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1. Занятие № 27.

Тема: «Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных вирусами полиомиелита, Коксаки, ЕСНО; гепатитов А, Е».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.
3. Значение изучения темы: 

Энтеровирусные инфекции продолжают оставаться актуальной проблемой для большинства стран мира. Успехи, связанные с ликвидацией полиомиелита. Ни в коей мере не снимают эту проблему.

Во-первых, за последние 30 лет появились новые тяжелые формы энтеровирусных инфекций, которые требуют серьезного всестороннего изучения: острый гемморагический конъюнктивит, вызванный вирусом 70 и Коксаки А24, полиомиелитоподобные заболевания, вызванные вирусом 71, энтеровирусная инфекция, протекающая с увеитом, заболевание сетчатки глаз, вызванное энтеровирусом Коксаки В4. 
Во-вторых, эти инфекции склонны к эпидемическому распространению. 
В-третьих, естественная изменчивость энтеровирусов, их  широкая распространенность в природе, могут привести к изменению особенностей уже известных в настоящее время энтеровирусных инфекций. Обращает внимание увеличение роли энтеровирусных инфекций при снижении уровня заболеваемости полиомиелитом.

Остается серьёзной медицинской и социальной проблемой в РФ гепатит А. В настоящее время очевидна та большая роль, которую играет вакцинация против гепатита А в борьбе с этой инфекцией. Включение в Национальный календарь профилактических прививок 2001 г. проведения вакцинации против гапатита А по эпидпоказаниям можно рассматривать как признание данного факта.

Гепатит Е в России завозная инфекция, т.к. является эндемичной инфекцией для стран с тропическим и субтропическим климатом. Новые данные о биологии возбудителя позволяют говорить о новых сторонах эпидемиологии гепатита Е. 

4. Цели занятия: 

- учебная:

знать
· правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами;

· классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов и вирусов; их биологические и патогенные свойства, влияние на здоровье населения;

· сущность микробиологических, молекулярно-генетических, иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов;

· классификацию, морфо-биологическую характеристику вирусов полиомиелита, Коксаки, ЕСНО;

· экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при полиомиелите и заболеваниях, вызываемых вирусами Коксаки, ЕСНО;

· материал и методы лабораторной диагностики полиомиелита и заболеваний, вызываемых вирусами Коксаки, ЕСНО;

· специфическую профилактику полиомиелита и гепатита А, неспецифическую профилактику при полиомиелите и заболеваниях, вызываемых вирусами Коксаки, ЕСНО.

· классификацию, морфо-биологическую характеристику вирусов гепатитов А, Е. 

· экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при заболеваниях, вызываемых  вирусами гепатитов А, Е.

· материал и методы лабораторной диагностики заболеваний, вызываемых вирусами гепатитов А, Е.

· специфическую и неспецифическую профилактику гепатитов А, Е.

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;

· анализировать действие лекарственных средств – антибиотиков и иммунобиологических препаратов – по совокупности их свойств и возможность их использования для терапевтического лечения пациентов различного возраста;

· учитывать и оценивать результаты цветной пробы (ЦП), реакции нейтрализации (РН) с целью диагностики полиомиелита;

· учитывать и оценивать результаты РГА, РТГА с целью диагностики энтеровирусной инфекции.
· учитывать и оценивать результаты ИФА для выявления серологических маркеров вирусов гепатитов А, Е.

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 и антигенное строение вирусов полиомиелита, Коксаки, ЕСНО.

2. Программа ВОЗ по глобальной ликвидации полиомиелита; результаты ее реализации в РФ и Красноярском крае.

3. Особенности патогенеза и иммунитета при заболеваниях, вызываемых вирусами полиомиелита, Коксаки, ЕСНО.

4. Лабораторная диагностика полиомиелита и заболеваний, вызываемых вирусами Коксаки, ЕСНО: материал и методы (вирусологический, серологический).

5. Специфическая профилактика полиомиелита.

