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Предисловие 


Предлагаемое вниманию преподавателя руководство по организации и проведению практических занятий со студентами по медицинской  микробиологии содержит современные сведения по микробиологии, вирусологии и иммунологии в соответствии с действующей учебной программой для медицинских вузов и требованиями Государственного образовательного         стандарта.


Книга содержит 2 части, включая материал по общей медицинской микробиологии (1-5 главы), частной медицинской  бактериологии, общей и  вирусологии (6-8 главы), материалы для подготовки к экзамену (9 глава) и рекомендации по лекционному преподаванию (10 глава).

Представленные темы занятий рассмотрены по единому алгоритму и включают следующие разделы: 

1. Тема занятия

2. Цель занятия

3. Методика проведения теоретической части занятия

4. Методика проведения практической части занятия

5. Методика оценки знаний студентов

6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время

7. Приложение:

     Хронокарта занятия 

     Материальное обеспечение занятия

     Интеграция темы

     Элементы деонтологии, воспитания

     Литература 

Особое внимание уделено наряду с методическим материалом подготовке преподавателя к ведению практических занятий, организации им самостоятельной работы студентов в учебное и внеучебное время, проверки результатов выполненных работ и подготовке лекций. Представлены аннотации лечебно-профилактических и диагностических препаратов, основная литература по темам за последние 10 лет и элементы проблемного обучения – в виде решения ситуационных задач. 
Как показал 40 летний опыт работы на кафедре микробиологии       ОрГМА, такое руководство по организации и проведению практических занятий со студентами по медицинской микробиологии оказалось наиболее востребованным для аспирантов и начинающих преподавателей. 
Заведующий кафедрой

микробиологии, вирусологии

и иммунологии ОрГМА,

академик РАМН







      О.В. Бухарин

 Часть  I.  Общая  медицинская  микробиология 

ГЛАВА  1.  Морфология  микроорганизмов
Занятие  1
1. Тема занятия: «Методы изучения морфологии микроорганизмов». 

2. Цель занятия:
1. Ознакомиться с методами изучения морфологии микроорганизмов

     (1 уровень усвоения).

2. Овладеть навыками приготовления микропрепаратов и техникой 

     иммерсионной микроскопии (3 уровень усвоения).
3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Знакомство с кафедрой 

3.1.1. Знакомство с предметом

Студенты впервые приходят на кафедру, поэтому преподаватель во вступительном слове обращает внимание студентов на значение микробиологии как науки, отмечает необходимость изучения ее для будущей врачебной деятельности. Необходимо дать установку на активную самостоятельную работу в течение года, подчеркнув серьёзность предстоящего экзаменационного испытания в период  зимней сессии на 3-м курсе.  
Преподаватель формулирует основные задачи медицинской микробиологии, выделяет основные разделы медицинской микробиологии, их распределение по семестрам, подчеркивает важность изучения истории микробиологии и вклад знаменитых ученых в ее развитие.

3.1.2. Порядок проведения практических занятий
Затем преподаватель знакомит студентов с организацией работы на кафедре. Преподаватель зачитывает правила работы в бактериологической лаборатории. Доводит до сведения студентов, что вход на кафедру осуществляется в халате, шапочке и сменной обуви, порядок дежурства на кафедре и обязанности дежурных (принимать учебный зал у лаборантов и сдавать в надлежащем виде после занятия, развешивать таблицы по теме занятия). Рассказывает правила ведения тетради практических занятий и демонстрирует образцовые тетради протоколов практических работ прошлых лет.
Представляет студентам методику подготовки к занятиям. При подготовке к занятиям необходимо пользоваться:

1) «Руководством к практическим занятиям по медицинской микробиологии, вирусологии и иммунологии» под редакцией академика РАМН О.В. Бухарина, в котором представлены контрольные вопросы по темам практических занятий, описаны практические работы;

2) лекциями;
3) табличным и стендовым фондом кафедры;
4) литературой:
- учебниками и учебными пособиями: «Схемы лабораторной диагностики инфекционных заболеваний», «Медицинская микробиология (вопросы, ответы, схемы)»;

- монографиями сотрудников кафедры;

- монографиями ведущих микробиологов России и мира;

- научными журналами (Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии, Антибиотики и химиотерапия, Клиническая лабораторная диагностика, Эпидемиология и инфекционные болезни, Иммунология) при подготовке сообщений на занятиях, написании рефератов. 
3.1.3. Подготовка студентов во внеучебное время

Преподаватель рассказывает студентам о различных формах внеучебной самостоятельной работы: посещение тематических консультаций, решение проблемных задач, подготовка сообщений по актуальным вопросам микробиологии на основе российской и зарубежной литературы, теоретическая и практическая работа в студенческом научном кружке кафедры, написание конкурсного реферата, участие в олимпиаде.  

