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1. Занятие № 19


Тема: «Микробиологическая диагностика холеры. Микробиологическая диагностика хеликобактерной инфекции»
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы. Холера – особо опасное инфекционное заболевание человека с фекально-оральным механизмом заражения, вызываемого вибрионами холеры. За последние полтора столетия человечество пережило 6 пандемий холеры, которые остались в памяти народов как страшные, опустошительные бедствия. В настоящее время мир переживает седьмую пандемию холеры, начало которой относится к 1961 году, вызванную V. сholerae eltor. Некоторые исследователи высказывают возможность начала восьмой пандемии холеры, связывая это с регистрацией крупных эпидемий и вспышек, обусловленных V. cholerae O 139.

Проблема завоза холеры на территорию России остается актуальной в связи с регистрацией заболевания в странах ближнего (Украина) и дальнего зарубежья. Особенностью эпид. процесса является формирование эндемичных очагов (Дагестан). Положение усугубляется социальными потрясениями и военными действиями.
Род Helicobacter вычленен в качестве самостоятельного из рода Campylobacter в 1991 г. На сегодняшний день в нем выделяют 3 патогенных для человека вида: H. pylori, H. fennelli, H. cinaedi. H. pylori расценивается как этиотропный агент, ассоциирующийся с хроническим гастритом, язвенно-эрозивными поражениями желудка и 12-перстной кишки. Из биоптатов слизистой оболочки в 60-90% случаев у таких больных выделяется H. pylori, что позволяет предположить ведущее значение данного возбудителя в возникновении этих заболеваний. Эпидемиологические исследования различных авторов показали, что обсемененность H. pylori у пациентов, страдающих раком желудка составляет от 72 до 100%. На основании полученной информации ВОЗ в 1994 году отнесла хеликобактерную инфекцию к канцерогенам первого класса и определила ее как причину развития рака желудка у человека.

4. Цели обучения: 

- общая: обучающийся должен обладать способностью и готовностью анализировать социально-значимые проблемы и процессы, использовать на практике методы гуманитарных, естественнонаучных, медико-биологических и клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности (ОК-1); способностью и готовностью к логическому и аргументированному анализу, к публичной речи, ведению дискуссии и полемики (ОК-5), способностью и готовностью выявлять естественнонаучную сущность проблем, возникающих в ходе профессиональной деятельности (ПК-2); способностью и готовностью к формированию системного подхода к анализу медицинской информации, опираясь на принципы доказательной медицины, основанной на поиске решений с использованием теоретических знаний и практических умений в целях совершенствования профессиональной деятельности (ПК-3); способностью и готовностью проводить и интерпретировать результаты современных лабораторно-инструментальных исследований (ПК-5), способностью и готовностью обосновывать патогенетически оправданные методы (принципы) диагностики, лечения, реабилитации и профилактики среди взрослого населения и подростков с учетом их возрастно-половых групп (ПК-6); способностью и готовностью применять методы асептики и антисептики, использовать медицинский инструментарий, проводить санитарную обработку лечебных и диагностических помещений медицинских организаций (ПК-7); способностью и готовностью проводить с прикрепленным населением профилактические мероприятия по предупреждению возникновения наиболее часто встречающихся заболеваний (ПК-12); способностью и готовностью проводить противоэпидемические мероприятия, защиту населения в очагах особо опасных инфекций, при ухудшении радиационной обстановки и стихийных бедствиях (ПК-14), способностью и готовностью осуществлять алгоритм выбора медикаментозной терапии больным с инфекционными заболеваниями (ПК-20); способностью и готовностью использовать нормативную документацию, принятую в здравоохранении (законы Российской Федерации, технические регламенты, международные и национальные стандарты, приказы, рекомендации, терминологию, международные системы единиц (СИ), действующие международные классификации) (ПК-27), способностью и готовностью изучать научно-медицинскую информацию, отечественный и зарубежный опыт по тематике исследования (ПК-31); способностью и готовностью к участию в освоении современных теоретических и экспериментальных методов исследования с целью создания новых перспективных средств (ПК-32).
 - учебная: 

знать 

· Правила работы с возбудителями особо опасных инфекций.

· Классификацию, морфо-биологические особенности возбудителя холеры.

· Особенности экологии, эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при холере.

· Правила забора и транспортировки материала при диагностике холеры.

· Методы микробиологической диагностики холеры.

· Специфическую профилактику холеры.

· Этиотропную терапию холеры.
· Классификацию, морфо-биологические особенности хеликобактера.

· Особенности экологии, эпидемиологии, патогенеза и иммунитета хеликобактерной инфекции.

· Материал и методы микробиологической диагностики хеликобактерной инфекции.

· Профилактику хеликобактерной инфекции.

· Этиотропную терапию хеликобактерной инфекции.

уметь
· Провести экспресс-диагностику холеры (РИФ).

· Готовить нативный препарат «раздавленная капля» для определения подвижности и последующей иммобилизации вибрионов холерной сывороткой.