6. Неспецифическая профилактика заболеваний, вызываемых вирусами полиомиелита, Коксаки, ЕСНО.
7. Классификация вирусов гепатитов А, Е. 
8. Морфология, антигенное строение, культивирование, резистентность вирусов гепатитов А, Е. 
9. Источники инфекции, пути передачи, особенности патогенеза и иммунитета при вирусных гепатитах А, Е. 
10. Материал и методы лабораторной диагностики вирусных гепатитов А, Е. 
11. Специфическая и неспецифическая профилактика гепатитов А, Е.

Тесты:

1. КЛАССИФИКАЦИЯ ВИРУСОВ ПОЛИОМИЕЛИТА, КОКСАКИ, ЕСНО

1) сем. Picornaviridae, род Rhinovirus 

2) сем. Picornaviridae, род Hepatovirus
3) сем. Picornaviridae, род Enterovirus
4) сем. Flaviviridae, род Flavivirus
5) сем. Picornaviridae, род Aphtovirus
2. ПОЛИОВИРУС ОТЛИЧАЕТСЯ ОТ ДРУГИХ ВИРУСОВ РОДА ENTEROVIRUS ПО

1) типу нуклеиновой кислоты

2) антигенным свойствам

3) размерам

4) типу симметрии 

5) числу капсомеров

3. ПОЛИОМИЕЛИТ

1) природно-очаговая инфекция

2) возвращающаяся инфекция

3) большинство стран, в т. ч. Россия, имеют сертификат территории, свободной от полиомиелита

4) эндемичен для отдельных регионов России

5) регистрируется ежегодно на территории Красноярского края

4. ИСТОЧНИКИ ИНФЕКЦИИ ПРИ ПОЛИОМИЕЛИТЕ

1) вода, продукты питания

2) больные, вирусоносители

3) фекалии больного

4) отделяемое носоглотки

5) мухи

5. ПУТИ ПЕРЕДАЧИ ИНФЕКЦИИ ПРИ ПОЛИОМИЕЛИТЕ

1) алиментарный, контактный

2) фекально-оральный

3) трансплацентарный

4) воздушно-пылевой

5) трансмиссивный

6. ОСОБЕННОСТИ ПАТОГЕНЕЗА ПРИ ПОЛИОМИЕЛИТЕ

1) репродукция в эпителии и лимфатических тканях глотки

2) вирусемия

3) репродукция в эпителии и пейеровых бляшках тонкой кишки

4) повреждение двигательных нейронов продолговатого мозга и передних рогов спинного мозга

