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1. Занятие № 3. «Бактерии – возбудители респираторных инфекций: коринебактерии дифтерии, микобактерии туберкулеза, менингококки, стрептококки. Микробиологическая диагностика дифтерии. Микробиологическая диагностика туберкулеза».
2. Значение темы: 
Респираторные инфекции - это болезни, заражение которыми осуществляется через дыхательный тракт. Передача возбудителей этих болезней происходит воздушно-капельным и воздушно-пылевым путем.
Дифтерия. В результате внедрения в практику активной иммунопрофилактики против дифтерии на территории РФ и в других странах мира заболеваемость дифтерией снизилась до единичных случаев. Тем не менее, в 90-х годах прошлого столетия на территории нашей страны вновь началась эпидемия дифтерии. 
Основными причинами возникновения неблагоприятной эпидемической ситуации по дифтерии к 1990 г. явились: низкий уровень охвата противодифтерийными прививками детей первого года жизни; необоснованное широкое внедрение щадящих методов иммунизации с использованием АДС-М анатоксина; удлинение интервалов между ревакцинациями  начиная с 1987 г.; утрата иммунитета взрослыми; отказы родителей от прививок детям в связи с негативной информацией в печати о последствиях вакцинации. 
Усугубили ситуацию приток беженцев, массовая миграция населения, ухудшение социально-экономических условий жизни населения в этот период и др. факторы. Т.о., к 1994 г. эпидемия охватила 15 республик бывшего СССР, в 1995 г. заболеваемость дифтерией в СССР составила 88% всех случаев дифтерии, зарегистрированной в мире; в период с 1990 по 1999 гг. в СССР зарегистрировано 158 000 случаев дифтерии, и 4000 летальных исходов. 
Особенностью последней эпидемии в России является изменение возрастной структуры заболевших и более частая регистрация атипичных форм дифтерии, в том числе локализующихся в челюстно-лицевой области. 
В настоящее время в России осуществляется задача трехэтапной эррадикации дифтерии, состоящей в снижении заболеваемости до спорадических случаев, уменьшении числа бактерионосителей за счет своевременного выявления бактерионосительства у населения и их санации, своевременная микробиологическая диагностика заболевания.
Туберкулез. В последние годы в Красноярском крае заболеваемость туберкулезом перешагнула эпидемический порог (1,5%) и составляет 3,2-3,4%, т.е. в два раза выше эпидпорога. Ситуация усугубляется тем, что первичная лекарственная устойчивость возбудителя составляет около 49%, часто выявляется множественная лекарственная устойчивость. На фоне проведенного лечения лекарственная устойчивость достигает 74-78%. 
Смертность от туберкулеза за последние десятилетия увеличилась в 3,9 раза. По Сибирскому региону 80% смертности от всех инфекционных заболеваний составляет смертность от туберкулеза. 
3. Цели занятия: на основе теоретических знаний и практических умений обучающийся должен: 

знать: 
· Классификацию и морфобиологические особенности возбудителей дифтерии, туберкулеза, менингококков и стрептококков.

· Экологию, особенности патогенеза и иммунитета при дифтерии, туберкулезе, менингококковых и стрептококковых инфекциях.

· Материал и методы микробиологической диагностики дифтерии.

· Методы определения антитоксического иммунитета при дифтерии.

· Специфическую профилактику и терапию дифтерии, туберкулеза, менингококков и стрептококков. 

уметь:
· Проводить забор материала из зева, носа и его посев на кровяно-теллуритовый агар с целью выявления бактерионосительства возбудителя дифтерии.

· Идентифицировать и дифференцировать возбудителей дифтерии от дифтероидов.

· Учитывать, оценивать результаты РП в геле для определения токсигенности коринебактерий дифтерии.

· Окрашивать препарат из культуры возбудителя дифтерии по методу Нейссера, микроскопировать и интерпретировать полученный результат.

· Обнаруживать микобактерии туберкулеза в мазках, окрашенных по Цилю-Нильсену.

· Микроскопировать в люминесцентном микроскопе препараты из мокроты, окрашенные ауромином, родамином. 

· Определять чувствительность исследуемых культур к антимикробным препаратам методом абсолютных концентраций.

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.

4. План изучения темы:
4.1. Самостоятельная работа:

· Выполнение практических заданий – 90 мин.