· Микроскопировать нативный препарат методом фазового контраста.

· Идентифицировать и дифференцировать холерные вибрионы.

· Иметь представление о биологии холерных вибрионов и особенностях их взаимодействия с макроорганизмом.
· Провести микробиологическое исследование биоптатов слизистой оболочки желудка (СОЖ) с целью диагностики хеликобактерной инфекции.

владеть
· Техникой приготовления и микроскопирования фиксированных препаратов.
· Техникой проведения лабораторных работ в микробиологической лаборатории.
· Основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования. 
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Собеседование по контрольным вопросам:

1. Критерии принадлежности холеры к группе особо опасных инфекций. Правила ТБ при работе с возбудителями особо опасных инфекций.
2. Классификация и морфо-биологические особенности возбудителя холеры.

3. Экология, источники, пути распространения, особенности патогенеза и иммунитета при холере.

4. Правила забора и доставки материала при диагностике холеры, как особо опасной инфекции.

5. Методы микробиологической диагностики холеры.

6. Методы экспресс-диагностики холеры.

7. Специфическая профилактика, основы патогенетической терапии холеры.

5. Классификация и морфо-биологические особенности хеликобактера.

6. Экология, источники, пути распространения, особенности патогенеза и иммунитета при заболеваниях, вызываемых хеликобактером.

7. Материал и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых хеликобактером.

8. Профилактика, основы патогенетической терапии заболеваний, вызываемых хеликобактером
Тесты

1. ХОЛЕРА ОТНОСИТСЯ К

1) эндемичным инфекциям

2) особо опасным инфекциям

3) инфекциям, не представляющим особой опасности

4) сапронозам

5) трансмиссивным инфекциям

2. ХОЛЕРНЫЙ ВИБРИОН

1) облигатный анаэроб

2) факультативный анаэроб

3) облигатный аэроб

4) микроаэрофил

5) капнофил

3. ПО МОРФОЛОГИИ ВОЗБУДИТЕЛЬ ХОЛЕРЫ ОТНОСИТСЯ К

1) бациллам

2) палочкам

3) вибрионам

4) коккам

5) спирохетам

4. ОСНОВНОЙ ФАКТОР ПАТОГЕННОСТИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ХОЛЕРЫ
1) эндотоксин

2) экзотоксин (холероген)

3) антитоксин

4) анатоксин

5) гиалуронидаза

5. ХОЛЕРНЫЙ ВИБРИОН БЫЛ ВЫДЕЛЕН В ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЕ
1) Э. Дженнером

2) Р. Кохом

3) Л. Пастером

4) Л. А. Зильбером

5) З. В. Ермольевой

6. ОСНОВНОЙ МЕТОД ВЫДЕЛЕНИЯ ХОЛЕРНОГО ВИБРИОНА
1) серологический

2) биологический

3) бактериологический

4) микроскопический

5) ПЦР

7. ДЛЯ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ НА ХОЛЕРУ ОТ БОЛЬНОГО ЗАБИРАЮТ
1) кусочки органов

2) кровь

3) испражнения

4) ликвор

5) мочу

8. ПРАВИЛА ЗАБОРА И ДОСТАВКИ ИСПРАЖНЕНИЙ ПРИ ХОЛЕРЕ
1) на фоне антибиотикотерапии

2) доставка не позднее 3-х дней

3) до начала антибиотикотерапии

4) после приема пищи

5) после чистки зубов

9. ПРИ ИССЛЕДОВАНИИ НА БАКТЕРИОНОСИТЕЛЬСТВО ХОЛЕР-НОГО ВИБРИОНА МАТЕРИАЛ ИЗ ПРЯМОЙ КИШКИ ЗАБИРАЮТ
1) пинцетом

2) бактериологической петлей

3) ректальной петлей

4) шприцем Жане

5) шпателем Дригальского

10. СХЕМА ИССЛЕДОВАНИЯ НА ХОЛЕРУ ОСНОВАНА НА СПОСОБНОСТИ ВИБРИОНА
1) опережать рост сопутствующей флоры и расти на щелочных питательных средах

2) расти в дистиллированной воде

3) расти на кислых питательных средах

4) расти на плотных питательных средах 

5) расти на питательных средах с добавлением фенола

11. HELICOBACTER  PYLORI

1) бактерии S-формы («крылья чайки»)

2) спирохеты

3) вибрионы

4) палочки

5) кокки

12. ЗАБОЛЕВАНИЯ, ВЫЗЫВАЕМЫЕ HELICOBACTER  PYLORI 

1) гиперацидный гастрит

2) гепатит

3) пиелонефрит

4) менингит

5) гнойно-воспалительные заболевания кожи

13. ОСНОВНАЯ МЕРА ПРОФИЛАКТИКИ ВНУТРИБОЛЬНИЧНОГО ЗАРАЖЕНИЯ ХЕЛИКОБАКТЕРНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ

