ближайшие годы необходимо форсировать разработку отечественного препарата для комплексной профилактики инфекций. Тем не менее, отмечающийся сдвиг заболеваемости приобретенной краснухой на более старшие возрастные группы населения увеличивает опасность появления синдрома врожденной краснухи. Велик и экономический ущерб, наносимый приобретенной и врожденной краснухой.

4. Цели занятия: 

- учебная:

знать 
· Классификацию, морфо-биологическую характеристику вирусов кори, эпидемического паротита, краснухи. 
· Особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при кори, эпидемическом паротите, краснухе.

· Лабораторную диагностику кори, эпидемического паротита, краснухи: материал и методы. 

· Специфическую профилактику кори, эпидемического паротита, краснухи.

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; учесть и оценить результаты серологических реакций с целью серодиагностики кори и эпидемического паротита.
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; 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, морфо-биологическая характеристика вирусов кори, эпидемического паротита, краснухи.
2. Особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при кори, эпидемическом паротите, краснухе.
3. Лабораторная диагностика кори, эпидемического паротита, краснухи: материал и методы.
4. Особенности лабораторной диагностики краснухи у контактных беременных женщин, новорожденных детей.

5. Специфическая профилактика кори, эпидемического паротита, краснухи.

6. Программа ВОЗ по глобальной ликвидации кори; участие в ее реализации РФ и Красноярского края.
Тесты

1. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ КОРИ
1) ликвор

2) смывы из носоглотки

3) отделяемое конъюнктивы

4) парные сыворотки

5) биоптат лимфоузлов

2. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ КОРИ
1) больной

2) вирусоноситель

3) предметы обихода

4) домашние животные

5) пищевые продукты

3. ПУТЬ ПЕРЕДАЧИ ПРИ КОРИ
1) воздушно-пылевой

2) алиментарный

3) трансплацентарный

4) воздушно-капельный 
5) трансмиссивный

4. ПУТЬ ПЕРЕДАЧИ ВИРУСА ПРИ ПРИОБРЕТЕННОЙ КРАСНУХЕ
1) контактный

2) трасплацентарный

3) воздушно-капельный

4) воздушно-пылевой

5) алиментарный

5. ПУТЬ ПЕРЕДАЧИ ВИРУСА ПРИ ВРОЖДЕННОЙ КРАСНУХЕ
1) контактный

2) трасплацентарный

3) воздушно-капельный

4) воздушно-пылевой

5) алиментарный

6. СВОЙСТВО ВИРУСА КРАСНУХИ, ОПРЕДЕЛЯЮЩЕЕ ЕГО ОПАСНОСТЬ ДЛЯ БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН
1) иммуногенность

2) антигенность

3) тератогенность

4) онкогенность

5) контагиозность

7. МАРКЕРОМ ПЕРВИЧНОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ КРАСНУХОЙ У КОНТАКТНЫХ ЯВЛЯЕТСЯ
1) наличие IgM и нарастание титра IgG
2) наличие ГЧЗТ

3) отсутствие IgM и нарастание IgG
4) высокая авидность антител

5) выделение культуры вируса

8. НАИБОЛЕЕ НАДЕЖНЫЙ СПОСОБ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОФИЛАКТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЯ КРАСНУХОЙ

1) соблюдение правил личной и общественной гигиены

2) здоровый образ жизни

3) вакцинация

4) введение иммуноглобулина

5) санитарно-просветительная работа врачей женских консультаций, подростковых и участковых врачей
5.2. Основные понятия и положения темы.

Классификация вируса кори: семейство Paramyxoviridae, род Morbillivirus, вид – вирус кори. Размеры вириона колеблются от 150 до 250 нм. Геном представлен «минус-нитью» однонитевой, нефрагментированной РНК, связанной с геномными белками Р и L (полимеразный комплекс, содержащий РНК-зависимую РНК-полимеразу). Тип симметрии нуклеокапсида спиральный. С нуклеокапсидом связаны белок NP и M-белок. В суперкапсидной оболочке содержатся H- и F-белки. Первый обеспечивает гемагглютинирующую активность вируса, а второй – образование симпластов и гемолитическую активность. Нейраминидаза отсутствует. 

Методы лабораторной диагностики кори. Используются вирусологическое и серологическое исследования, а также и методы экспресс-диагностики (РИФ по обнаружению антигенов вируса в пораженных клетках слизистой).