5) все вышеперечисленное

7. ЛИКВИДАЦИЯ ПОЛИОМИЕЛИТА КАК ЭПИДЕМИЧЕСКОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ – РЕЗУЛЬТАТ

1) использования высокоэффективных дезинфектантов 

2) наличия эффективных средств терапии

3) санации вирусоносителей

4) вакцинопрофилактики живой вакциной

5) вакцинопрофилактики убитой вакциной

8. РОЛЬ ЖИВОЙ ПОЛИОМИЕЛИТНОЙ ВАКЦИНЫ В ЛИКВИДАЦИИ ЭПИДЕМИИ ПОЛИОМИЕЛИТА

1) создание местного иммунитета слизистых оболочек носоглотки и кишечника

2) формирование иммунологической толерантности

3) прерывание циркуляции диких штаммов полиовируса

4) создание гуморального иммунитета

5) формирование коллективного иммунитета

9. ПЕРВАЯ ВАКЦИНАЦИЯ ПРОТИВ ПОЛИОМИЕЛИТА В РОССИИ ПРОВОДИТСЯ

1) инактивированной вакциной

2) живой вакциной

3) перед выпиской из роддома

4) по эпид.показаниям

5) перорально

10. ЖИВАЯ И ИНАКТИВИРОВАННАЯ ПОЛИОМИЕЛИТНЫЕ ВАКЦИНЫ – ТРЕХВАЛЕНТНЫЕ, Т. К. СЕРОВАРЫ ПОЛИОВИРУСА

1) в отдельности не способны индуцировать иммунный ответ

2) обладают низкой иммуногенностью

3) отличаются по степени вирулентности

4) отличаются по типу симметрии

5) не формируют перекрестного иммунитета

11. ВИРУСЫ КОКСАКИ ГРУППЫ А В ОТЛИЧИЕ ОТ ВИРУСОВ КОКСАКИ ГРУППЫ В
1) нейротропы

2) миотропны

3) антигенно однородны

4) не устойчивы во внешней среде

5) имеют общие антигены с полиовирусом

12. ОСНОВНОЙ МЕТОД ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ, ВЫЗВАННЫХ ВИРУСАМИ КОКСАКИ И ЕСНО

1) выделения вируса на клеточных культурах и /или мышах-сосунках

2) кожно-аллергические пробы

3) исследование парных сывороток, определения класса Ig
4) индикации вируса в РГА и /или по ЦПД

5) вирусоскопический

13. СЕРОЛОГИЧЕСКИМ ДОКАЗАТЕЛЬСТВОМ, ЧТО ЗАБОЛЕВАНИЕ ВЫЗВАНО ВИРУСАМИ КОКСАКИ ИЛИ ЕСНО СЛУЖИТ

1) увеличение титра специфических антител в 2 и более раз

2) регистрация заболевания в детских организованных коллективах

3) клинические проявления

4) выделение вируса соответствующего вида и серовара

5) увеличение титра специфических антител в 4 и более раз

14. КЛАССИФИКАЦИЯ ВИРУСА ГЕПАТИТА А
1) сем. Hepadnaviridae, род Orthohepadvirus
2) сем. Picornaviridae, род Hepatovirus
3) сем. Picornaviridae, род Enterovirus
4) сем. Togaviridae, род Deltavirus
5) род Hepevirus
15. ВИРУС ГЕПАТИТА Е ОТНОСИТСЯ К РОДУ

1) Picornaviridae
2) Enterovirus
3) Flavivirus
4) Hepevirus
5) не классифицируется

16. ОТЛИЧИТЕЛЬНЫЙ ПРИЗНАК ВИРУСА ГЕПАТИТА Е ОТ ВИРУСА ГЕПАТИТА А

1) структура вириона

2) природа естественного резервуара (человек)

3) механизм передачи

4) способность индуцировать напряженный иммунитет

5) вирулентность для беременных женщин

5.2. Основные понятия и положения темы.
Классификация, морфо-биологическая характеристика и антигенное строение вируса полиомиелита.

Вирус полиомиелита (полиовирус) является типичным представителем рода семейства Picornaviridae, относится к роду Enterovirus. Геном представлен РНК, окруженной белковым капсидом организованным по кубическому типу симметрии. Вирион имеет сферическую форму. Как и все энтеровирусы, вирус полиомиелита, не размножаясь в курином эмбрионе, хорошо репродуктируется как в первичных, так и перевиваемых культурах тканей (Hela, фибробластов человека), что сопровождается цитопатическим действием типа деструкции и образованием вирусных включений.

По антигенному строению различают 3 серотипа вируса полиомиелита. Гемагглютинирующей активностью он не обладает. Вирус полиомиелита инактивируется при температуре 50-55ºС, чувствителен к УФ, высушиванию, хлорпроизводным дезинфектантам, но устойчив к действию детергентов, эфира и низким рН.

Эпидемиология и патогенез полиомиелита. Источником инфекции являются больные и вирусоносители. Выделение вируса с фекалиями начинается уже в инкубационный период и активно продолжается в разгар болезни. Основной механизм заражения – фекально-оральный, но в эпидемиологических очагах возможен и воздушно-капельный путь (уже в инкубационный период вирус может выделяться из глотки больного). Наиболее патогенен 1-й серотип вируса, с ним связаны эпидемии этого заболевания. Наиболее восприимчивы к полиовирусу дети. До введения обязательной плановой иммунопрофилактики высокая частота заболеваемости, большое число тяжелых форм инфекции и тяжелые постинфекционные осложнения (вялые параличи) были характерны именно для этого контингента лиц.

Вирус проникает через рот. В лимфоидной ткани глоточного кольца происходит его частичная фиксация и первичная репродукция. Большая же часть вирусов свободно проходит кислый барьер желудка и размножается в энтероцитах и перовых бляшках.