1) соблюдение правил личной гигиены

2) соблюдение правил дезинфекции и стерилизации эндоскопического оборудования

3) отказ от курения

4) прием антибиотиков

5) вакцинация

14. МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ HELICOBACTER PYLORI 

1) Гр (-) изогнутые палочки, лофотрихи

2) Гр (+) прямые палочки перетрихи

3) Гр (-) кокки неподвижные полиморфные

4) Гр (-) кокки, иногда подвижные

5) Гр (+) полиморфные палочки амфитрихи

15. СПОСОБНОСТЬ HELICOBACTER PYLORI ВЫЖИВАТЬ В КИСЛОЙ СРЕДЕ ЖЕЛУДКА ОБУСЛОВЛЕНА СИНТЕЗОМ 

1) урезы

2) муциназы

3) Vac-A токсина

4) Cag-A токсина

16. МОРФОЛОГИЯ HELICOBACTER PYLORI 

1) Гр (–) изогнутые палочки, лофотрихи

2) Гр (+) крупные прямые палочки, перетрихи

3) Гр (–) диплококки, неподвижны

4) Гр (+) полиморфные палочки, амфитрихи

5) Гр (+) длинные ветвящиеся палочки, неподвижны

17. В ОСНОВЕ ДЫХАТЕЛЬНОГО ТЕСТА ЛЕЖИТ 

1) увеличение концентрации СО2 в выдыхаемом воздухе после пробного завтрака

2) появление одышки после незначительной нагрузки

3) определение концентрации О2 в выдыхаемом воздухе

4) изменение концентрации вредных примесей во вдыхаемом и выдыхаемом воздухе

5) определение жизненной емкости легких 

5.2. Основные понятия и положения темы.
Микробиологическая диагностика холеры

По тяжести клинического течения, по летальности, по способности одновременно охватывать большие территории холера относится к группе ООИ. Диагностические исследования на холеру регламентируются и осуществляются специально подготовленными специалистами лабораторий ООИ центров госсанэпиднадзора ведомственных и противочумных учреждений.

Классификация возбудителя холеры. Сем. Vibrionaceae, род Vibrio, вид V. cholerae О1 (биовары сholerae, eltor; серовары Инаба, Огава и Гикошима) и О139 серогрупп.
Холерные вибрионы – слегка изогнутые палочки (1,5-3,0 х 0,2-0,6 мкм), имеющие полярно расположенный жгутик; характеризуются значительным полиморфизмом; грамотрицательные; спор и капсул не образуют. 

Холерные вибрионы – факультативные анаэробы, к питательным средам не требовательны. Щелочелюбивы. Размножаются при температуре 35-37°С и pH равном 8,6-9,0. Элективной средой является 1% пептонная вода с pH 8-9. На поверхности этой среды  через 6-8 часов они образуют тонкую нежную, голубоватую “пленку”. На щелочном агаре через 12-14 часов колонии круглые, диаметром 1-2 мм, гладкие, плоские, прозрачные, голубоватые в проходящем свете, гомогенные, с ровным краем.

Вибрионы – хемоорганотрофы. Биохимически активны. Сахаролитические свойства выражаются в расщеплении сахаров с образованием кислоты без газа. Ферментация сахарозы, маннозы и отсутствие ферментации арабинозы является важным диагностическим признаком (1 ряд Хейберга). 

Протеолитические свойства: разжижают желатину, образуют индол, не образуют сероводород, восстанавливают нитраты в нитриты, расщепляют крахмал и т.д.

Вибрионы содержат термостабильные О-антигены (соматические) и термолабильные Н-антигены (жгутиковые). По О-антигену они разделяются на серогруппы. V. cholerae, V. eltor принадлежат к О1 серогруппе. О1-антиген состоит из трех компонентов – А, В, С, сочетание которых определяет серовары: Огава (АВ), Инаба (АС), Гикошима (АВС).

Встречаются вибрионы, которые не агглютинируются холерной О1-сывороткой. Это так называемые НАГ-вибрионы. В настоящее время установлено около 200 серологических О-групп НАГ-вибрионов. 

Факторы вирулентности и патогенности. У холерных вибрионов 2 типа токсинов – эндотоксин и экзотоксин или энтеротоксин. Эндотоксин – ЛПС клеточной стенки, термостабилен, стимулирует выработку вибриоцидных антител и агглютининов. Основная роль в развитии симптома холеры принадлежит холерогену, который вызывает расстройство функциональных систем, ответственных за транспортировку жидкости и электролитов из внутренней среды в просвет кишечника. 

Токсигенные, эпидемически значимые варианты холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, содержащие гены холерного токсина (ctx AB) и токсин-корегулируемых пилей (tcp A), вызывают заболевания холерой, склонные к широкому эпидемическому распространению. Нетоксигенные (не содержащие гена холерного токсина), эпидемически не опасные варианты холерных вибрионов О1 и других серогрупп могут вызывать спорадические или групповые заболевания, не склонные к широкому эпидемическому распространию.
Экология, источники, пути распространения, особенности патогенеза и иммунитета при холере. Холера – антропонозное заболевание. Источником инфекции является больной человек и бактерионоситель. При холере, вызванной V. eltor, отмечается более длительное бактерионосительство и наличие значительного количества атипичных форм болезни. 
Заражение происходит алиментарным (через инфицированные воду или продукты) или контактно-бытовым путем.

