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1. Занятие №18.
Тема «Микробиологическая диагностика чумы, туляремии».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы: 
Чума и туляремия относятся к особо опасным инфекциям группы зоонозов, имеющих природную очаговость.  Резервуаром инфекции являются животные, главным образом грызуны. Больной чумой человек также представляет большую эпидемическую опасность для окружающих. До появления антибиотиков смертность при чуме была очень высокой. В средние века эпидемии чумы опустошали города, в настоящее время заболеваемость чумой на территории нашей страны практически не регистрируется. Ввиду высокой вирулентности, способности распространяться различными путями и проникать через неповрежденные кожу и слизистые, существует  риск использования возбудителя чумы в качестве бактериологического оружия. 
Туляремия – «малая чума», т.к. напоминает эту инфекцию по своей эпидемиологии, патогенезу и клиническим проявлениям, - является эндемичным заболеванием для Красноярского края. В настоящее время регистрируются вспышки заболеваемости туляремией среди животных, регистрируются единичные случаи заболеваний человека. В отличие от чумы, больной туляремией является биологическим тупиком в распространении этой инфекции.
Основная трудность микробиологической диагностики чумы и туляремии – особая опасность работы с заразным материалом, зараженными животными и чистой культурой возбудителей. 
4. Цели занятия: 

- учебная: 

знать правила работы с возбудителями особо опасных инфекций, основные положения режима работы с ООИ; экологию, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при чуме и туляремии; материал и методы микробиологической диагностики чумы и туляремии; специфическую профилактику чумы и туляремии.

уметь проводить экспресс-диагностику чумы, туляремии (РИФ); микроскопировать мазки-отпечатки из органов морской свинки или белой мыши, зараженных материалом от больных с подозрением на чуму и туляремию, интерпретировать результаты; учитывать и оценивать результаты РА с исследуемыми культурами и диагностическими сыворотками; учитывать и оценивать результаты РА с парными сыворотками обследуемых с подозрением на туляремию.

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 чумы и туляремии к особо опасным инфекциям.

2. Систематическое положение и морфо-биологические особенности возбудителей чумы и туляремии.

3. Экология, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при чуме и туляремии.

4. Правила забора и доставки материала при диагностике чумы и туляремии.

5. Методы экспресс-диагностики чумы и туляремии.

6. Методы микробиологической диагностики чумы и туляремии.

7. Специфическая профилактика и лечение чумы, туляремии.
Тесты.

1. ВОЗБУДИТЕЛЬ ЧУМЫ ОТНОСИТСЯ К РОДУ

1) Brucella
2) Salmonella
3) Yersinia
4) Vibrio
5) Bacillus
2. ЧУМНЫЕ БАКТЕРИИ

1) овоидные биполярно окрашивающиеся палочки

2) грамположительные палочки

3) монотрихи

4) образуют споры

5) перитрихи

3. ПАНДЕМИИ ЧУМЫ ОТМЕЧАЛИСЬ В ЕВРОПЕ И АФРИКЕ

1) более чем 2 тыс. лет назад

2) в XX веке

3) только с позднего средневековья

4) с середины XIX века

5) не регистрировались

4. ДЛЯ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ЧУМЫ ПРИМЕНЯЮТ

1) РИФ с исследуемым материалом

2) кожно-аллергическую пробу

3) выделение гемокультуры

4) определение специфических антител

5) биологическую пробу

5. УНИКАЛЬНОЕ ОТЛИЧИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ СОСТОИТ В СПОСОБНОСТИ ПРОНИКАТЬ В ОРГАНИЗМ

1) с пищей

2) через слизистые оболочки

3) через неповрежденную кожу

4) через конъюнктиву глаза

5) при сексуальных поцелуях

6. ПЕРЕНОСЧИКАМИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ ЯВЛЯЮТСЯ

1) вши

2) клещи

3) клопы

4) блохи

5) грызуны

7. ПОМИМО ГРЫЗУНОВ, ИСТОЧНИКОМ ИНФЕКЦИИ ПРИ ЧУМЕ МОГУТ БЫТЬ

1) домашние кошки

2) собаки

3) больные люди

4) птицы

5) тараканы

8. СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА ЧУМЫ

1) отказ от внутривенного введения наркотиков

2) соблюдение вегетарианской диеты

3) вакцинирование живой вакциной EV
4) использование презерватива

5) ношение противочумного костюма

9. ВОЗБУДИТЕЛЬ ТУЛЯРЕМИИ ОТНОСИТСЯ К РОДУ

1) Yersinia
2) Salmonella
3) Pasteurella
4) Francisella
5) Shigella
10. С ВОЗБУДИТЕЛЕМ ТУЛЯРЕМИИ РАБОТАЮТ