При выходе вновь образовавшихся вирионов происходит гибель пораженных энтероцитов, что клинически проявляется диарейным синдромом.

Полиовирус способен проникать через лимфатический барьер, что ведет к развитию вирусемии. С током крови вирус заносится во внутренние органы, в том числе в передние рога спинного мозга, где поражает α-мотонейроны. Это может быть связано с повышенной проницаемостью гематоэнцефалического барьера для вируса на фоне образования иммунных комплексов. Репродукция вируса в двигательных нейронах ведет к тяжелым дегенеративным изменениям нервных клеток с развитием клинической картины стойких параличей.

При полиомиелите различают 4 основные клинические формы: инаппарантную (скрытую), абортивную (кишечную форму с маловыраженной симптоматикой), непаралитическую (менингеальную), паралитическую (чаще спинальную), частота этой наиболее тяжелой формы 1:100.

Постинфекционный иммунитет пожизненный, вариант-специфический. Высокий титр вирусонейтрализующих антител устанавливается через 1-2 месяца с момента заболевания и длительно сохраняется, что используется для ретроспективной серодиагностики. Однако высокий титр сывороточных антител в период болезни не предотвращает развития параличей.

От матери ребенок может получить врожденный пассивный иммунитет, который сохраняется первые 4-5 недель

Искусственный активный иммунитет создают вакцинацией. Существуют живая вакцина Смородинцева-Чумакова на основе штаммов Себина и убитая вакцина Солка.

Механизм защиты при пероральном введении живой вакцины связан не только с развитием гуморального, клеточного иммунитета, но и с вирусной интерференцией и стимуляцией выработки интерферона.

Вакцинация против полиомиелита является плановой иммунопрофилактикой. Первичная вакцинация осуществляется ребенку в 3 месяца.

Методы лабораторной диагностики полиомиелита. В лабораторной диагностике полиомиелита могут быть использованы вирусологическое и серологическое исследования, а также методы экспресс-диагностика.


Материалом для вирусологического исследования могут служить фекалии, кровь, спинномозговая жидкость. Вируссодержащим материалом заражают культуры тканей и обнаруживают вирус по характерному цитопатическому действию, феномену бляшкообразования под агаром, а окончательно идентифицируют в реакции вирусонейтрализации.

В том же исследуемом материале антигены полиовируса можно обнаружить в ИФА, РИФ.

Серологическое исследование позволяет подтвердить диагноз на основании обнаружения нарастания титра антител в парных сыворотках больного. Для этого могут быть использованы ИФА, реакция вируснейтрализации.

Вирусы Коксаки и ЕСНО.

Вирусы Коксаки выделены от больных с полиомиелитоподобными заболеваниями. Они отличаются от вируса полиомиелита антигенными и некоторыми другими биологическими свойствами.

По способности вызывать вялые и спастические параличи у лабораторных животных различают вирусы Коксаки А и вирусы Коксаки В, причем у первого 24, а у второго 6 сероваров. Некоторые серовары обладают гемагглютинирующей активностью. Некоторые серовары вируса Коксаки А не культивируются в культурах тканей.

Клинические формы Коксаки-инфекции разнообразны. Вирусы Коксаки А обладают миотропностью, и к признакам вызываемых или инфекций относятся лихорадка, менингеальные явления, «герпетические» ангины, перикардиты. Вирус Коксаки В в силу своей нейротропности вызывает энцефаломиелиты, менингиты, полиомиелитоподобные заболевания; обладая кардиотропизмом, вызывает миокардиты с развитием некроза и аневризмы. Эти вирусы также могут вызывать ОКВИ и ОРВИ у детей. Иммунитет напряженный вариант-специфический.

Специфической профилактики нет.

Вирусы ЕСНО антигенно отличны от вирусов полиомиелита и Коксаки. Различают 31 серовар этих вирусов. Большинство из них обладают гемагглютинирующей активностью, непатогенны для белых мышей, а в культуре ткани дают выраженное цитопатическое действие.