Вибрионы преодолеют желудочный барьер, достигают тонкой кошки, начинают интенсивно размножаться и выделять экзотоксин. Без предварительной нейтрализации соляной кислоты желудочного содержимого лишь очень большие дозы холерного вибриона (1011) вызывают у отдельных лиц заболевание, а после предварительной нейтрализации соляной кислоты желудка заболевание возникает уже при введении 106 вибрионов (т.е. в 100 000 раз меньшей дозой). 
Энтеротоксин активирует аденилатциклазу слизистой оболочки кишечника, что способствует увеличению количества цАМФ и выходу солей и воды в просвет кишечника. Начинается профузный понос. Потеря жидкости достигает одного литра в течение часа. Больные погибают в результате тяжелого обезвоживания, ацидоза, уремии. Заражение холерными вибрионами может вызывать различную клиническую картину – от бессимптомного носительства до состояния алгида.

При холере иммунитет носит антимикробный и антитоксический характер и связан с выработкой специфических антител, усилением фагоцитоза. Большую роль придают факторам местной защиты – секреторным иммуноглобулинам.
Правила забора и доставки материала при диагностике холеры, как особо опасной инфекции. Материал для исследования – испражнения и рвотные массы больных. Для установления факторов передачи и путей распространения инфекции – трупный материал, вода и пищевые продукты. Для выявления носителей – фекалии, желчь.
Учитывая слабую устойчивость холерных вибрионов к кислотам, дезинфицирующим веществам, сбор проб необходимо осуществлять в чистую стерильную стеклянную посуду, которая не должна содержать следов дезинфицирующих веществ. Материал необходимо забирать до приема антибиотиков.

Доставка материала в лабораторию должна быть осуществлена не позднее 2-х часов от момента его сбора или следует помещать пробы в консервант: 1% пептонную воду, щелочную пептонную воду с теллуритом калия.

Важно обеспечить безопасность при транспортировке материала, так как холера относится к числу особо опасных инфекций.
Методы микробиологической диагностики холеры.
Бактериологический метод. Интервалы между этапами в бак. методе при диагностике холеры составляют часы, а не дни, как при других инфекциях.

1-й этап. Первичный посев материала в щелочную пептонную воду и чашки со щелочным агаром.

2-й этап (через 6-8 часов). 

1. Бактериоскопия мазков из пленки на пептонной воде.

2. Определение подвижности.

3. Реакция иммобилизации с холерными О1 и О139 сыворотками (1:100).

4. Пересев на вторую 1% пептонную воду.

5. Посев на чашку с агаром.

3-й этап (через 12-16 часов).
1. Изучение роста в пептонной воде и на плотных средах.

2. Высев с пептонной воды на чашки с плотными средами.

3. Отсев подозрительных колоний на скошенный агар в пробирки.

4. Ускоренная идентификация подозрительных колоний нативного посева.

· Ориентировочный ответ по данным ускоренной диагностики второй 1% пептонной воды;

· Предварительный положительный ответ по данным предварительной идентификации подозрительных колоний нативного посева.

4-й этап (через 18-24 часа).
1. Идентификация культуры:

1.1. Изучение морфологических и культуральных свойств.

1.2. Изучение подвижности.

1.3. Изучение серологических свойств.

1.4. Посев на среды с сахарозой, маннозой и арабинозой.

1.5. Определение фаголизабельности холерными фагами и Эль-Тор.

1.6. Определение гемолитических свойств. 

1.7. Определение чувствительности к полимиксину.

5-й этап (через 24-36 часов). Учет результатов. 

Окончательный ответ по данным полной идентификации культуры. 
Методы экспресс-диагностики холеры.

Микроскопия материала от больного в фазово-контрастном или темнопольном микроскопе, РИФ. При достаточно большом количестве вибрионов обнаруживается интенсивное движение и обездвиживание в капле с холерными О1 и О139 сыворотками (1:50) (реакция иммобилизации). В мазках, которые фиксируют этиловым спиртом или смесью Никифорова и окрашивают по Граму или карболовым фуксином (1:10), обнаруживают типичные вибрионы, дающие положительную РИФ с люминесцирующей сывороткой. Это позволяет дать первичный сигнальный ответ через 15-20 мин от начала исследования нативного материала.

Целесообразно применять ПЦР со специфическими праймерами.