· Заполнение протокола – 30 мин.

4.1.  Исходный уровень знаний:

Собеседование по контрольным вопросам:

·  Классификация и морфобиологические особенности возбудителей туберкулеза, дифтерии, менингококков, стрептококков;
· Факторы патогенности возбудителей туберкулеза, дифтерии, менингококков, стрептококков.

· Цель и последовательность работы на IV этапе бакметода.

· Источники инфекции, пути заражения, особенности патогенеза и иммунитета при туберкулезе, дифтерии, менингококковых и стрептококковых инфекций.
· Материал и методы микробиологической диагностики туберкулеза дифтерии, менингококковых и стрептококковых инфекций.

· Современная эпидемиологическая ситуация по туберкулезу в Красноярском крае. Причины сложившейся эпидемиологической обстановки.

· Специфическая профилактика и этиотропная терапия туберкулеза.

· Определение антитоксического иммунитета при дифтерии (РНГА).
· Материал и методы микробиологической диагностики дифтерии.
· Цель, техника постановки и оценка результатов РП в геле при диагностике дифтерии.
· Специфическая профилактика и терапия дифтерии.
Тесты:

1. ОСНОВНАЯ ПРИЧИНА ЭПИДЕМИИ ДИФТЕРИИ В РФ В 1994 Г:

1. низкий социально-экономический уровень жизни населения 

2. миграция населения

3. рост лекарственной устойчивости возбудителя

4. отсутствие эффективных антибиотиков

5. низкий уровень охвата прививками
2. БИОВАРЫ MITIS И GRAVIS КОРИНЕБАКТЕРИЙ ДИФТЕРИИ ОТЛИЧАЮТСЯ ПО:

1. морфологии и окраске по Граму

2. биохимическим свойствам

3. антигенным свойствам

4. тяжести вызываемых заболеваний

5. токсигенности

3. ОСНОВНОЙ ФАКТОР ВИРУЛЕНТНОСТИ КОРИНЕБАКТЕРИЙ ДИФТЕРИИ:

1. эндотоксин

2. капсула

3. анатоксин

4. экзотоксин

5. гиалуронидаза

4. МЕХАНИЗМ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ ТОКСИНА ВОЗБУДИТЕЛЯ ДИФТЕРИИ:

1. блокирует аденилатциклазу энтероцитов

2. блокирует фактор элонгации-2

3. подавляет фагоцитоз

4. блокирует нервные импульсы

5. лизирует эритроциты

5. ТОКСИГЕННОСТЬ КОРИНЕБАКТЕРИЙ ДИФТЕРИИ ОБУСЛОВЛЕНА:

1. цистиназой

2. умеренным бактериофагом

3. антигенной структурой

4. антитоксическим иммунитетом

5. факторами внешней среды

6. ПУТИ ПЕРЕДАЧИ ПРИ ДИФТЕРИИ:

1. трансмиссивный, орально-оральный

2. трансплацентарный, половой

3. воздушно-капельный, контактный

4. контактный, алиментарный

5. воздушно-пылевой, воздушно-капельный

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТОКСИЧЕСКОГО ПРОТИВОДИФТЕРИЙНОГО ИММУНИТЕТА IN VITRO ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. РП в геле с исследуемой культурой

2. РА с сывороткой обследуемого

3. РА с диагностическими противодифтерийными сыворотками

4. пробу Шика

5. РНГА с сывороткой обследуемого

7. ОСНОВНОЙ МЕТОД МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ ДИФТЕРИИ:

1. биологический

2. аллергический

3. бактериологический

4. микроскопический (по требованию врача).
5. серологический

8. ЦЕЛЬ ПОСТАНОВКИ РП В ГЕЛЕ ПРИ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОМ ИССЛЕДОВАНИИ НА ДИФТЕРИЮ:

1. определение лечебной дозы антитоксической сыворотки

2. изучение антигенного строения возбудителя

3. экспресс-диагностика заболевания

4. определение токсигенности культуры

5. определение антитоксического иммунитета

9. НАДЕЖНЫЙ КОНТРОЛЬ ЗА РАСПРОСТРАНЕНИЕМ ДИФТЕРИИ ОБЕСПЕЧИВАЕТ:

1. вакцинация 

2. прием антибиотиков

3. соблюдение правил личной гигиены

4. ношение маски

5. занятие спортом

10. ДЛЯ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ ДИФТЕРИИ ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. антибиотики

2. антитоксическую сыворотку

3. токсин Шика

4. анатоксин

5. антимикробную сыворотку

11. ТОКСИН ШИКА, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТОКСИЧЕСКОГО ИММУНИТЕТА ПРИ ДИФТЕРИИ:

1. эндотоксин

2. экзотоксин

3. анатоксин

4. аллерген

5. вакцина

12. О ПОДТВЕРЖДЕНИИ ДИФТЕРИИ СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ ВЫДЕЛЕНИЕ:

1. C. ulcerans tox(-)

2. C. xerosis 108 КОЕ/мл
3. C. diphtheriae v.gravis tox(-) 106 КОЕ/мл
4. C. pseudodiphtheriticum
5. C. diphtheriae v.mitis tox(+)

13. ПРИ НАЛИЧИИ В ИССЛЕДУЕМОМ МАТЕРИАЛЕ ТОКСИГЕННЫХ ШТАММОВ КОРИНЕБАКТЕРИЙ ДИФТЕРИИ ОКОНЧАТЕЛЬНЫЙ ОТВЕТ МОЖЕТ БЫТЬ ПОЛУЧЕН ЧЕРЕЗ:

1.  6-12 ч

2. 12–24 ч 

3. 24-48 ч 

4. 48-72 ч 

5. 7 дней
14. 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
15. ФЕРМЕНТЫ АГРЕССИИ СТРЕПТОКОККОВ:

1. фибринолизин, гиалуронидаза

2. эндонуклеаза, гиалуронидаза
3. транспептидаза
4. эндонуклеаза
5. транспептидаза, ДНК-аза
16. ДЛЯ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОФИЛАКТИКИ ПНЕВМОКОККОВЫХ ИНФЕКЦИЙ ИСПОЛЬЗУЮТ:

1. пенициллины
2. витамины
3. вакцину пневмо-23
4. аутовакцину
5. иммуномодуляторы
17. ОСОБЕННОСТИ ПАТОГЕНЕЗА СТРЕПТОКОККОВЫХ ИНФЕКЦИЙ:

1. только интоксикация
2. флегмонозное воспаление и отсутствие осложнений
3. ограниченный очаг воспаления
4. органотропность
5. флегмонозное воспаление, аутоиммунные процессы
18. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ:

1. инфицированные продукты
2. предметы обихода
3. больные, бактерионосители
4. медицинский инструментарий
5. немытые овощи и фрукты
19. ПУТЬ ПЕРЕДАЧИ ПРИ МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ:

1. воздушно-капельный
2. алиментарный
3. трансплацентарный
4. воздушно-пылевой
5. контактный
20. ДЛЯ ПАТОГЕНЕЗА МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ НЕ ХАРАКТЕРНО:

1. воспаление слизистой носоглотки
2. сепсис
3. интоксикация
4. гнойное воспаление мозговых оболочек
5. хронизация
21. МЕТОДЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ:

1. микроскопический и аллергический
2. экспресс-диагностика (латекс-агглютинация со СМЖ), микроскопический, бактериологический
3. только серологический
4. аллергический
5. только микроскопический
22. ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКА МЕНИНГОКОККОВОГО МЕНИНГИТА ОСНОВАНА НА ОПРЕДЕЛЕНИИ:

1. серовара возбудителя 
2. специфического антигена в СМЖ
3. общего титра антител
4. нарастания титра антител
5. класса Ig
23. СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ:

1. антибиотики
2. бактериофаг
3. аутовакцина
4. иммуноглобулин
5. не разработана
25. M. TUBERCULOSIS ОТКРЫТ:

1. Л. Пастером

2. А. Кальметтом, Ш. Гереном

3. Р. Кохом

4. Ш. Манту

5. К. Пирке

26. ОСНОВНОЙ ВОЗБУДИТЕЛЬ ТУБЕРКУЛЕЗА ЧЕЛОВЕКА:

1. Mycobacterium аvium
2. M. tuberculosis
3. M. intracellulare
4. M. bovis
5. M. leprae
27. ОТЛИЧИТЕЛЬНАЯ ОСОБЕННОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. высокое содержание липидов в клеточной стенке

