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1. Занятие №20.

Тема: «Микробиологическая диагностика бруцеллеза»

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.

Бруцеллез – зоонозная инфекция. Известно, что к бруцеллам восприимчивы домашние и дикие животные, грызуны и птицы. За последние годы выделены новые виды бруцелл от северных оленей, пустырных и кустарниковых крыс, из абортированных плодов собак, при эпидидимитах от баранов. П.Ф. Здродовским доказана возможность миграции бруцелл в природе. Доказана способность бруцелл размножаться в фагоцитах любого органа и ткани, формирование при заболевании инфекционного и постинфекционного иммунитета. Изучаются условия образования L-форм бруцелл в организме человека. 
Первостепенные задачи, направленные на снижение заболеваемости, состоят в усилении санитарного надзора в животноводческих хозяйствах и предприятиях по переработке сырья и продуктов животноводства; рациональной вакцинопрофилактике и применении ревакцинации у людей групп риска; изучении особенностей краевой эпидемиологии и экологии очагов бруцеллеза; усовершенствовании старых и изыскании новых методов микробиологической диагностики, выделения, идентификации, дифференциации и изучения причин изменчивости возбудителя; изучении иммуногенеза и аллергии при бруцеллезе; изыскании безвредных протективных антигенных комплексов для создания молекулярной вакцины. Необходимость микробиологической диагностики бруцеллеза обусловлена полиморфностью клинических проявлений и многообразием клинических форм. Она производится для дифференциации от клинически сходных заболеваний, подтверждения диагноза, определения вида возбудителя, выявление источника и путей распространения бруцелл.

4. Цели занятия: 

- учебная цель: 
знать правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами; классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов и вирусов; их биологические и патогенные свойства, влияние на здоровье населения; молекулярно-генетические основы патогенности и антибиотикорезистентности микроорганизмов, механизмы и методы их изучения; сущность микробиологических, молекулярно-генетических, иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов; применение основных антибактериальных, противовирусных и иммунобиологических препаратов; влияние физических и химических факторов на микроорганизмы как основа деконтаминации; микробиологические аспекты развития внутрибольничных инфекций и мер борьбы с ними; правила работы с возбудителями особо опасных инфекций, основные положения режима работы с ООИ; экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при бруцеллезе; материал и методы микробиологической диагностики бруцеллеза; специфическую профилактику и терапию бруцеллеза.

уметь соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность; пользоваться микробиологическим оборудованием; работать с увеличительной техникой; обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты; использовать полученные знания по резистентности микроорганизмов для определения тактики антимикробной терапии; применить принципы экстренной профилактики и антитоксической терапии пациентов; анализировать действие лекарственных средств – антибиотиков и иммунобиологических препаратов – по совокупности их свойств и возможность их использования для терапевтического лечения пациентов различного возраста; проводить экспресс-диагностику бруцеллеза (РИФ); проводить серо-аллергическую диагностику бруцеллеза.

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; 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. Критерии принадлежности бруцеллеза к группе особо опасных инфекций. Правила ТБ при работе с бруцеллами, как возбудителями ООИ.

2. Классификация и морфо-биологические особенности возбудителей бруцеллеза.

3. Особенности экологии, эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при бруцеллезе.

4. Материал и методы микробиологической диагностики бруцеллеза.

5. Специфическая профилактика и терапия бруцеллеза.

Тесты.

1. НАИБОЛЕЕ ВИРУЛЕНТНА ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА
1) Brucella canis
2) B. suis
3) B. melitensis
4) B. neotomae
5) B. abortus
2. В ОБЫЧНЫХ ЛАБОРАТОРИЯХ ОСНОВНОЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ БРУЦЕЛЛЕЗА
1) бактериологический

2) биологический

3) серо-аллергический

4) микроскопический

5) только РИФ с исследуемым материалом

3. ДЛЯ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ БРУЦЕЛЛЕЗА ИСПОЛЬЗУЮТ МЕТОДЫ
1) бактериологический

2) биологический

3) серологический

4) аллергический

5) все вышеперечисленные

4. ДЛЯ СЕРОДИАГНОСТИКИ БРУЦЕЛЛЕЗА ПРИМЕНЯЮТ
1) РИФн

2) РА Райта

3) РА Хеддлсона

4) РСК

5) все вышеперечисленное

5. ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ НЕПОЛНЫХ АНТИТЕЛ ПРИ БРУЦЕЛЛЕЗЕ ИСПОЛЬЗУЮТ РЕАКЦИЮ
1) Райта