Специфическая профилактика, основы патогенетической терапии холеры. Вопрос о целесообразности применения для иммунизации живой вакцины окончательно не решен. Убитая вакцина обладает защитным действием, но уровень и продолжительность противомикробного иммунитета довольно низкие, особенно у детей (иммунитет ослабевает через 3-4 месяца после вакцинации, а через год полностью исчезает). Для специфической профилактики используют также холероген-анатоксин и холерный бактериофаг.
Направления терапии: 1. патогенетическое – регидратация; 2. симптоматическое – борьба с нарушением ССС, почек; 3. антимикробное – тетрациклины, хлорамфеникол, фторхинолоны.
Микробиологическая диагностика хеликобактерной инфекции
Классификация и морфо-биологические особенности хеликобактера. 
Сем. Helicobacteriaceae (ранее Campylobacteriaceae). Род Helicobacter. Вид H. pylori (НР). 

Гр (–)  изогнутые палочки, иногда S-образные или в виде «летящей ласточки».
Микроаэрофилы и капнофилы, требовательны к питательным средам. Культивирование осуществляется на специальных средах (кровяном агаре на основе колумбийского агара, шоколадном агаре, Рylori-агаре и др.). В качестве селективных сред используют среды с добавлением, например, ванкомицина, триметоприма, полимиксина, подавляющих рост сопутствующей микрофлоры. Для создания соответствующей атмосферы (О2 =5-6%; СО2 =8-10%; N2 =80-82%; влажность 95-98%) используют специальные газогенераторные пакеты. Время инкубации составляет при первичном обследовании 3-7 дней, для контроля изменчивости – до 14 дней. Колонии: диаметр до 0,5-2 мм в виде «капель росы» или, при сплошном росте, в виде прозрачной пленки.

НР обладает уреазной, каталазной и оксидазной активностью. Не ферментирует глюкозу, не продуцирует нитраты, не образует индол.

Антигенная структура. Выделяют несколько антигенов НР: 

1) Эндотоксин – липополисахарид, индуцирующий слабый иммунный ответ со стороны слизистого IgA (sIgA).

2) О-AГ (Lewis АГ) – специфическая полисахаридная цепочка мембранного липополисахарида. Осуществляет мимикрию под Lewisx и Lewisy антигены группы крови человека. Вызывают IgG-ответ.

3) Саg А-протеин – белокассоциированный цитотоксин. Инициирует сывороточные IgG-антитела и местный sIgA-ответ.

4) Vac A – вакуолизирующий цитотоксин. Обладает минимальной иммуногенностью. Если штамм НР не способен синтезировать Vac A, то вероятность образования язв чрезвычайно мала, процесс останавливается на стадии хронического гастрита.

5) Энзим-уреаза. Обладает достаточно высокой иммуногенностью. Располагается в большом количестве на поверхности бактерии и в ее цитоплазме.

Экология, источники, пути распространения, особенности патогенеза и иммунитета при заболеваниях, вызываемых хеликобактером. Источником и естественным резервуаром хеликобактериоза является зараженный человек.
Носительство возможно. Связано с заселением слизистой оболочки желудка слабовирулентными штаммами.
Пути передачи окончательно не установлены. Предполагают, что чаще задействован контактный (контактно-бытовой) путь передачи НР от человека человеку. В семьях – оральным путем (при поцелуях, при облизывании сосок грудных младенцев, через столовые приборы или предметы личной гигиены). Вероятно, возможен фекально-оральный механизм передачи. Имеет значение внутрибольничное инфицирование – при диагностических и терапевтических процедурах, в частности, при эзофагогастродуоденоскопии.

Патогенез. Попадая в просвет желудка НР, продуцируя уреазу, гидролизует мочевину с образованием аммиака и СО2. Эти соединения, нейтрализуя соляную кислоту, создают локальное защелачивание вокруг каждой бактериальной клетки. Как аммиак, так и сама уреаза способны оказывать повреждающее действие на эпителиальные клетки. Одновременно, другой фермент, выделяемый бактерией – муциназа, разрушает муцин, содержащийся в желудочной слизи, приводя к локальному снижению вязкости. Эти изменения и высокая подвижность НР позволяют возбудителю легко преодолевать слизистый барьер и адгезироваться на эпителии желудка. Активно размножаясь, НР полностью колонизирует слизистую оболочку антрального отдела желудка, вызывая ее воспаление и повреждение за счет способности продуцировать множество ферментов: 

· фосфолипазы – обеспечивают образование из желчи токсигенных лецитинов, разрушают слой гидрофобной, содержащей фосфолипиды, слизи, предохраняющей эпителий от прямого воздействия соляной кислоты и пепсина;

· протеазы – разрушают разнообразные, в т. ч. защитные белковые комплексы;

· каталаза – тормозит переваривание НР, фагоцитированных полиморфноядерными лейкоцитами.

Инкубационный период 6-8 дней. Эндоскопические признаки гастрита определяются на 10-й день после заражения.
Материал и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых хеликобактером. 

Забор и транспортировка материала. Биоптат рекомендуется брать из мест с максимально выраженной гиперемией и отеком, желательно как из тела, так и из антрального отдела желудка до начала антибиотикотерапии. 
Для успешного культивирования НР, чтобы продлить срок транспортировки биоптата из эндоскопического кабинета в микробиологическую лабораторию до суток необходимо поместить его транспортную среду (Стюарта, Кэри-Блера, Бью Мерьо).
1) Бактериологический метод – культивирование НР, используя биоптаты СОЖ, с обязательной постановкой антибиотикограммы, т. к. НР резистентен ко многим антибиотикам.