2. высокое содержание нуклеопротеидов

3. наличие ядра

4. образование экзо- и эндотоксинов

5. проникают через неповрежденную кожу

28. ФАКТОРЫ ПАТОГЕННОСТИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. экзотоксин

2. липиды, протеины 

3. гиалуронидаза

4. эндотоксин

5. протеины, ЛПС

29. ОСНОВНОЙ МЕТОД ОКРАСКИ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. Грама

2. Циля-Нильсена

3. Романовского-Гимза

4. Нейссера

5. фуксином

30. ИСТОЧНИК ИНФЕКЦИИ ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ:

1. бактерионосители

2. реконвалесценты

3. больные люди – бацилловыделители

4. пищевые продукты

5. предметы обихода больного

31. ОСОБЕННОСТЬ ИММУНИТЕТА ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ:

1. врожденный

2. передается трансплацентарно

3. нестерильный

4. антитоксический

5. стерильный

32. МЕТОДЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. бактериоскопический

2. бактериологический

3. аллергический 

4. генодиагностика (ПЦР)

5. все вышеперечисленные

33. РЕЗУЛЬТАТЫ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ТУБЕРКУЛЕЗА ВЫДАЮТ:

1. на 4-й день

2. на 7-й день

3. через 2 недели

4. через месяц

5. через 3-4 месяца

34. ПЕРВИЧНАЯ ЛЕКАРСТВЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. природная устойчивость

2. не имеет эпидемиологического значения

3. выявляется у микобактерий, выделенных от больных, не принимавших противотуберкулезные препараты

4. выявляется у микобактерий, выделенных от больных, принимавших противотуберкулезные препараты

5. регистрируется редко

35. ПРИОБРЕТЕННАЯ (ВТОРИЧНАЯ) ЛЕКАРСТВЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА:

1. природная устойчивость

2. не имеет клинического значения

3. выявляется у микобактерий, выделенных от больных, не принимавших противотуберкулезных препаратов

4. выявляется у микобактерий, выделенных от больных, принимавших противотуберкулезных препаратов

5. регистрируется редко

36. КОЖНО-АЛЛЕРГИЧЕСКАЯ ПРОБА МАНТУ ПОЛОЖИТЕЛЬНА У:

1. ВИЧ-инфицированных

2. больных туберкулезом

3. контактных, вакцинированных

4. новорожденных

5. беременных, рожениц

37. ВАКЦИНА БЦЖ:

1. инактивированная корпускулярная

2. химическая

3. синтетическая

4. живая аттенуированная

5. генноинженерная

38. ТУБЕРКУЛИН – ЭТО:

1. вакцина

2. анатоксин

3. белковая фракция микобактерий

4. липидная фракция микобактерий

5. экзотоксин

4.1. Самостоятельная работа по теме:
4.1.1.  Микробиологическая диагностика дифтерии. 

a) Провести исследование материала, полученного от обследуемых с подозрением на дифтерию:
· произвести отбор колоний, характерных для возбудителя дифтерии; на чашках первичного посева с КТА; дать их квалифицированное описание.

· приготовить мазки отобранных изолированных колоний. Окрасить по Граму и по Нейссеру. Промикроскопировать. Оценить морфо-тинкториальные свойства микроорганизмов. Дать предварительное заключение.
· учесть и оценить биохимические свойства выделенной культуры. Дать заключение о принадлежности выделенной культуры к соответствующему виду и биовару.
· учесть РП в геле. Сделать заключение о токсигенности выделенной культуры

b) Определить состояние антитоксического иммунитета у обследуемых с сыворотками обследуемых и эритроцитарным дифтерийным диагностикумом:
· Оценить и оценить РПГА с сыворотками обследуемых и эритроцитарным дифтерийным диагностикумом. Сделать вывод о наличии антитоксического иммунитета у обследуемых.
c) Написание отчета по занятию (оформление протокола).
4.1.2. Микробиологическая диагностика туберкулеза.
a) Провести бактериологическое исследование по обнаружению и выделению предполагаемого возбудителя из мокроты больного с подозрением на туберкулез легких:
· Промикроскопировать готовый фиксированный препарат из мокроты обследуемого, окрашенный по Цилю-Нильсену.

· Промикроскопировать в люминесцентном микроскопе препарат из обогащенной мокроты того же обследуемого, окрашенный аурамином О, родамином С. 