2) Хеддлсона

3) РИФн
4) Кумбса

5) РНГА

6. ЗАРАЖЕНИЕ ПРИ БРУЦЕЛЛЕЗЕ НЕВОЗМОЖНО ОТ
1) северных оленей

2) больных людей

3) свиней

4) крупного рогатого скота

5) овец, коз

7. ДЛЯ ПАТОГЕНЕЗА БРУЦЕЛЛЕЗА ХАРАКТЕРНО
1) захват микробных клеток макрофагами

2) лимфогенное и гематогенное распространение

3) аллергическая перестройка организма

4) хронизация процесса

5) все вышеперечисленное

8. СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА ПРИ БРУЦЕЛЛЕЗЕ ПРОВОДИТСЯ:

1) живой вакциной EV
2) живой вакциной СТИ

3) живой вакциной Гайского-Эльберта

4) живой вакциной Вершиловой

5) иммуноглобулином

9. БРУЦЕЛЛЕЗ ОТНОСИТСЯ К ОСОБО ОПАСНЫМ ИНФЕКЦИЯМ В СИЛУ:

1) высокой контагиозности

2) повсеместного распространения

3) способности передаваться от человека к человеку

4) сложности микробиологической диагностики

5) невозможности лечения
5.2. Основные понятия и положения темы.
Основные виды, вызывающие у человека бруцеллез – B. melitensis, B. abortus, B. suis – относятся к роду Brucella.

Бруцеллы – мелкие, неподвижные микроорганизмы, имеющие форму коккобактерий и коротких палочек, располагаются отдельными группами. Не имеют спор, некоторые штаммы образуют капсулу. Грамотрицательны. 

Облигатные аэробы. Высоко требовательны к питательным средам. Элективной средой для их культивирования являются печеночный агар, печеночный бульон. Культивируются в аэробных условиях, но при повышенном содержании СО2 растёт B. abortus. При выделении из патологического материала в первых генерациях растут медленно, в течение 1-3 недель. Лабораторные культуры формируют колонии через 24-48 часов. Колонии разной величины, бесцветные, с перламутровым оттенком. В жидких средах наблюдается помутнение.

Биохимически бруцеллы малоактивны.

Дифференциация бруцелл на виды (6), а последниx на биовары основана на комплексе биологических признаков. Основные из них – потребность в СО2, способность расти на средах в присутствии некоторых красителей (основной фуксин, тионин), образование H2S.

Антигенное строение бруцелл сложное; у них имеются общие родоспецифические и видоспецифические (M, A, R, G) антигены.

К основным факторам патогенности бруцелл относится продукция эндотоксина, ферментов агрессии и защиты (гиалуронидаза, факторподавляющий фагоцитоз и др.). Антигены бруцелл обладают выраженным сенсибилизирующим (аллергенным) действием. Развитие инфекционной аллергии во многом определяет своеобразие патогенеза, клиники бруцеллеза и иммунитета.

Источником инфекции являются больные животные. Люди, болеющие бруцеллезом, как источник инфекции практически не опасны.

Основные пути заражения – алиментарный или контактно-бытовой.

Бруцеллы проникают в организм через неповрежденные кожу и слизистые оболочки. С места внедрения они попадают в лимфатические узлы, вызывая их пролиферацию и воспаление. Бруцеллы легко прорывают лимфатический барьер, проникают в кровь и разносятся по всему организму, образуя очаги размножения в костном мозге, печени, почках и других органах. Микробы и продукты их жизнедеятельности вызывают сенсибилизацию организма, что приводит к формированию инфекционной аллергии.

В течение болезни формируется нестерильный инфекционный иммунитет. Постинфекционный иммунитет перекрестный и недостаточно напряженный.

Разнообразие клинических проявлений бруцеллеза существенно повышает значимость микробиологической диагностики этого заболевания. Методы диагностики, предусматривающие работу с микроорганизмами, осуществляются в лаборатории ООИ специально подготовленными специалистами. 

Материал для исследования – кровь. Бактериологический и биологический методы исследование проводятся только в лабораториях строгого режима. Для экспресс-диагностики используется РИФ; разработаны тест-системы для реализации методов иммуноиндикации и молекулярно-генетических методов.  Основной метод диагностики – серологическое исследование (комплекс серологических реакций), а также постановка аллергической диагностической пробы с бруцеллином (р. Бюрне). 

Для этиотропной терапии применяют антибиотики (аминогликозиды, левомицетин). При лечении хронических форм бруцеллеза используют лечебную бруцеллезную вакцину.

Специфическая профилактика осуществляется живой вакциной Вершиловой.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Учтите и оцените результаты РИФ с синовиальной жидкостью обследуемого с подозрением на бруцеллез и люминесцирующей бруцеллезной сывороткой.

Бруцеллез характеризуется многообразием клинических проявлений. Среди поражений доминируют нарушения опорно-двигательного аппарата, нервной и половой систем.