2) Гистологический метод – исследование гистологических препаратов СОЖ, окрашенных по Граму, Гимзе, и др. Оценка проводтся количественно:

- ( 20 бактериальных клеток в поле зрения – слабая степень обсемененности;

- 20-50 – средняя;

- ( 50 – высокая.
3) Цитологическая диагностика – выявление НР в мазках-отпечатках.

4) Биохимические – постановка уреазного теста с биоптатом, оксидазного и каталазного тестов. Уреазный тест. В диагностические среды, включающие мочевину и индикатор, помещают гастробиоптат. Если в среде начинает накапливаться аммоний (продукт гидролиза мочевины уреазой), рН среды меняется в щелочную сторону, и индикатор меняет цвет.
5) ИФА – определение антител к НР в крови больного. 

6) ПЦР – полимеразная цепная реакция дает возможность идентифицировать видоспецифичный для HP фрагмент ДНК. Материалом для него являются биоптаты СОЖ, желудочный сок, смывы с поверхности ротовой полости, зубной налет, копрофильтраты.  
Особенности диагностики для определения эффективности антихеликобактерной терапии. Контрольное исследование проводят спустя 4-6 недель после курса лечения или окончания лечения антибиотиками или антисекреторными средствами. Диагностика осуществляется не менее чем двумя методами. Для методов непосредственного обнаружения (бактериологический, морфологический, уреазный) необходимо исследование минимум 2 биоптатов из тела желудка и 1 биоптата из антрального отдела.
Профилактика, основы патогенетической терапии заболеваний, вызываемых хеликобактером. Специфическая профилактика не разработана. Важным является соблюдение санитарно-гигиенических правил в быту, организация централизованного водоснабжения в населенных пунктах, санитарно-просветительная работа среди населения, жесткое соблюдение режима стерилизации и дезинфекции в ЛПУ, особенно в кабинетах фиброгастроскопии с целью предупреждения ятрогенного заражения больного и профессионального заражения врача.
Основу патогенетической терапии хеликобактерной инфекции составляет рациональная антибиотикотерапия в сочетании антисекреторными препаратами и другой симптоматической терапией.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Проведите бактериологическое исследование по обнаружению и выделению предполагаемого возбудителя из испражнений, взятых у больных с подозрением на холеру.
1 этап: Учтите и оцените результаты РИФ с материалом от обследуемого и холерной люминесцирующей сывороткой. Сделайте вывод.

Холера относится к особо опасным инфекциям, поэтому работа должна выполняться только специально подготовленным персоналом при тщательном соблюдении всех правил работы с возбудителями ООИ.

Испражнения забирают из предварительно тщательно отмытого от дезраствора судна или с помощью ректальной петли. Наилучшей транспортной средой является 1% пептонная вода с рН 8,2-8,6. Материал необходимо доставить в лабораторию не позднее 2-х часов.

Экспресс-методом является РИФ с люминесцирующей холерной сывороткой и исследуемым материалом (демонстрационный препарат). Техника выполнения: приготовленный препарат на стекле помещают в чашку Петри, заливают люминесцирующей сывороткой, кладут комочек мокрой ваты, закрывают крышкой и инкубируют в термостате при 37оС 30 мин. После инкубирования препарат отмывают, высушивают и микроскопируют в люминесцентном микроскопе. При положительной реакции на темном фоне видны светящиеся изогнутые палочки – ориентировочно холерные вибрионы.

Исследуемый материал засевают в 1% пептонную воду (так называемая 1-ая пептонная вода) и на чашки со щелочным агаром; инкубируют в термостате при 37оС – чашки в течение 10-12 часов, пробирки с пептонной водой – 4-6 часов.

Через указанное время пептонная вода мутнеет, на поверхности её образуется нежная серовато-голубоватая плёнка, состоящая из бактерий, легко разрушающаяся при встряхивании. Плёнку специальной изогнутой петлёй диаметром 7-10 мм пересевают на вторую пептонную воду; одновременно проводят высев на чашки со щелочным агаром.

2 этап: Изучите и оцените результаты посева испражнений на щелочной агар. Дайте характеристику выросшим колониям.

Приготовьте фиксированный препарат из характерной изолированной колонии, окрасьте по Граму и промикроскопируйте.

Приготовьте нативный препарат «раздавленная капля» и промикроскопируйте в фазово-контрастном микроскопе.

Поставьте и учтите реакцию иммобилизации с частью отобранной колонии и О1-холерной сывороткой.

Поставьте и учтите РА на стекле с О1-холерной сывороткой (1:50) и частью характерной колонии.

Полученные результаты занесите в протокол и сделайте вывод.