При вирусологическом исследовании возможно заражение культур тканей кровью больного или носоглоточными смывами. Индикация вируса проводится по ЦПД, гемагглютинации, а идентификация в РТГА, РИФ и реакции вирусонейтрализации в культуре клетки.

Для серодиагностики используются РНГА, ИФА с определением общего титра антител и классов иммуноглобулинов.

Вирус эпидемического паротита – типичный представитель парамиксовирусов по строению вириона и своим свойствам. Он относится к роду Rubulivirus. Его однонитевая нефрагментированная «минус» РНК кодирует 8 белков, в том числе H-, N- и F-белки суперкапсидной оболочки. Вирус обладает гемолитической, гемагглютинирующей и нейраминидазной активностью, способностью образовывать синцитий; у него нет сероваров. Размножаясь в курином эмбрионе, он теряет свою инфекционность, что используют для приготовления живых вакцин. Разрушается под действием эфира, 2%-го фенола, 1%-го лизола и детергентов. Для лабораторной диагностики используют вирусологический и серологический (РТГА, РСК, ИФА и др.) методы и экспресс-диагностику (РИФ).

Женщины детородного возраста, не имеющие иммунитета к вирусу краснухи, входят в группу риска по заболеванию краснухой во время беременности и внутриутробному инфицированию плода.

У женщин детородного возраста и беременных, контактировавших с больным краснухой, рекомендуется серологическое исследование парных сывороток. Если в обеих сыворотках выявлен уровень противокраснушных антител более 10 МЕ/мл (ИФ1. и нет нарастания титра, то это свидетельствует о наличии иммунитета; при этом вирус, как правило, купируется во входных воротах и генерализации инфекции не происходит.

Отрицательные результаты у контактной беременной женщины в обеих сыворотках подтверждает отсутствие встречи с вирусом краснухи в прошлом или инфицирования в период беременности.

Положительный результат у беременной женщины после 10-го дня контакта может свидетельствовать как об инфекции в прошлом, так и о свежем заражении. В этом случае наличие инфекции может подтвердить тест на наличие специфических IgM и/или низкоавидных специфических IgG, присутствие которых свидетельствует о первичной инфекции. Факт реинфицирования (повторной встречи с вирусом краснухи) можно подтвердить только по значимому увеличению титра специфических IgG в парных сыворотках. 

Лабораторное подтверждение синдрома врожденной краснухи (СВК) основано на:

· выявлении специфических IgM и/или низкоавидных IgG к краснухе;

· наличии постоянно высокого уровня вирусспецифических IgG у детей старше 6 месяцев;

· выделении вируса краснухи из клинического материала;

· выявлении вирусных антигенов или нуклеиновой кислоты в клиническом материале.

5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. Промикроскопировать препарат из секционного материала больного, умершего от пневмонии. Оценить полученный результат и сделать вывод.

2. Учесть и оценить результаты РПГА с парными сыворотками обследуемого с подозрением на корь.
3. Учесть и оценить результаты РТГА с парными сыворотками обследуемого с подозрением на эпидемический паротит.
4. Учесть и оценить результаты ИФА с целью серодиагностики краснухи.

5. Биопрепараты: коревая живая вакцина, паротитная живая вакцина, противокоревой иммуноглобулин, эритроцитарный коревой диагностикум.

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1. Промикроскопируйте препарат из секционного материала больного, умершего от пневмонии. Оцените полученный результат и сделайте вывод.
Вирус кори, благодаря наличию F- белка в составе суперкапсида, вызывает образование гигантских многоядерных клеток или синцитиев, которые можно выявить в различных тканях организма. Их выявление с учетом данных анамнеза имеет диагностическое значение.
2. Учтите и оцените результаты РПГА с парными сыворотками обследуемого с подозрением на корь.

Кровь у больного с подозрением на корь берется дважды: в момент высыпания и период реконвалесценции. Для постановки РПГА готовят разведения сыворотки, начиная от 1:10; к каждому разведению сыворотки добавляют 1% взвесь эритроцитарного коревого диагностикума. Панель встряхивают, выдерживают при комнатной температуре 2 часа, после полного осаждения эритроцитов в контроле диагностикума производят учет результатов в крестах (++++, +++, ++,+). Постановка РПГА сопровождается контролями: контроль эритроцитов, диагностикума и сывороток. Титром сыворотки считается наибольшее разведение сыворотки, при котором происходит агглютинация сенсибилизированных эритроцитов с интенсивностью реакции не менее двух крестов. Нарастание титра антител в 4 и более раз является диагностическим подтверждением кори.