Вирусы ЕСНО в основном вызывают кишечные инфекции у детей, а также и более тяжелые полиомиелитоподобные заболевания. Энтеровирусный увеит – новое инфекционное заболевание глаз у детей, впервые зарегистрированное в Красноярске и Красноярском крае в 1980-1981 г. Выявлено 653 случая увеита, 87% - дети в возрасте до 1 года. Энтеровирусный увеит был госпитательной инфекцией, 98% случаев имели место среди детей, госпитализированных по поповоду предшествующих заболеваний. 

Принципы микробиологической диагностики инфекций Коксаки и ЕСНО те же, что и при полиомиелите.

Специфическая профилактика не разработана.

Гепатит А (прежнее название – эпидемический гепатит, болезнь Боткина). Его возбудитель – вирус гепатита А (НАV), - по своим биологическим характеристикам относится к семейству Picornaviridae, роду Enterovirus. Это РНК-содержащий вирус с РНК, представленной «плюс-нитью». Диаметр нуклеокапсида 27-28 нм, тип симметрии кубический. Вирус гепатита А обладает одним вирусоспецифическим антигеном белковой природы. Суперкапсидной оболочки не имеет. Отличается от других энтеровирусов высокой термостабильностью (до 60°С), гепатотропизмом, медленным и нецитолитическим циклом репродукции.

НАV не размножается в куриных эмбрионах и организме лабораторных животных. В отличие от других энтеровирусов плохо адаптируется к культурам тканей.

Источником инфекции являются больные, в основном, с бессимптомной формой инфекции. Вирус выделяется с фекалиями больных в течение последней недели инкубационного периода и в преджелтушный период. В это время больные наиболее опасны для окружающих. Инкубационный период гепатита А длится от 2 до 6 недель.

Вирус обладает высокой инфекционностью и распространен повсеместно, но особенно велик риск заражения при плохой системе канализации и водоснабжения, неудовлетворительным состоянием окружающей среды и низким уровнем гигиены населения. Отмечается сезонность заболевания с пиком, приходящимся на август – сентябрь. 

В организм человека вирусы гепатита А попадают через рот с водой и пищей, не подвергающейся термической обработке (молоко, соки, салаты и т. д.). Первичная репродукция происходит в эпителиальных клетках слизистой оболочки носоглотки, тонкого кишечника и регионарных лимфатических узлов. Далее вирус проникает в кровь, где обнаруживается в конце инкубационного периода и в первые дни заболевания. Через портальную вену вирус попадает в печень, где в цитоплазме гепатоцитов происходит его вторичная репродукция. Поражение гепатоцитов связано не с прямым цитопатическим действием вируса, а с иммунопатологическими механизмами. Оно приводит к развитию желтухи и сопровождается повышением уровня трансаминаз в сыворотке крови. Через билиарный тракт возбудитель с желчью вновь поступает в кишечник и выделяется с фекалиями во внешнюю среду. Высокая концентрация вируса в фекалиях отмечается в конце инкубационного периода и в первые дни заболевания (до развития желтухи).

Прогноз при гепатите А, как правило, благоприятный, переходов в хронические формы не бывает, но иногда встречаются фульминантные (скоротечные) формы заболевания с летальным исходом.

После перенесенного гепатита А формируется пожизненный иммунитет, связанный с иммуноглобулинами класса G. В период болезни с момента появления клинических симптомов в сыворотке больных первыми появляются IgM и сохраняются в течение 4-6 месяцев, после чего их сменяют IgG. Таким образом, обнаружение IgM – надежный диагностический признак острой или свежеперенесенной инфекции.

Помимо гуморального, возникает и местный иммунитет в кишечнике.

Материалом для исследования являются фекалии больных, в которых можно обнаружить вирусный антиген с помощью ИФА, ПЦР. Серологическая диагностика гепатита А основана на определении IgM и нарастания титра антител классов IgG. Для целей серодиагностики используют ИФА.

Активная специфическая профилактика гепатита А проводится с помощью убитой вакцины Harvix (инактивированной формальдегидом). Вакцинация проводится по эпидпоказаниям в группах риска людям, которые много путешествуют, работникам медико-санитарных служб, сотрудникам детских садов и яслей, работникам учреждений общественного питания, военнослужащим, а также персоналу, обслуживающему канализационные системы).