Холерные вибрионы образуют на плотной питательной среде нежные, прозрачные, округлые, выпуклые колонии (S-форма) диаметром 2-3 мм, серовато-голубоватые в проходящем свете. В мазках, окрашенных по Граму, холерные вибрионы имеют вид изогнутых грамотрицательных палочек. Они активно подвижны в нативном препарате и агглютинируются О1-холерной сывороткой (1:50).

Типичные колонии пересевают на косяк со щелочным агаром и на комбинированную среду с лактозой и сахарозой, инкубируют в термостате при 37оС 10-12 часов.

На 3 этапе для определения вида выделенной культуры ставят развёрнутую РА с О1-холерной сывороткой, проводят посев культуры на «пёстрый ряд» (сахароза, арабиноза, манноза) и OF-тест (среда Хью-Лейфсона); для выявления биовара проводят посев культуры на среду с полимиксином В, ставят реакцию фаголизиса с фагами «С» и эльтор, проводят тест на гемолиз эритроцитов. Для определения серовара ставят развёрнутую РА с типовыми сыворотками Инаба и Огава.

Вибрионы, вызывающие холеру, на комбинированной среде ферментируют сахарозу и не разлагают лактозу, а в «пестром ряду» ферментируют сахарозу и маннозу, но не ферментируют арабинозу (1-я группа Хейберга); агглютинируются холерной О-сывороткой.
Вибрионы биовара eltor гемолизируют эритроциты барана, лизируются фагом «эльтор» и не чувствительны к полимиксину В. Вибрионы классического биовара не гемолизируют эритроциты барана, лизируются фагом «С» и чувствительны к полимиксину В.

На 4 этапе учитывают результаты исследований, начатых на 3 этапе идентификации выделенной культуры.

Учтите и оцените результаты:

· посева чистой культуры на «пёстрый ряд»и на среду с полимиксином В;

· реакции гемолиза эритроцитов;

· реакции фаголизиса с фагами «С» и «эльтор»;

· развёрнутых РА с О-холерной сывороткой и типовыми сыворотками Огава, Инаба.

На основании полученных результатов идентифицируйте культуру, укажите вид, биовар и серовар. Заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак.лаборатории.
2. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепрараты: холерная агглютинирующая О-сыворотка, типовые агглютинирующие сыворотки Огава и Инаба, люминесцирующая холерная сыворотка, холерные фаги – классический «С» и эльтор, холерная вакцина, холероген-анатоксин, указав при этом, что они содержат, для чего и как применяются.
3. Проведите микроскопическое исследование и определение уреазной активности биоптатов СОЖ с целью диагностики хеликобактерной инфекции.
Для исследования используют мазки-отпечатки биоптатов антрального отдела СОЖ, взятые при гастроскопии. Биоптат берется из мест с максимально выраженной гиперемией и отеком. Мазки окрашиваются по Граму. Бактерии располагаются в слизи, имеют характерную морфологию – спиралевидную или S-образную форму, напоминающую «крылья чайки».

Выделяют 3 степени обсемененности H. pylori: 

· слабую (+) – до 20 микробных тел в поле зрения;

· среднюю (++) – до 50 микробных тел в поле зрения;

· высокую (+++) – более 50 микробных тел в поле зрения.

Уреазный тест основан на способности H. pylori продуцировать уреазу в условиях желудка в таких количествах, что она накапливается в его слизистой оболочке. Набор для определения уреазы содержит: мочевину, бактериостатический агент и индикатор рН фенол-рот, меняющий цвет с желтого на малиновый при сдвиге рН в щелочную сторону. Биоптат СОЖ помещают в среду и учитывают результаты через 1-2-3 часа и окончательно через 24 часа по изменению цвета индикатора. Время появления малинового цвета косвенно указывает на количество микроорганизмов:

· + - незначительная инфицированность (малиновое окрашивание к концу суток);

· ++ - умеренная инфицированность (малиновое окрашивание в течение 2-х часов);

· +++ - значительная инфицированность (малиновое окрашивание в течение 1-го часа);

·  - отрицательный результат (малинового окрашивания нет).

Положительные результаты микроскопического исследования биоптатов и определения уреазной активности позволяют сделать заключение о наличии хеликобактерной инфекции.

Хеликобактер является микроаэрофилом и капнофилом, требовательным к питательным средам, культивирование которых осуществляется на специальных средах (кровяном агаре на основе колумбийского агара, шоколадном агаре, Pylori-агаре и др.) в атмосфере, содержащей 80-85% N2, 5-6% O2, 8-10% CO2 при влажности 95%. Для получения газовой смеси указанного состава используются газогенераторные пакеты.

Время инкубации: первичное обследование – 7 дней, при контроле лечения – 14 дней. При получении характерных колоний для идентификации H. pylori используют:

· мазок, окрашенный по Граму (H. pylori – грамотрицательные извитые палочки);

· фазово-контрастную микроскопию (H. pylori активно подвижен);

· биохимические тесты: уреазный, оксидазный, каталазный (все 3 теста положительные).

Для идентификации полученных культур с учетом биохимических свойств используются АРI-системы (bio Merieux, Франция).