· Охарактеризовать рост культуры на среде Левенштейна-Иенсена, выделенной из мокроты обследуемого.

· Промикроскопировать препарат из чистой культуры, окрашенный по Цилю-Нильсену.

· Учесть результаты посева культуры на среде с салициловым натрием и ниациновый тест.

· Учесть и оценить результаты определения чувствительности исследуемой культуры к противотуберкулезным препаратам методом абсолютных концентраций. 

На основе полученных данных сформулировать ответ, заполнить бланк-направление и бланк-ответ из баклаборатории.

b) Охарактеризовать биопрепараты: БЦЖ, БЦЖ-М, Туберкулин, Диаскинтест и ознакомиться с тест-системой «Тубовид». Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты (БЦЖ, БЦЖ-М, Туберкулин, Диаскин тест, тест-система «Тубовид»), указав, что содержат, для чего и как применяются.
c) Написание отчета по занятию (оформление протокола).
5. Методические указания к выполнению исследовательского задания:

5.1.1 Микробиологическая диагностика дифтерии.
Цель микробиологической диагностики дифтерии – подтверждение диагноза и дифференцирование от клинических сходных заболеваний, а также выявление бактерионосителей. 

a) Бактериологический метод. Бактериологический метод является основным – "золотой стандарт". Целью его является выделение возбудителя, идентификация, определение токсигенности, серовара и биовара. Исследуют в зависимости от локализации процесса: слизь из носа, зева, отделяемого глаза, уха, половых органов, раны. При обследовании на бактерионосительство слизь из зева и носа берут двумя стерильными тампонами раздельно. Из зева слизь берут до чистки зубов, приема лекарств, натощак или через два часа после еды. При этом, не касаясь корня языка, щек, зубов, материал забирают на границе пораженной и здоровой части. В случае транспортировки более 2-3 часов забирают тампоном, увлаженным 5% раствором глицерина или 2% раствором теллурита калия, а также сывороточным или сывороточно-теллуритовым тампоном. Для обогащения возможен посев на сывороточный полужидкий агар, среду Пизу. 

Этапы исследования, идентификация видов коринебактерий и биоваров возбудителей дифтерии. 
Предварительная бактериоскопия мазка с тампона не проводится, либо проводится только по требованию врача и при условии, что материал забирают двумя тампонами.
 1 этап. Материал от одного обследуемого засевают на чашку с селективными дифференциально-диагностическими средами: КТА (кровяно-теллуритовый агар), среда Клауберга. При этом используют одну половину чашки для посева из носа, а вторую – из зева. Тампоном делают площадку, затем засевают штрихами на остальную поверхность среды. Инкубируют при Т=37°С  24-48 часов. 

2 этап (3 день). Отбирают колонии подозрительные на дифтерийные. Дифтерийные бактерии восстанавливают теллурит калия до металлического теллура и растут в виде сухих чёрных или тёмно-серых колоний. Из сомнительных колоний делают мазки. Колонии пересевают на 10% сывороточный агар для выделения чистой культуры. Параллельно ставят пробу Пизу на цистиназу (определение вида) и РП в геле (определение токсигенности). 

При отсутствии подозрительных колоний через 48 часов выдается окончательный отрицательный ответ. 

3 этап. (4 день). 

1. Учитывают результаты пробы Пизу и РП в геле из характерных колоний первичного посева. 

Проба Пизу. При посеве уколом в столбик среды с добавлением цистина наблюдается по-чернение среды по ходу роста, т.к. С. diphthriae расщепляет цистин с образованием серо-водорода, т.е. дает положительную пробу Пизу.

Токсигенность определяют РП в геле с выделенной культурой и антитоксической сывороткой. 

Определение токсигенности. РП в геле по Оухтерлони.  На середину чашки с фосфатно-пептонным агаром или сывороточным агаром помещают полоску фильтровальной бумаги, пропитанную 0,25 мл антитоксической сыворотки, содержащей 500 МЕ в 1мл. Бляшками 0,6-0,7 см засевают исследуемые культуры (на расстоянии 0,6 – 0,7 см друг от друга и 0, 5 см от края полоски) и контрольную заведомо токсигенную культуру С.diphtheriae v.gravis № 665. Учет производится через 24 и окончательно через 48 часов. Культура считается токсигенной, если ее линии преципитации сливаются в виде дуги с линией преципитации контрольного штамма. 