Возможна и пассивная иммунопрофилактика контактным лицам с помощью донорского иммуноглобулина.

Гепатит Е. Возбудитель гепатита Е (HEV) относится к семейству Caliciviridae, роду Hepacivirus. Он также представляет собой РНК-содержащий вирус, не имеющий суперкапсидной оболочки. Диаметр его нуклеокапсида 32-34 нм. 

Заражение вирусом гепатита Е происходит в основном через воду. По сравнению с гепатитом А инфицирующая доза должна быть выше.

Некоторые авторы рассматривают этот вирусный гепатит как зоонозную инфекцию. 

Инкубационный период гепатита Е составляет примерно 40 дней. Клинически он похож на гепатит А, но обычно протекает легче. Перехода в хронические формы не дает. Особенностью гепатита Е является высокая (до 20%) смертность беременных женщин во второй половине беременности.

Гепатиту Е свойственны эпидемические вспышки, охватывающие десятки тысяч человек. Гиперэндемичные районы расположены в Индии, Непале, Пакистане, Бангладеш, Бирме, а эндемичные районы в бывшем СССР сосредоточены в среднеазиатских республиках.

Основным методом лабораторной диагностики является серологическое исследование с помощью ИФА. 

Для специфической профилактики среди беременных используется специфический иммуноглобулин. Выпускаются цельновирионные и разрабатываются рекомбинантные и живые вакцины.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Проведите вирусологическое исследование с целью диагностики полиомиелита:

1.1. Учтите и оцените результаты заражения культуры ткани исследуемым материалом от обследуемого с диагнозом «полиомиелит» (микроскопически, ЦП).

Материалом для вирусологической диагностики полиомиелита являются: фекалии в первые 10 дней заболевания, отделяемое носоглотки – в первые 3 дня заболевания; из СМЖ – полиовирус выделяют редко. После приготовления проб и проверки их на отсутствие бактерий заражают культуры клеток (фибробластов человеческого эмбриона или почек обезьян, HeLa и др.).

Индикацию вируса проводят по ЦПД; для полиовируса – это полная или частичная дегенерация клеток, выявляемая на 2-3 день инкубации.

Учет результатов осуществляется микроскопически или по ЦП. 

Контролем служит интактная культура клеток ткани.

1.2. Учтите и оцените результаты РН в культуре ткани по ЦП с поливалентной и типовыми полиомиелитными сыворотками и вируссодержащим материалом.

Идентификацию полученной культуры цитопатогенного вируса осуществляют в РН с поливалентной, а затем с типоспецифическими сыворотками I, II, III.

В качестве культуры вируса используют культуральную жидкость первично зараженной культуры ткани, которую смешивают с равным объемом диагностической сыворотки, разведенной 1:5 или 1:10, оставляют на 1-1,5 ч при комнатной t( и после этого заражают культуру ткани. Для этого в пробирку с культурой ткани вносят 0,2 мл смеси и 0,8 мл питательной среды 199.

Критерием достоверности результатов РН являются контроли:

· контроль тканевых культур (незараженная культура ткани с добавлением 1 мл среды 199) для выявления возможной неспецифической дегенерации клеток;

· контроль токсичности сыворотки (наименьшее разведение сыворотки, используемое в опыте, в объеме 0,1 мл вносят в пробирку с культурой ткани и добавляют 0,9 мл среды 199);

· контроль вируса (0,1 мл культуры вируса вносят в пробирку с культурой ткани и добавляют 0,9 мл среды 199).

Учет результатов РН осуществляется на 5-7 день. При этом следует иметь ввиду, что во флаконах с вирусом культура ткани погибает и цвет среды 199 не меняется (остается красным). Там же, где вирус нейтрализуется, среда 199 становится желтой. Положительный и достоверный результат РН свидетельствует о принадлежности вируса к соответствующему виду и типу.