Условиями эффективности бактериологического метода диагностики являются:

· соблюдение правил забора исследуемого материала;

· соблюдение правил транспортировки исследуемого материала;

· соблюдение правил культивирования H. pylori.

Бактериологический метод в силу своей высокой стоимости не используется сегодня в большинстве лечебных учреждений.
4. Ознакомьтесь с газогенераторными пакетами, используемыми для культивирования возбудителя хеликобактерной инфекции.

5.4. Итоговый контроль знаний:
- ответы на вопросы по теме занятия:
1. Назовите правила забора и доставки исследуемого материала при диагностике холеры как особо опасной инфекции.

2. Назовите особенности бактериологической диагностики холеры и с какими свойствами возбудителя это связано.

3. Назовите свойства холерных вибрионов, лежащих в основе экспресс-диагностики холеры.

4. Обоснуйте выбор питательных сред, используемых при исследовании на холеру.

5. Назовите тесты дифференциации биологических вариантов возбудителей холеры.

6. Назовите серологические варианты возбудителей холеры и метод их определения.

7. Назовите сроки выдачи окончательного ответа при исследовании на холеру при проведении бактериологического метода.

8. Обоснуйте тактику специфической и неспецифической профилактики холеры.

9. Обоснуйте тактику терапии холеры.

10. Назовите особенность 7-ой пандемии холеры.

11. Дайте характеристику современной эпидемиологической ситуации по холере в России, в Красноярском крае.
12. Назовите свойства H. pylori, позволяющие ему колонизировать СОЖ и охарактеризуйте механизм их действия.
13. Обоснуйте выбор питательных сред, используемых при исследовании на хеликобактерную инфекцию.

14. Назовите исследуемый материал при микробиологической диагностике заболеваний, вызываемых хеликобактером.

15. Назовите заболевания, вызываемые H. pylori.

16. Назовите особенности бактериологической диагностики хеликобактерной инфекции и с какими свойствами возбудителя это связано.

17. Назовите инвазивные и неинвазивные методы микробиологической диагностики хеликобактерной инфекции; их суть.

18. Обоснуйте тактику неспецифической профилактики хеликобактерной инфекции.

19. Обоснуйте тактику терапии хеликобактерной инфекции.

· решение ситуационных задач.

ЗАДАЧА №1. С самолёта рейса Дели – Москва снят заболевший пассажир и немедленно доставлен в инфекционное отделение БСМП.

Объективно: многократные понос и рвота, выделения напоминают рисовый отвар, Т – 35°.

1) Как и какие материалы заберете у больного?

2) Какие микробиологические методы диагностики проведёте?

3) Когда и в какой форме дадите ответ?

ЗАДАЧА №2. С культурой, выделенной от больного, поставлены развернутые реакции агглютинации. Реакция прошла положительно с сывороткой Огава и Инаба.

1) Назовите цель постановки реакций.

2) Оцените полученный результат.
ЗАДАЧА №3. Обследуемый «А», 35 лет, обратился к врачу по поводу болей в области эпигастрия. При дуоденальном обследовании была обнаружена язва 0,4х0,6 см в антральной части желудка. Из анамнеза: болеет 3 года, антисекреторная терапия приводит к временному улучшению.

1) Обоснуйте низкую эффективность проводимой антисекреторной терапии.

2) Обоснуйте выбор материала и методов микробиологической диагностики, которые необходимо использовать для проведения патогенетически обоснованной терапии.

ЗАДАЧА №4. Пациент обратился к врачу по поводу болей в области эпигастрии. При дуоденальном обследовании была обнаружена язва 0,5х0,9 см в антральной части желудка. 

1) Назовите инвазивные и неинвазивные методы обследования больного с целью диагностики хеликобактерной инфекции.

2) Укажите особенности забора биоптата желудка для микробиологической диагностики.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

(См. контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).

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

Темы рефератов:

1. История открытия возбудителя холеры.

2. История пандемий холеры.

3. Особенности биологии возбудителя холеры на современном этапе.

4. История открытия возбудителя хеликобактерной инфекции.

5. Роль H. pylori в развитии рака желудка.

6. Значение H. fennelli, H. cinaedi. в инфекционной патологии человека.

8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Обязательная:

1. Поздеев, О. К. Медицинская микробиология: учеб. пособие / О.К. Поздеев – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2008. – 768 с.

Дополнительная:

1. Ярилин, А.А. Иммунология: учебник / А.А. Ярилин – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2010. – 752 с.

2. Гиллеспи, С.Х. Наглядные инфекционные болезни и микробиология / С.Х. Гиллеспи, К.Б. Бамфорд – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2009. – 136 с.

3. Хаитов, Р.М. Иммунология: учебник / Р.М. Хаитов – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2011. – 528 с.

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: 1 т.: учебник / ред. В.В. Зверев [и др.] – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2010.- 448 с.

5. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: 2 т.: учебник / ред. В.В. Зверев [и др.] – М.: ГЭОТАР-Медиа, 2010.- 477 с.
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