3.1.4. Контроль качества усвоения знаний
Преподаватель напоминает студентам, что контроль качества знаний осуществляется двумя путями: самоконтроль (с использованием учебного пособия «Медицинская микробиология (вопросы, ответы, схемы)») и контроль  преподавателя. Для проведения контроля знаний преподавателем существуют: тестовые задания (10 заданий перед разбором теоретической части занятия), теоретический опрос, проверка протоколов практических работ, проверка выполнения практических навыков, проверка самостоятельной работы студентов (письменные домашние задания), итоговые занятия, предэкзаменационное тестирование, экзамен. Необходимо рассказать об итогах прошедшего экзамена у  студентов 3-го курса. 

3.1.5. Экскурсия по кафедре с целью ознакомления студентов с наглядными пособиями и отделами, историей кафедры, лабораторией по изучению естественной резистентности организма.

3.1.6. Знакомство с группой

Преподаватель вписывает в журнал сведения о студентах группы в соответствии с формой (Ф.И.О., домашний адрес студента, домашний адрес родителей студента, семейное положение, посещение научных кружков, увлечения, общественные поручения, успеваемость за предыдущую сессию). Выставляется средний балл группы.
3.2. Формулировка темы и цели занятия 

Тема первого занятия – Методы изучения морфологии микроорганизмов. Преподаватель обосновывает важность изучения морфологии микроорганизмов для практической деятельности медицинских работников. Преподаватель называет тему и цель занятия, указывая на прикладное значение теоретических знаний темы для их применения в рамках микроскопического метода диагностики заболеваний микробной этиологии. 
3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию.  Преподаватель отвечает на вопросы студентов. Преподаватель должен дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недостаточной подготовкой студента к занятию, нужно привлекать студентов группы. Если вопрос связан со сложностью усвоения материала, можно ответить совместно со студентами, дополняя их. Студентов, задавших интересные, проблемные вопросы нужно отметить и учитывать их активность при выставлении итоговой оценки за занятие.
3.4. Контроль СРС ВУВ

Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и заполнить таблицу по микроскопическим методам исследования.
Методы микроскопии

	Вид микроскопии
	Принцип

(заполняют студенты)
	Разрешающая способность (заполняют студенты)
	Применение

(заполняют студенты)

	Иммерсионная
	Масляная система за счет выравнивания показателей преломления света повышает уровень полезного увеличения микроскопа
	0,2 мкм
	Изучение окрашенных объектов, размеры которых больше 0,2 мкм

	Темнопольная
	В основе лежит принцип рассеивания света мельчайшими взвешенными частицами в темном поле при боковом освещении (эффект Тиндаля)
	0,2 мкм
	Изучение неокрашен-ных подвижных микроорганизмов, видимых при боковом освещении на темном фоне

	Фазово-контрастная
	Используется система диафрагм для превращения невоспринимаемых человеческим глазом фазовых колебаний светового луча в амплитудные
	0,2 мкм
	Изучение неокрашенных микроорганизмов

	 Люминесцент- 

 ная (флуорес- 

 центная)
	В основе лежит способность веществ и биологических объектов светиться при воздействии на них ультрафиолетовых лучей
	0,2 мкм
	Позволяет наблюдать объекты, обладающие естественной люминесценцией и объекты, окрашенные флуоресцирующими красителями

	Электронная
	Вместо светового пучка используется поток электронов
	0,1-0,2 нм
	Применяется для изучения строения вирусов, тонкой организации различных структур микроорганизмов.


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала
Преподаватель ставит перед студентами и обсуждает с ними следующие вопросы по теме:

- Принципы световой микроскопии. При обсуждении этого вопроса описывается строение микроскопа, выясняются принципиальные отличия сухих и иммерсионных объективов, даются определения: полезное увеличение микроскопа, разрешающая способность микроскопа, описывается специфика и преимущества иммерсионной микроскопии. 

- Определяются принципы электронной, фазово-контрастной, темно-польной и люминесцентной микроскопии. При разборе этого раздела, опираясь на основные этапы развития микробиологии как науки, необходимо выяснить вопрос о зависимости границ человеческого познания от уровня научно-технического прогресса.