1) в лабораториях противочумных институтов и станций

2) в лабораториях крупных лечебных учреждений

3) в лабораториях районных центров Госсанэпиднадзора России

4) в лабораториях медицинских ВУЗов

5) в лабораториях медицинских училищ

5.2. Основные понятия и положения темы.
Возбудитель чумы относится к семейству Enterobacteriaceae, роду Yersinia, виду Y. pestis. Это мелкие, овоидные палочки. Они неподвижны, не образуют спор, в организме образуют капсулу. Грамотрицательны, окрашиваются биполярно. Факультативные анаэробы, психрофилы, температурный оптимум 28ºС. Хорошо растут на простых питательных средах. На плотных питательных средах плоские колонии с неровными краями имеют вид «кружевного платочка». На жидких средах Y. рestis дает поверхностную пленку со спускающимися нитями («чумные сталактиты»). Биохимическая активность невелика.

Чумной микроб содержит до 28 антигенных компонентов. Основными из них являются капсульный антиген (фракция I – F1), антиген «мышиного» экзотоксина (Т), липополисахарид клеточной стенки (ЛПС) - основной соматический антиген, поверхностные соматические антигены (V и W), а также антиген пестицина 1.

К основным факторам патогенности чумного микроба относятся эндотоксин - липополисахарид клеточной стенки, «мышиный» экзотоксин, а также многочисленные ферменты агрессии и защиты: фибринолизин, коагулаза, гиалуронидаза, гемолизин; пестицины.

Носителями возбудителя являются дикие грызуны, а переносчиками – блохи. Природные очаги чумы занимают 6-7% территории суши земного шара и выявлены на всех континентах.

Заражение человека чаще всего происходит при укусе инфицированными блохами, контакте с больными, погибшими от чумы грызунами. Чума может передаваться и от человека человеку. Она характеризуется тяжелой интоксикацией, поражением лимфатической системы, септицемией.

В зависимости от пути проникновения возбудителя в организм человека различают следующие клинические формы: кожную, бубонную, первично-септическую и легочную. Вторичный сепсис развивается при любой клинической форме чумы.
После перенесенного заболевания вырабатывается стойкий и длительный иммунитет, обусловленный, преимущественно, фагоцитарной активностью клеток макрофагальной системы.

Материал для исследования определяется клинической формой заболевания (пунктат бубона, мокрота, кровь). Микробиологическая диагностика чумы проводится только в специализированных лабораториях в противочумных костюмах первого типа и предусматривает первичную бактериоскопию, выделение возбудителя бактериологическим и биологическим методами, обнаружение его антигенов с целью экспресс-диагностики. 
Этиотропная терапия проводится антибиотиками, предпочтение отдается аминогликозидам. Для специфической профилактики применяют живую вакцину EV,  поствакцинальный иммунитет сохраняется в течение года.

Возбудитель туляремии отнесен к роду Francisella, виду F. tularensis. Это мелкие неподвижные коккобактерии, не образующие спор, продуцируют капсулообразное вещество. Грамотрицательны. Факультативные анаэробы. Возбудитель туляремии, особенно в первых генерациях, не растет на искусственных питательных средах, что является одним из существенных признаков при его идентификации. Для поддержания лабораторных культур используют специальные (с добавлением желтка или цистина) среды, на которых через 2-5 суток формируются мелкие колонии с ровными краями беловатого цвета.

Ферментативная активность туляремийного микроба не выражена.

Возбудитель туляремии имеет Vi-и О-антигены.

F. tularensis является внутриклеточным паразитом. Его вирулентность связана со способностью размножаться в фагоцитах и подавлять их активность, наличием капсулы, эндотоксина, нейраминидазы. Антигены клеточной стенки обладают свойствами аллергенов, что ведет к сенсибилизации инфицированного организма и усугубляет действие других факторов вирулентности.

Естественные хозяева возбудителя – грызуны, водяные крысы - ондатры, полевки, домовые мыши. Заражение людей происходит при прямом контакте с больными животными, их трупами, через объекты внешней среды и пищевые продукты, инфицированные выделениями больных грызунов. Возможен и трансмиссивный путь передачи через укусы кровососущих членистоногих. От больных людей заболевание не передается.