На основании полученных данных сделайте вывод; заполните бланк-направление и бланк – ответ из вирусологической лаборатории ЦГСЭН в крае.
3. Учтите и оцените результаты РТГА с парными сыворотками обследуемого с подозрением на эпидемический паротит.

РТГА ставиться с парными сыворотками больного, из которых готовят двойные разведения, начиная с разведения 1:5. К каждому разведению добавляют паротитный диагностикум, содержащий 4АЕ. Панель встряхивают и оставляют при комнатной температуре на 30 минут, затем добавляют 1% взвеси куриных эритроцитов и снова встряхивают. Учитывают результаты контролей (контроль эритроцитов, антигена и сывороток) и опыта (см. занятие №31). Титром РТГА считается максимальное разведение сыворотки, дающую полную задержку агглютинации. Нарастание титра антител в 4 и более раз является доказательством того, что заболевание вызвано вирусом эпидемического паротита.
4. Учтите и оцените результаты ИФА с сыворотками женщин репродуктивного возраста для определения IgM, IgG к вирусу краснухи.

На основании полученных данных сделайте вывод и занесите его в протокол.
5. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты, указав, что они содержат, для чего и как применяются.

5.4. Итоговый контроль знаний: 

- вопросы для самоконтроля:

1. Назовите ключевые слова, характеризующие вирусы кори, эпидемического паротита.

2. Назовите методы культивирования вирусов кори, эпидемического паротита in vitro и способы их индикации.

3. Назовите отличительные особенности вирусов кори, эпидемического паротита.

4. Обоснуйте отсутствие дезинфекционных мероприятий в ЛПУ при кори, эпидемическом паротите.

5. Назовите свойство вируса эпидемического паротита, определяющего особенность патогенеза, вызываемого им заболевания.

6. Назовите патогномоничный признак, по которому ставиться диагноз корь в продромальном периоде заболевания.

7. Назовите особенности вируса кори и вызываемого им заболевания, позволившие ВОЗ поставить задачу глобальной ликвидации инфекции.

8. Назовите стратегию и тактику программы ВОЗ глобальной ликвидации кори.

9. Назовите наиболее надежный способ защиты от кори, эпидемического паротита.

- решение ситуационных задач.

ЗАДАЧА №1. В препарате из секционного материала больного, умершего от пневмонии, обнаружены гигантские многоядерные клетки с цитоплазматическими и внутриядерными включениями. 

1. Учтите и оцените полученные результаты.

2. Назовите методы, позволяющие подтвердить этиологию заболевания.

ЗАДАЧА №2. В г. N в течение последних двух лет не было зарегистрировано ни одного случая заболевания корью. Однако, в январе 2011 г. было зарегистрировано 9 случаев заболевания как среди детей, так и среди взрослых. При этом, большая часть заболевших – иммигранты из Узбекистана, а также в числе заболевших оказался врач «скорой помощи», который выезжал к больному ребенку.

1. Чем можно объяснить столь низкие показатели заболеваемости кори до января 2011 г?

2. По какой причине возникла данная вспышка?

3. Почему в эпидемический процесс был вовлечен врач «скорой помощи»?

4. Какие противоэпидемические мероприятия необходимо провести?

ЗАДАЧА №3. Обследуемой «А» поставлен диагноз «краснуха». 
Из анамнеза: беременность 7 нед., была в контакте с больным краснухой. 
Результаты ИФА – сыворотка I: IgG 3,5 МЕ/мл; IgM отр; сыворотка II: IgG 201,0 МЕ/мл; IgM положит. Норма: IgG 10 МЕ/мл; IgM отр. 
Учтите и оцените полученные результаты.

ЗАДАЧА №4. Обследуемая «D» 24 года планирует беременность, сдала анализы на краснуху. 
Результаты ИФА -  сыворотка I: IgG отр.; IgM отр; сыворотка II: IgG отр.; IgM отр. Норма: IgG 10 МЕ/мл; IgM отр. 
Учтите и оцените полученные результаты.

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. Реализация в Красноярском крае программы ВОЗ по глобальной ликвидации кори.

2. Особенности патогенеза при эпидемическом паротите.

3. Синдром врожденной краснухи у детей: особенности патогенеза и лабораторной диагностики.

4. Тератогенность вируса краснухи.

5. Заболеваемость краснухой и особенности лабораторной диагностики на современном этапе.
8. Рекомендуемая литература по теме занятия:

Обязательная

1. 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

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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