-  Назначение и типы микропрепаратов из микроорганизмов. При обсуждении этого вопроса даются определения нативных и окрашенных препаратов. Выясняются методы приготовления препаратов для изучения микроорганизмов в живом состоянии (метод «висячей капли», метод «раздавленной капли»), методы приготовления препаратов из различных биологических жидкостей организма (гноя, мокроты, крови) и чистых культур микроорганизмов (выращенных на плотных и жидких питательных среда). Определяются методы фиксации мазков (физический, химический). Описываются методы простой окраски фиксированных мазков (позитивный и негативный методы).

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических ситуационных задач или изучения демонстрационных препаратов.

Задания для индивидуальной практической работы студентов 
по теме: «Методы изучения морфологии микроорганизмов»
Задание 1. Овладеть методом иммерсионной микроскопии.

 Преподаватель знакомит студентов с техническими приемами для проведения иммерсионной микроскопии:

- подготовка микроскопа для работы

- освещение поля зрения

- проведение иммерсионной микроскопии

Протокол  исследования: 

Цель: Овладеть методом иммерсионной микроскопии.

	Исследуемый 
материал
	Иммерсионная микроскопия

	
	рисунок
	метод окраски

	Смесь эритроцитов и палочек
	

	Фуксин

	Смесь дрожжей и кокков
	

	Метиленовый синий


Вывод: (Ответить на вопросы, почему в микробиологических исследованиях используется метод иммерсионной микроскопии?).

Решение. При выполнении задания рассматриваются два демонстрационных препарата. Необходимо обратить внимание на форму объектов и их относительные размеры. Студентам на двоих предлагается 2 демонстрационных препарата (первый - смесь эритроцитов и палочек, окраска фуксином; второй - смесь дрожжей и кокков, окраска метиленовым синим), световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом.

Студент самостоятельно проводит иммерсионную микроскопию демонстрационных препаратов, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта. 

В иммерсионных объективах между фронтальной линзой и препаратом помещается жидкость, имеющая показатель преломления такой же, как стекло или близкий к нему. Благодаря этому все лучи, не изменяя направления, попадают в объектив, что повышает уровень полезного увеличения микроскопа. 

Задание 2. Ознакомиться с различными методами микроскопии.

Преподаватель проводит студентов в учебную лабораторию для демонстрации различных методов микроскопии. Перечисляются микроскопы, препараты микроорганизмов, представленные для демонстрации. Рассматриваются препарат «раздавленная капля» из дрожжей при иммерсионной и фазово-контрастной микроскопии, окрашенный флюорохромом препарат из дрожжей при люминесцентной микроскопии. Обращается внимание на качество изображения объектов. 

Протокол  исследования:

Цель:  Ознакомиться с различными методами микроскопии.
	Исследуемый

 материал


	Микроскопический метод исследования 

	
	Иммерсионная 
микроскопия 
(рисунок)
	Фазово-контрастная микроскопия
(рисунок)
	Флуоресцентная микроскопия
(рисунок)

	Взвесь дрожжей
	

	

	


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какие преимущества имеет метод флуоресцентной микроскопии? 2. Какой принцип лежит в основе фазово-контрастной микроскопии?).  
Решение
1. Флуоресцентная микроскопия основана на использовании флуоресцирующих красителей и ультрафиолетовых лучей в качестве источника освещения. Преимущества люминесцентной микроскопии:

1) цветное изображение;

2) высокая степень контрастности самосветящихся объектов на черном фоне;

3) возможность исследования как прозрачных, так и непрозрачных живых объектов;

4) возможность исследования различных жизненных процессов в динамике их развития;

5) обнаружение и установление локализации отдельных микроорганизмов;

6)  развитие тончайших методов цито- и гистохимии и экспрессная цитодиагностика.

2. Фазово-контрастная микроскопия основана на использовании систем диафрагм для превращения фазовых колебаний в амплитудные, что позволяет более четко изучить неокрашенные микроорганизмы. 

Задание 3. Овладеть методом приготовления и простой окраски микропрепаратов из чистой культуры бактерий.

Преподаватель знакомит студентов с техническими приемами, необходимыми для приготовления микропрепарата и его окраски:

- техника приготовления и фиксации мазка из чистой агаровой культуры микроорганизмов;

- техника окраски простыми красителями (фуксином, метиленовым синим) фиксированного препарата микроорганизмов;

- техника выполнения негативного метода окраски.

Протокол  исследования:

Цель:  Овладеть методом приготовления и простой окраски микропрепаратов из чистой культуры бактерий.