В случае получение сомнительного результата о токсигенности культуры можно использовать ПЦР для определения у выделенной культуры генома, кодирующего синтез токсина. 

Если проба Пизу (+), РП (+), то выдается предварительный ответ С. diphtheriae tох+.
2. Микроскопируют 2 мазка. Один окрашивают по Граму, второй по Нейссеру или метиленовой синькой Лёффлера. Определяют принадлежность к роду коринебактерий по морфологии и окраске. 
Дифтерийные бактерии – Грам (+), тонкие, полиморфные слегка изогнутые или прямые палочки от 1 до 8 мкм длиной, окрашиваются неравномерно – для них характерна метахромазия, что объясняется наличием зерен волютина, расположенных по полюсам клетки. Они же обусловливают вздутия в виде булавы, что учитывают при идентификации коринебактерий. Зерна волютина – полифосфаты. Хорошо образуются на средах, содержащих сыворотку крови. Их выявляют при окраске по методу Нейссера:
1. Фиксированный мазок окрашивают уксусно-кислой синькой Нейссера 1 мин, промывают водой.

2. Обрабатывают раствором Люголя – 30 сек.
3. Не промывая водой, окрашивают везувином или хризоидином 15 сек. Тела бактерий окрашиваются в светло-коричневый цвет, зерна волютина – в тёмно-синий. 

При окраске метиленовой синькой Лёффлера (3-5 мин.) – зерна волютина тёмно-синие, тела бактерий – голубые. Выявляют их также с помощью люминесцентной микроскопии при окраске корифосфином. 

Возбудители дифтерии располагаются под углом в виде римской цифры V, разведенных пальцев, т.к. имеют "щелкающее" деление. Встречаются кокковидные ветвистые, нитевидные формы. Ложнодифтерийные палочки мономорфные, прямые, располагаются часто в виде частокола. Дифтероиды по морфологии почти не отличаются от возбудителя дифтерии. С. ulcerans чаще располагаются палисадно.

Для изучения биохимических свойств (определение вида и биовара) делают посев на пестрый ряд: глюкозу, мальтозу, сахарозу, крахмал, для определения уреазной активности – посев на среду с мочевиной (проба Закса), для определения цистиназной активности –на среду с цистином (проба Пизу). 

На этом этапе изучают антигенные свойства и определяют серовар культуры в РА на стекле с поливалентной, затем с типовыми агглютинирующими дифтерийными сыворотками. 

4 этап. (5 день). Учет биохимических свойств – дифференцировка от дифтероидов, определение вида и биовара. Определение токсигенности культуры. 
Ферментативные свойства некоторых видов коринебактерий

	Виды
	Расщепление до кислоты
	Цистиназа
	Уреаза

	
	Глюкоза
	Сахароза
	Крахмал
	
	

	С. diphtheriae

     v. gravis

     v. mitis
	+

+
	-

-
	+

-
	+

+
	-

-

	С. pseudodiphtheriticum
	-
	-
	-
	-
	+

	С. xerosis
	+
	+
	-
	-
	+

	С. ulcerans.
	+
	_
	+
	+
	+


Ускоренные методы диагностики. 

Люминисцентная микроскопия. Препараты из исследуемого материала обрабатывают корифосфином. Тела бактерий желтовато-зеленые, зерна волютина – оранжево-красные. 

5.1.2. Микробиологическая диагностика туберкулеза.
1 этап препарат из мокроты готовят следующим образом: чашку Петри с мокротой помещают на черную бумагу и препаровальными иглами отбирают гнойные комочки, переносят их на середину предметного стекла и покрывают вторым стеклом так, чтобы осталась свободной треть первого и второго стекол. Стекла раздвигают в стороны и получают два «препарата-близнеца», которые фиксируют в пламени.

Фиксированные препараты окрашивают по методу Циля-Нильсена:

· На препарат кладут фильтровальную бумажку и с избытком наливают карболовый раствор фуксина Циля, который подогревают до появления паров. При подогревании следят, чтобы краска не закипела, а фильтровальная бумага не высыхала. Подогретый мазок оставляют на 5 минут.