С целью экспресс-диагностики заболевания из исследуемого материала (синовиальной жидкости, пунктата костного мозга, СМЖ и др.) готовят препараты, которые изучают с помощью РИФ. Обнаружение в исследуемом материале светящихся мелких палочек или коккобактерий является основанием для предварительного диагноза «бруцеллез».

Бруцеллез относится к группе ООИ, поэтому исследование, предусматривающее работу с возбудителем, проводится только в специальных лабораториях.

2. Проведите серо-аллергическую диагностику бруцеллеза:

В обычной бактериологической лаборатории основой микробиологической диагностики бруцеллеза являются серологический и аллергический методы.

Серологический метод при бруцеллезе включает комплекс серологических реакций: РА, РНГА, РСК, РИФн, р. Кумбса, ОФР. Из вышеперечисленных реакций широко используется РА в 2-х модификациях: РА на стекле (р. Хеддлсона) и РА в развернутом ряду (р. Райта).


РА Хеддлсона используется при массовых обследованиях. Преимущества этой реакции заключаются  в простоте ее постановки, быстроте получения результата, высокой чувствительности и специфичности. Чувствительность реакции обусловлена тем, что ее ставят с неразведенной сывороткой и концентрируемым диагностикумом. Это дает возможность выявлять специфические антитела, находящиеся в сыворотке в низких титрах. Для определения титра антител и динамики их накопления реакцию агглютинации проводят объемным методом в пробирках.


Аллергизация организма при заболевании бруцеллезом позволяет использовать аллергический метод (в/к проба Бюрне).

При этом разная степень информативности этих методов при острых и хронических формах, в разные периоды заболевания определяет большую диагностическую ценность комплексной серо-аллергической диагностики.

1.1.  Поставьте, учтите и оцените результаты реакции Хеддлсона с сыворотками обследуемых.

Методика постановки: обезжиренное предметное стекло размером 9х12 см расчерчивают на 6 квадратов. В первом квадрате записывают номер сыворотки; в последующие квадраты вносят ингредиенты согласно таблице 1.

Таблица 1
Схема постановки РА Хеддлсона
	№ пп
	Ингредиент, мл
	К в а д р а т

	
	
	1
	2
	3
	4 (КС)
	5 (КА)

	1.
	Физ. раствор
	-
	-
	-
	0,03
	0,03

	2.
	Сыворотка
	0,04
	0,02
	0,01
	0,02
	-

	3.
	Диагностикум
	0,03
	0,03
	0,03
	-
	0,03


Примечание: физ. раствор, а затем сыворотка вносятся микропипеткой, диагностикум – пастеровской пипеткой.

Содержимое квадратов перемешивают, аккуратно покачивая стекло. Затем стекло равномерно подогревают над пламенем спиртовки до 37( около 2 мин. Стекло необходимо держать высоко над пламенем, чтобы капли не высыхали.

Критерии учета: в случае положительной реакции, в первые же минуты появляются хлопья голубого или фиолетового цвета, т. к. бруцеллезный диагностикум окрашен метиленовой синькой или генцианвиолетом. Степень выраженности реакции должна быть не менее ++. Максимальный срок наблюдения 8 мин.

Критерии достоверности: в КС и КА должна отсутствовать спонтанная агглютинация.

Критерии оценки: 

· отсутствие агглютинации со всеми дозами сыворотки – результат отрицательный;

· положительная агглютинация с дозой сыворотки 0,04 мл – результат сомнительный;

· положительная агглютинация с дозами сыворотки 0,02-0,01 мл – результат положительный;

· положительная агглютинация на 4 креста со всеми дозами сыворотки – результат резко положительный.

Для диагностики бруцеллеза имеет значение только положительный и резко положительный результаты. В этом случае РА ставится в развернутом ряду (р. Райта).

1.2.  Учтите и оцените результаты реакции Райта с сыворотками тех же обследуемых.

Реакция Райта ставится с разведениями сыворотки обследуемого и бруцеллезным диагностикумом, разведенным 1:10. Пробирки термостатируют при 37(С в течение 24 ч. Учет осуществляют по обычной схеме. Диагностический титр реакции равен 1:200. При отрицательном или сомнительном результатах рекомендуется через 7-10 дней повторить реакцию.

Реакция Райта может быть положительной не только у больных, но у вакцинированных и переболевших, поэтому для определения инфекционной природы антител проводится исследование парных сывороток. Нарастание титра антител в 2 и более раз является достоверным серологическим подтверждением заболевания бруцеллезом. 

1.3.  Учтите и оцените результаты кожно-аллергической пробы Бюрне (см. муляж).

Обследуемому в/к вводят в область предплечья 0,1 мл бруцеллина. Учет реакции проводят через 24 и 48 ч, отмечая при этом размер папулы в см (длина и ширина), наличие гиперемии и болезненности по следующей схеме:

· папула отсутствует – отрицательная реакция;

· папула не больше 1х1 см – сомнительная реакция;

· папула размером 1х1-2,5х2,5 см – слабо положительная реакция;

· папула размером 3х3-4х4 см – положительная реакция;

· папула размером 6х6 см – резко положительная реакция.