	Позитивный метод окраски
	Негативный метод окраски тушью
(рисунок)

	Фуксином (рисунок)
	Метиленовым синим 
(рисунок)
	

	

	
	


Вывод: (Ответить на вопросы: 1.Какие красители наиболее часто используются для позитивной окраски микроорганизмов? В чем преимущества негативного метода окраски микроорганизмов?).

Решение. Студентам на двоих выдается: пробирка с агаровой культурой стафилококков, микробиологическая петля, спиртовка, флакон со стерильным физиологическим раствором,  предметные стекла (6 шт.), пробирка с взвесью дрожжей, флакон с метиленовым синим, флакон с фуксином, флакон с тушью, дистиллированная вода для промывания препаратов, эксикатор с держателем для предметных стекол, фильтровальная бумага, световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом. 

Студент самостоятельно проводит приготовление мазка из стафилококков и окрашивает его предлагаемыми простыми красителями, окрашивает негативным способом препарат из взвеси дрожжей, рассматривает приготовленные препараты с использованием иммерсионной микроскопии, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта. На рисунках должны быть указаны название микроорганизма, название материала для приготовления мазка.

1. Для позитивной окраски микроорганизмов чаще всего используются следующие красители:

 красные: фуксин основной (диамантфуксин, или парарозанилин);

                 фуксин кислый (фуксин-рубин);

                 нейтральный красный;

                 сафранин;

                 конго-красный;

фиолетовые: генциан фиолетовый;

                 метил фиолетовый;

                 кристаллический фиолетовый;

синие: метиленовый синий;

                 толуидиновый синий;

                 водный синий;

зеленые:  малахитовый зеленый;

                 бриллиантовый зеленый;

желто-коричневые: хризоидин; везувин.

2.   При использовании негативного метода окраски возможна более четкая визуализация контуров микроорганизмов. Позволяет наблюдать извитые формы микроорганизмов.

5. Методика оценки знаний студентов

Общая оценка знаний и умений каждого студента на занятии пишется словом и складывается из следующих 4 оценок: исходный тестовый контроль (цифра), оценка за теоретическую часть занятия (цифра), оценка за практическую часть занятия на основании беседы при проверке протоколов исследования («вып»), оценка за домашнюю СРС (цифра).

Выполнение («вып») ставится только при общей положительной оценке.

Образец оформления оценок

	Тесты

(цифра)
	Теория

(цифра)
	Практика

(«вып»)
	СРС

(цифра)
	Общая оценка (слово)

	
	
	
	
	


6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Методы изучения морфологии микроорганизмов»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:

1. Медицинская микробиология. Ее значение в практической деятельности врача. Задачи предмета.

2. Оптическая микроскопия. Полезное увеличение. Разрешающая способность микроскопа.

3. Принципы иммерсионной, темнопольной, фазово-контрастной, флуоресцентной, электронной микроскопии.

4. Назначение и типы микропрепаратов из микроорганизмов: нативные, окрашенные (позитивно, негативно).

5. Зависимость границ человеческого познания от уровня научно-техничес-кого прогресса.  

6. История микробиологии. Основные этапы, ученые, открытия.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:

1. Овладеть техникой иммерсионной микроскопии.

2. Умение приготовить и окрасить (негативно и позитивно) препараты из микроорганизмов.

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание:

       В тетради практических занятий составить и заполнить таблицу (см. пункт 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Методы изучения морфологии микроорганизмов» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	5

	2.
	Организационные вопросы. Знакомство с кафедрой.
	30

	3.
	Входной тестовый контроль
	10

	4.
	Перерыв
	15

	5.
	Иммерсионная микроскопия: теория и практика
	45

	6.
	Приготовление и окраска препаратов: теория и практика
	60

	7.
	Заключительный контроль
	30

	                                                                         ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение  занятия: 

        Используются таблицы и стенды:
1.Ход лучей в иммерсионном и сухом объективе.

2.Электронный микроскоп

3.Скотобактерии

7.3. Интеграция темы: «Методы изучения морфологии микроорганизмов»

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре        микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. История развития микробиологии 
	Кафедра общественного здоровья и организации здравоохранения, курс истории медицины: этапы развития микробиологии, вклад Левенгука, Пастера, Коха в развитие микробиологии 

	2. Методы изучения морфологии микроорганизмов
	Кафедра медицинской физики: оптическая микроскопия, полезное увеличение, разрешающая сила микроскопа, ход лучей в иммерсионном микроскопе.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Методы изучения морфологии микроорганизмов»
Необходимо обратить внимание студентов на правила поведения и работы в бактериологической лаборатории, требования к тщательности и аккуратности проводимых манипуляций. Нужно напомнить студентам, особенно работающим в медицинских учреждениях, о необходимости использования отдельного халата для работы с микроорганизмами на кафедре и второго халата для работы в медучреждении. Отметить роль Э. Руска, сконтруировавшего в 1931-1933 гг первый электронный микроскоп (Нобелевская премия, 1986 г) и Ф. Цернике, который изобрел в 1933 г фазово-контрастный микроскоп (Нобелевская премия, 1953 г). 