· Снимают бумажку и промывают препарат водой.
· Обесцвечивают препарат в 25% растворе Н2SО4 или 3% соляно-кислым спиртом в течение 3-5 минут.
· Тщательно промывают водой.

· Докрашивают препарат 0,3 % водным раствором метиленового синего (1 мин). 

· Промывают водой, высушивают на открытом воздухе! Промокать препарат фильтровальной бумагой не надо.
Окрашенные мазки микроскопируют, просматривая не менее 100 полей зрения, чтобы обнаружить единичные микобактерии. При значительном количестве кислотоустойчивых микобактерий достаточно исследовать 20-50 полей зрения.

Кислотоустойчивые микобактерии туберкулеза окрашиваются в ярко-красный цвет, в препарате из мокроты располагаются одиночно, парами или небольшими скоплениями. При этом единичные бактерии можно обнаружить, если в мокроте их содержание не менее 105. Для повышения информативности микроскопии применяют методы обогащения – гомогенизациия, флотация. 
Применение люминесцирующей микроскопии повышает число «находок» микобактерий туберкулеза. Микобактерии туберкулеза светятся ярким золотисто-желтым светом на темном фоне.

Обогащенную мокроту засевают на среду Левенштейна-Иенсена и инкубируют при 37 °С в течение 2-3 недель и более, т.к. микобактерии туберкулеза медленно размножаются.

2 этап оценка результов роста на среде Левенштейна-Иенсена культуры, выделенной из мокроты больного. Микроскопируют готовый мазок из этой же культуры (окраска по Цилю-Нильсену).

Микобактерии туберкулеза образуют морщинистые, цвета слоновой кости колонии, плотно сросшиеся с питательной средой. В препарате выявляют характерные кислотоустойчивые (окрашенные в красный цвет) палочки, расположенные скоплениями и поодиночке.

Для идентификации культуры производят: определение биохимических свойств (ниациновый тест, восстановление нитратов и др.); способность расти на среде с салициловым натрием; антигенные свойств (ИФА с использованием моноклональных антител с помощью системы «Тубовид»).

Ниациновый тест – основан на способности M. tuberculosis в отличие от других микобактерий синтезировать никотиновую кислоту (ниацин) в значительном количестве. Для исследования к культуре микобактерий на жидкой питательной среде или к смыву с  плотной среды добавляют 1 мл 10% р-ра цианида калия и 1 мл р-ра хлорамина, при наличии ниацина появляется ярко-желтое окрашивание.

С целью рациональной терапии важно определение чувствительности к противотуберкулезным препаратам, которое проводится методом абсолютных концентраций. Для этого в среду Левенштейна-Иенсена перед свертыванием добавляют противотуберкулезные препараты. Интенсивность роста оценивается плюсами:

++++ - сплошной, сливной рост; 
+++ - более 100 колоний; 
++ - от 50 до 100 колоний;

+ - от 20-50 колоний; 
ЕК - единичные колонии.
Культуру считают чувствительной к препарату, если выросло менее 20 колоний при обильном росте в контрольной пробирке и устойчивой, если выросло более 20 колоний.

3 этап. Учет результатов: ниациновая проба и результаты посева культуры на среду с салициловым натрием, дают оценку чувствительности выделенной культуры к противотуберкулезным препаратам и по результатам всех этапов исследования формулируют окончательный ответ.

6. . Вопросы по теме занятия.

1. Классификация и морфобиологические особенности возбудителя дифтерии.

2. Фактор патогенности возбудителя дифтерии.

3. Источники инфекции, пути заражения, особенности патогенеза и иммунитета при дифтерии.

4. Определение антитоксического иммунитета при дифтерии (РНГА).

5. Материал и методы микробиологической диагностики дифтерии.

6. Цель, техника постановки и оценка результатов РП в геле при диагностике дифтерии.

7. Специфическая профилактика и терапия дифтерии.
8. Классификация и морфо-биологические свойства стрептококков, менингококков.

9. Факторы вирулентности стрептококков и менингококков.

10. Экология, особенности эпидемиологии, патогенеза стрептококковых и менингококковых инфекций.

11. Материал и методы микробиологической диагностики стрептококковых, менингококковых инфекций.

12. Специфическая профилактика и терапия стрептококковых, менингококковых инфекций.

13. Назовите специфические заболевания стрептококковой этиологии.