На основании полученных результатов сделайте заключение, заполните бланк-направление и бланк-ответ из вирусологической лаборатории.
2. Проведите вирусологическое исследование с целью диагностики энтеровирусной инфекции:
2.1. Учтите и оцените результаты РГА с вируссодержащим материалом, полученным при заражении культур ткани содержимым СМЖ обследуемого с клиническим диагнозом ««Менингит. Энтеровирусная инфекция?»
Вирусы Коксаки А типов 1-11, 14, 16-18, 22, 24; Коксаки В типов 1-6 и ECHO1-7, 9, 11-23, 25, 27, 30, 31 являются возбудителями серозного менингита, одного из распространённых заболеваний энтеровирусной этиологии. Диагноз ставится на основе использования вирусологического метода. Материалом служит СМЖ. Для индикации вирусов, обладающих способности агглютинировать эритроциты человека I (0) группы крови (Коксаки А 20, 21; Коксаки В 1-5, ECHO 3, 6, 7, 11-13, 15, 16, 19, 20, 25, 29), используют РГА.

2.2. Учтите и оцените результаты РТГА с диагностическими сыворотками Коксаки А и полученной культурой вируса.

Для сероидентификации культуры гемагглютинирующего вируса используют РТГА с диагностическими сыворотками, разведенными 1:10 и культурой вируса в дозе 4 АЕ.

Для проверки достоверности результатов РТГА ставят контроли:

· контроль эритроцитов на отсутствие спонтанной агглютинации;

· контроль сывороток на отсутствие неспецифических факторов агглютинации;

· контроль гемагглютинирующих свойств полученной культуры вируса.

На основании полученных результатов сделайте заключение, заполните бланк-направление и бланк-ответ из вирусологической лаборатории.
Таблица 1

Состав  смесей диагностических сывороток для типирования энтеровирусов
	Смесь
	Иммунные сыворотки к вирусам

	
	полиомиелита
	Коксаки А
	Коксаки В
	ЕСНО

	А
	-
	7
	1,4
	1,4,5,7,15,29,33,

	В
	2
	7,9
	2
	2,3,9,19,21,26

	С
	1
	-
	1,3,5
	2,6,12,24,29,30

	D
	3
	-
	2
	6,13,14,16,25,26,32,33

	E
	2
	-
	4,5
	5,11,13,17,18,22,30,32

	F
	1
	-
	6
	7,9,14,18,19,20,26,27,29

	G
	-
	9
	3
	4,5,16,17,20,23,30,31

	H
	3
	16
	6
	1,3,9,12,22,23,32


Примечание: Цифры означают сыворотки к соответствующим серотипам энтеровирусов.

3. Учтите и оцените результаты ИФА для выявления IgM анти-HAV в сыворотках крови обследуемых психоневрологического диспансера, имевших 2 недели назад контакт с больным гепатитом.

Наличие маркеров HAV зависит от периода заболевания. Для ранней диагностики гепатита А большое значение имеет определение IgM  с помощью ИФА.

На основании полученных результатов сделайте вывод, заполните бланк-направление и бланк-ответ из серологической лаборатории.
4. Изучить и описать биопрепараты: живая полиомиелитная вакцина, диагностические поливалентные и типовые сыворотки полиомиелитные, Коксаки, ЕСНО; вакцина Havrix. указав, что она содержат, для чего и как применяются.
5. Ознакомьтесь с тест-системами ИФА для определения серологических маркеров вируса гепатита А.

5.4. Итоговый контроль знаний: 

- ответы на вопросы по теме занятия:

1. Назовите отличительные особенности вирусов Коксаки и ЕСНО от полиовируса.

2. Охарактеризуйте микроскопическую картину при исследовании СМЖ больных с серозным менингитом.

3. Назовите заболевание энтеровирусной этиологии, впервые зарегистрированное на территории Красноярского края. Какие энтеровирусы являлись его возбудителями?

4. Назовите и обоснуйте меры неспецифической профилактики заболеваний, вызываемых энтеровирусами.

5. Назовите и обоснуйте мероприятие, проведенное в РФ и Красноярском крае с целью ликвидации полиомиелита в рамках программы ВОЗ.
6. Назовите ключевые слова, характеризующие вирусы гепатитов А, Е.