При туляремии возможно разнообразие клинических форм инфекции: легочная, абдоминальная, бубонная, генерализованная.

Заболевание протекает тяжело, продолжается в среднем 4-6 недель и заканчивается, как правило, выздоровлением.

Постинфекционный иммунитет характеризуется высокой напряженностью и определяется гуморальными и клеточными факторами. В первые недели или месяцы он нестерильный, а затем переходит в стерильный иммунитет.

Для микробиологической диагностики используют методы серодиагностики, постановку аллергической диагностической пробы с тулярином. В специализированных лабораториях проводят биологический метод (материал для исследования определяется клинической формой болезни). Культуру выделяют, заражая лабораторных животных.

Для лечения туляремии используют антибиотики.

Специфическая профилактика осуществляется живой туляремийной вакциной Гайского-Эльберта.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

I. Ознакомьтесь с противочумным костюмом I типа и порядком его надевания и снятия.

Чума относится к группе особо опасных карантинных инфекций; поэтому работать с материалом, подозрительным на наличие возбудителей чумы, а также культурами, выделенными от больных с подозрением на чуму и из степного материала (трупы грызунов), разрешается только в специализированных лабораториях притивочумных научно-исследовательских институтов и станций, оборудованных боксами биологической безопасности и только специально подготовленному персоналу, имеющему допуск к этой работе. Учитывая чрезвычайно высокую вирулентность и контагиозность возбудителя, его способность проникать через неповрежденную кожу, работа проводится в противочумном костюме I типа. Последний состоит из пижамной куртки на пуговицах и штанов, длинного халата из плотной бязи, запахивающегося на спине и завязывающегося с помощью вязок, сапог, шлема-маски или большой косынки, толстой ватно-марлевой повязки, очков-консервов, длинных перчаток и полотенца. Под маску на крылья носа закладываются ватные шарики, предотвращающие фильтрацию воздуха. Работа ведется с соблюдением всего комплекса противоэпидемических мероприятий для особо опасных инфекций.

II. Проведите микробиологическое исследование содержимого бубона больного с клиническим диагнозом «чума»:

2.1. Ознакомьтесь с муляжом бубонной формы чумы.

При проникновении через кожу бактерии чумы мигрируют в ближайший регионарный лимфатический узел, вызывая его воспаление - образование бубона. Наиболее частые локализации чумных бубонов – паховая, подмышечная, шейная области. При дальнейшем развитии болезни бубоны часто нагнаиваются и вскрываются, образуя незаживающие язвы. Больной опасен для окружающих!

2.2. Учтите и оцените результаты РИФ содержимого бубона больного «А» с люминесцирующим чумным иммуноглобулином. Сделайте вывод.

В случае положительной РИФ, основного метода экспресс-диагностики, выявляют светящиеся мелкие овоидные палочки с более интенсивным свечением по полюсам. Это позволяет выдать предварительный положительный ответ.

2.3. Промикроскопируйте мазок-отпечаток из органов белой мыши, погибшей после введения материала от того же больного. Сделайте вывод.

Одним из основных методов микробиологической диагностики чумы как зоонозной инфекции является биологический. При наличии в исследуемом материале бактерий чумы у белых мышей развивается геморрагическая септицемия, при которой в мазках-отпечатках из органов обнаруживается большое количество биполярно окрашенных грамотрицательных овоидных палочек. Параллельно проводится высев на соответствующие питательные среды для выделения и идентификации культуры.

2.4. Промикроскопируйте мазок из чистой культуры, выделенной от того же больного, окрашенный по Граму. Сделайте вывод.

III. Проведите микробиологическое исследование материалов от больных с клиническим диагнозом «туляремия», для чего:

3.1. Ознакомьтесь с муляжом бубонной формы туляремии.

Клинически туляремия сходна с чумой (син.: чумоподобная болезнь, малая чума); одна из основных форм – бубонная. Бубоны бывают одиночными и множественными. Работа с материалом ведется с соблюдением всего комплекса противоэпидемических мероприятий для особо опасных инфекций в специализированных лабораториях в противочумном костюме II типа (отличается от костюма I типа отсутствием очков).

3.2. Учтите и оцените результаты РИФ с материалом от больного «А». Сделать вывод.

В случае положительной РИФ при люминесцентной микроскопии выявляют светящиеся коккобактерии. Это позволяет выдать предварительный положительный ответ.

3.3. Промикроскопируйте мазок-отпечаток из органов морской свинки, зараженной материалом от больного «А». Сделайте вывод.