14. Чем объясняется возможность эндогенного заражения при стрептококковых инфекциях.

15. Обоснуйте возможность использования микроскопического метода диагностики пневмококковых и менингококковых инфекций.

16. Назовите при какой стрептококковой инфекции в настоящее время возможно проведение специфической профилактики и какой препарат можно использовать для этой цели, что он содержит.

17. Обоснуйте выбор методов микробиологической диагностики при менингококковом назофарингите, менингококкемии и эпидемическом менингококковом менингите.

18. Назовите методы экспресс-диагностики менингококковых инфекций, в чем их сущность?

19. Какого типа вакцины используют для специфической профилактики менингококковых инфекций, тактика их применения.

20. Назовите виды микобактерий, вызывающих туберкулез человека. Какой вид является основным?

21. Назовите биологические особенности микобактерий, связанные с высоким содержанием в них липидов и их патогенетическое значение.

22. Назовите факторы патогенности возбудителей туберкулеза.

23. Обоснуйте возможности использовании при микробиологической диагностике туберкулеза:

24. микроскопического метода;

25. бактериологического метода;

26. серологического метода;

27. аллергического метода.

28. Каковы объективные причины длительности бактериологической диагностики при туберкулезе.

29. Назовите методы микробиологической диагностики с помощью которых можно выбрать препараты для этиотропного лечения туберкулеза?

30. Назовите метод экспресс-диагностики туберкулеза, который позволяет определить наличие микобактерий туберкулеза в исследуемом материале и их резистентность к противотуберкулезным препаратам. В чем его суть?

31. Что такое множественная лекарственная устойчивость (МЛУ) микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

32. Что такое первичная лекарственная устойчивость микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

33. Что такое приобретенная (вторичная) лекарственная устойчивость микобактерий туберкулеза и каково значение её определения?

7. Назовите и обоснуйте меры профилактики профессионального заражения врача туберкулезом.
Ситуационные задачи по теме.
ЗАДАЧА №1. При бактериологическом исследовании материала, взятого от больного с диагнозом «Дифтерия» были получены следующие результаты: на КТА черные матовые с радиальной исчерченностью колонии краев, напоминают цветок маргаритки; при микроскопии - короткие полиморфные палочки, содержащие метахроматические гранулы; культура расщепляет глюкозу до кислоты, дает положительную пробу Пизу, не образует уреазу.

1. Определить, к какому биовару относится выделенная культура С. diphtheriae. 

2. Какие еще исследования являются обязательными при бактериологической диагностике дифтерии?

ЗАДАЧА №2. В подготовительной группе детского сада пять дней назад заболел ребенок. Диагноз дифтерия, подтвержден лабораторно. 

1. Какова вероятность заболеть дифтерией у остальных детей, контактировавших с больным ребенком?

2. Имеют ли дети, не болевшие ранее дифтерией, иммунитет против дифтерии? Если да, охарактеризуйте его.

3. Назовите методы определения иммунитета к дифтерии, суть, критерии учета, оценки. 

ЗАДАЧА №3. При бактериологическом исследовании слизи из зева от больного с предварительным диагнозом дифтерия получен следующий результат: «При исследовании слизи из зева выделена C. diphtheriae v. mitis».

1. Позволит ли такой результат из бактериологической лаборатории подтвердить врачу диагноз пациента. 

2. Обоснуйте свой ответ.

ЗАДАЧА №4. В средней группе детского сада выявлен случай дифтерии.

1. Какие мероприятия по профилактике дифтерии необходимо провести среди контактных?

2. Обоснуйте тактику специфической профилактики среди привитых и не привитых детей.

ЗАДАЧА №5. При рентгеноскопии легких обнаружено темное пятно размером с 10-ти копеечную монету. Реакция Манту положительная. Многократная микроскопия обогащенной мокроты дала отрицательные результаты. 

· Возможно ли отсутствие микобактерий в мокроте при туберкулезе легких?

· Какие исследования необходимо провести для уточнения диагноза?
ЗАДАЧА № 6. 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 № 7. 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 № 8. При осмотре больного, поступившего в инфекционное отде-ление, доктор обнаружил на шее, верхней части спины и груди мелкоточечную сыпь 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 № 9. 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 № 10. 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 (семей-ство, 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? 
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