При оценке результатов необходимо учитывать, что она может быть положительной не только у больных, но у переболевших и вакцинированных.

На основании полученных результатов реакций Хеддлсона, Райта и пробы Бюрне с учетом клинических и эпидемиологических данных сделайте вывод и заполните бланк-направление и бланк-ответ из лаборатории.

3. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты: диагностикум бруцеллезный, вакцина живая бруцеллезная, бруцеллин, указав, что они содержат, для чего и как применяются.
5.4. Итоговый контроль знаний:

· ответы на вопросы по теме занятия
1. Назовите основные виды бруцелл, вызывающие бруцеллез. Какой из них является наиболее вирулентным для человека.

2. Назовите и обоснуйте меры предосторожности при работе с возбудителями бруцеллеза или / и материалом от больных бруцеллезом.

3. Обоснуйте необходимость проведения противоэпидемических мероприятий в случае контакта с больными бруцеллезом.

4. Назовите методы микробиологической диагностики, которые можно использовать в обычной лаборатории. В чем их суть?

5. Назовите особенности выделения гемокультуры при бруцеллезе.

6. Тактика проведения неспецифической и специфической профилактики при бруцеллезе для лиц, проживающих в городской местности.

7. Тактика проведения неспецифической и специфической профилактики при бруцеллезе для лиц, проживающих в сельской местности.
· решение ситуационных задач
ЗАДАЧА №1. В инфекционную клинику поступил больной К. с жалобами на длительную лихорадку, озноб, боли в суставах. Как выяснилось из анамнеза, больной К. работает на животноводческой ферме. На основании клинических данных и эпиданализа врач поставил диагноз: «Бруцеллез».
1. Каковы морфологические и тинкториальные свойства возбудителя бруцеллеза?

2. Какие виды бруцелл вызывают бруцеллез?

3. Какой исследуемый материал необходимо взять?

4. Основной метод микробиологической диагностики бруцеллеза?

ЗАДАЧА №2. По результатам РА Хеддельсона и Райта врач заподозрил у больного бруцеллез. 
1. Назовите тактику дальнейшего обследования больного.
2. Какие реакции используются для дальнейшего обследования?

ЗАДАЧА №3. Ветфельдшер животноводческой фермы болен около месяца. Жалобы на боли в суставах, лихорадку, потливость. Врач заподозрил бруцеллез. В поселке, где живет больной и где находится районная больница, нет лаборатории для диагностики особо опасных инфекций. 
1. Какой материал, и с какой целью нужно взять у больного при отсутствии лаборатории для особо опасных инфекций? 

2. Какой метод лабораторной диагностики здесь уместен? 

3. Возможно ли применение ускоренных методов диагностики? 
4. К какой группе инфекций Вы отнесете данное заболевание и почему? 
5. Укажите таксономическое положение возбудителей. 

ЗАДАЧА №4. В инфекционное отделение больницы поступил больной с подозрением на бруцеллез. От него в аэробных условиях выделена гемокультура: грам (-) неподвижные коккобактерии, инертные к углеводам, сероводород не образуют, выражено бактериостатическое действие на культуру красок - фуксина и тионина. 
1. К какому виду ориентировочно относится гемокультура? 

2. Укажите тесты для ее окончательной идентификации.

ЗАДАЧА №5. В инфекционную больницу поступили трое больных с подозрением на бруцеллез. Больны 14 дней. При обследовании от больного "А" выделена гемокультура, РА Райта положительна в титре 1/100. У больных "В" и "С" гемокультура не выделена, РА Райта положительна в титре 1/100. При повторном исследовании их гемокультура не выделена. РА Райта у больного "А" положительна в титре 1/400, у больных "В" - 1/200, "С" - 1/100. При постановке пробы Бюрне у больных "А" и "В" отмечены гиперемия и инфильтрат размером 4х6 см, у больного "С" - 1х2 см. 
1. Проанализируйте результаты микробиологического обследования больных.
2. Назовите источник и пути распространения бруцеллеза.
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.

Список тем по НИРС

1. Особенности экологии и эпидемиологическая обстановка по бруцеллезу на современном этапе.

2. История изучения бруцеллеза. Вклад отечественных ученых в изучение бруцеллеза.
8. Список литературы по теме занятия:

Основная литература

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

Дополнительная литература

2. 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. 

3. 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. 

4. 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. 

5. 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/) 

Роспотребнадзор; МУК 4.2.3010-12 Порядок организации и проведения лабораторной диагностики бруцеллеза (http://rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=5119)
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