Отличительной особенностью бактерий туляремии является неспособность к росту при прямом посеве исследуемого материала на питательные среды. Поэтому основным методом выделения культуры при микробиологической диагностике туляремии является биологический. При наличии в исследуемом материале бактерий туляремии в мазках-отпечатках из органов белых мышей обнаруживается большое количество грамотрицательных коккобактерий, окруженных капсулой. Параллельно проводится высев на соответствующие питательные среды для выделения и идентификации культуры.

3.4. Промикроскопируйте мазок из чистой культуры, выделенной от того же больного. Сделайте вывод.

3.5. Учтите и оцените результаты развернутой РА с исследуемой культурой, выделенной от больного «А» и агглютинирующей туляремийной сывороткой. На основании полученных результатов сделайте вывод.

3.6. Учтите и оцените результаты развернутой РА с сыворотками обследуемых «Б» и «С» и туляремийным диагностикумом. На основании полученных результатов сделайте вывод.

Для выполнения задания смотрите протокол практического занятия №8. 

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

IV. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты, указав, что они содержат, для чего и как применяются (вакцина живая чумная, бактериофаг чумной, иммуноглобулин диагностический чумной люминесцирующий, диагностикум чумной эритроцитарный иммуноглобулиновый, чумная антифаговая сыворотка; вакцина живая туляремийная, люминесцирующая туляремийная сыворотка, туляремийный диагностикум, сыворотка агглютинирующая туляремийная, тулярин).
5.4. Итоговый контроль знаний:

· ответы на вопросы по теме занятия
1. Обоснуйте необходимость применения противочумного костюма I типа при работе с заразным материалом и/или больным чумой.

2. Назовите ближайшие к Красноярскому краю природные очаги чумы.

3. Назовите факторы вирулентности бактерий чумы, определяющие её особое положение в группе особо опасных инфекций.

4. Кто помимо грызунов может являться источником чумной инфекции?

5. Особенности патогенеза бубонной формы чумы.

6. Обоснуйте чрезвычайную эпидемическую опасность легочной формы чумы.

7. Назовите отличительные признаки бактерий чумы, учитываемые при бактериологическом методе диагностики чумы. 

8. Почему, на Ваш взгляд, бактерии туляремии не дают роста при первичном посеве материала от больного на питательные среды?

9. Почему туляремию называют малой чумой?

10. Обоснуйте, почему биологический метод является единственным методом выделения культуры бактерий туляремии.

11. Какие типы вакцин используются для специфической профилактики чумы и туляремии?

· решение ситуационных задач
ЗАДАЧА №1. При микроскопии препарата из содержимого бубона, окрашенного метиленовым синим были обнаружены в большом количестве биполярно окрашенные палочки, окруженные капсулой, расположенные одиночно. 

1. Для какого возбудителя характерна данная микроскопическая картина? 

2. Каковы дальнейшие действия необходимо предпринять для установления этиологии заболевания?

ЗАДАЧА №2. В лаборатории ООИ лаборанту необходимо приготовить фиксированные препараты из полученной культуры, выросшей на среде Мак-Коя. Окрасить по Граму. Промикроскопировать. 

1. С какой целью проводим микроскопию? 

2. Какую микроскопическую картину предполагаем увидеть? 

3. Каковы дальнейшие действия?

ЗАДАЧА №3. Для серодиагностики туляремии поставили развернутую РА с парными сыворотками обследуемого. Получили титр 1:200 в первой сыворотке и 1:400 во второй. КС прозрачный, в КА обнаружена агглютинация на +++. 

Оценить полученные результаты. 

ЗАДАЧА №4. У больного с выраженным бубоном на шее была произведена пункция узла. Полученный материал был засеян на кровяной агар и яично-желточную среду. Кровь в количестве 10 мл от этого же больного была посеяна в сахарном бульоне. В течение 7 дней наблюдения рост микроорганизмов отсутствует. 

1. Ваше заключение. 

2. В чем заключается дальнейшее исследование?

ЗАДАЧА №5. С неопознанного самолета в приграничном районе над местностью была распылена неизвестная аэрозоль. Возможно, применили бактериологическое оружие. К Вам в лабораторию поступили пробы почвы. 

Как произвести идентификацию чумного микроба?

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. Использование возбудителя чумы в качестве биологического оружия. Историческая справка.

2. Эпидемиологическая обстановка по туляремии в Красноярском крае на современном этапе.

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 4.2.2940-11 Порядок организации и проведения лабораторной диагностики чумы (http://rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=5072)
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