7. Назовите серологические маркеры возбудителей гепатитов А, Е и методы их определения.

8. Назовите отличительные особенности вирусов гепатитов А, Е.

9. Назовите отличительные особенности эпидемиологии вирусных гепатитов А, Е.

10. Назовите группу риска, у которых гепатит Е протекает в тяжелой форме с высокой вероятностью летального исхода.

11. Назовите серологические маркеры вируса гепатита А  и обоснуйте возможность их определения у больных и контактных.

12. Обоснуйте возможность использования инактивированных вакцин для специфической профилактики гепатита А.

13. Назовите тип взаимодействия вируса гепатита А с гепатоцитами и механизм их поражения вирусом. 
· решение ситуационных задач.

ЗАДАЧА №1. В вирусологическую лабораторию поступил материал (испражнения) от больного К., 12 лет, с предположительным диагнозом: «полиомиелит».

1. Назовите основной метод диагностики, подтверждающий данный диагноз.
2. Перечислите этапы исследования.
ЗАДАЧА №2. В вирусологической лаборатории с целью накопления и обнаружения вирусов ЕСНО в материале от больного заразили мышей.

1. Правильно ли был выбран метод индикации вирусов в данном случае? 
2. Если нет, то почему?

ЗАДАЧА №3. В детское инфекционное отделение была госпитализирована девочка 4 лет. При осмотре обнаружено: температура 38,7оС, на гиперемированной слизистой ротовой полости, зева и миндалин красные папулы и везикулы, жалобы на головную боль. Ребенок посещал детский сад, где двое детей были госпитализированы с диагнозом «серозный менингит».
Врачом поставлен предварительный  диагноз: «Энтеровирусная инфекция в форме герпангины». 
1. Укажите таксономическое положение предполагаемого возбудителя и дайте его морфологическую характеристику.
2. Укажите источники, механизм и факторы передачи энтеровирусов.
3. Назовите методы лабораторной диагностики энтеровирусов. 

ЗАДАЧА №4. В детское инфекционное отделение города Дели (Индия) поступил мальчик   7 лет, который заболел 5 дней назад. У ребенка внезапно повысилась температура, сильно заболела голова, рвота, боль в руках и ногах. В последующие дни состояние ребенка ухудшилось. 

При обследовании: высокая температура, резкая слабость, менингеальные симптомы, на правой ноге снижен мышечный тонус, резко ослаблены сухожильные рефлексы, стопа свисает. При пункции спинномозгового канала цереброспинальная жидкость вытекала под повышенным давлением, увеличено количества лимфоцитов, бактерии не обнаружены. 

Ребенку поставлен предварительный диагноз: «Паралитическая форма полиомиелита».
1. Укажите таксономическое положение возбудителей полиомиелита и  охарактеризуйте антигены полиовирусов.
2. Назовите источник и пути распространения вируса полиомиелита.  

3. Опишите патогенез полиомиелита.

4. Какие препараты применяются для специфической активной профилактики полиомиелита? В чем их достоинства и  недостатки?
ЗАДАЧА №5. В инфекционное отделение городской больницы госпитализирована больная К, 46 лет, с предварительным диагнозом «Острый вирусный гепатит А».  
Объективно: слабость, головная боль, тошнота, тяжесть в эпигастральной области, двукратная рвота, отсутствие аппетита, высокая температура (380С), темная окраска мочи. 
Из анамнеза известно, что больная работает продавцом на  продуктовом рынке. Ранее гепатитом не болела. 
1. Укажите таксономическое положение вируса гепатита А. 

2. Опишите патогенез гепатита А.

3. Дайте характеристику иммунитета после перенесенного заболевания.

4. Какой клинический материал используется для диагностики, назовите методы лабораторной диагностики гепатита А. 

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:

1. Особенности патогенеза и иммунитета при полиомиелите. Методы микробиологической диагностики.

2. Особенности патогенеза и иммунитета при герпангине. Методы микробиологической диагностики.
3. Современное состояние проблемы гепатита А.
4. Биологические особенности вируса гепатита Е.

8. Рекомендуемая литература 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/
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