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Методы изучения морфологии микроорганизмов»:

1. Безопасность работы с микроорганизмами I-II группы патогенности (Санитарные правила СП.1.2011 - 94). М., 1994.

2. Безопасность работы с микроорганизмами III-IV группы патогенности (Санитарные правила СП.1.2.731 - 99). М., 1999.

3. Методы общей бактериологии: пер. с англ. /Под ред. Ф.Герхардта и др. - М. Мир, 1984.

4. Современная микробиология. Прокариоты (в 2-х томах). /Под редакцией Й.Ленгелера, Г.Древса, Г. Шлегеля. М.: Мир, 2005.

5. Лопарев А.В., Кретушев А.В., Тычинский В.П. Когерентная фазовая микроскопия: новый метод идентификации внутриклеточных структур по их оптическим и морфометрическим параметрам //Биофизика, 2008. № 2. С.299-304.
ЗАНЯТИЕ   2

1. Тема занятия: «Строение бактериальной клетки» 

2. Цель занятия:
1. Изучить строение бактериальной клетки (2 уровень усвоения).

2. Освоить сложный метод окраски бактерий по Граму (3 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия

3.1. Контроль учебной дисциплины. Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины (посещаемость лекций, практических занятий), и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.
3.2. Формулировка темы занятия 
Преподаватель формулирует тему и определяет цель занятия. Тема занятия – Строение бактериальной клетки. При постановке цели указывается на прикладное значение теоретических знаний темы для их применения в рамках микроскопического метода диагностики заболеваний микробной этиологии. Преподаватель определяет порядок работы на занятии: 1.Тестовый контроль. 2.Теоретический разбор материала. 3. Выполнение практических работ.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недостаточной подготовкой студента к занятию нужно привлекать студентов группы. Если вопрос связан со сложностью усвоения материала, можно ответить совместно со студентами, дополняя их. Студентов, задавших интересные, проблемные вопросы нужно отметить и учитывать их активность при выставлении итоговой оценки за занятие.
3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней работы дано письменное задание составить и заполнить таблицу «Обязательные и необязательные компоненты бактериальной клетки» 

 Обязательные и необязательные компоненты бактериальной клетки

	Обязательные компоненты 

(заполняют студенты)
	Необязательные компоненты 

(заполняют студенты)

	Ядерная субстанция (нуклеоид)

Цитоплазма

Цитоплазматическая мембрана

Клеточная стенка

Мезосомы

Рибосомы
	Капсула

Жгутики

Пили

Спора

Внутриклеточные включения

Плазмиды


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала 

Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

- Строение бактериальной клетки как результат эволюционной адаптации. При изучении этого раздела темы необходимо вспомнить материал предыдущего занятия и выяснить, какими методами можно обнаружить структурные элементы бактериальной клетки. Определяются обязательные и необязательные компоненты бактериальной клетки и проверяется правильность выполнения домашнего задания. Изучается химический состав, строение и функция каждого компонента бактериальной клетки: нуклеоид, цитоплазма, цитоплазматическая мембрана, клеточная стенка, рибосомы, мезосомы, капсула, спора, жгутики, внутрибактериальные включения, пили. Необходимо обратить особое внимание на составные части клеточной стенки, дать определение формам бактерий, утратившим клеточную стенку, назвать причины утраты. Выделить отличительные особенности L-форм, протопластов, сферопластов. 
- Понятие о сложных методах окраски бактерий и их назначение. Необходимо разобрать основные отличия сложных методов окраски от простых. 

- Механизм окраски микроорганизмов по Граму. При обсуждении этого вопроса необходимо выяснить варианты микроорганизмов по отношению к окраске по Граму. Определить  химические особенности микробных  клеток, являющиеся основой для дифференциации бактерий на грамположительные и грамотрицательные. Для этого можно совместно со студентами написать на доске в два столбца особенности строения клеточной стенки и химического состава грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов. Разобрать основные этапы механизма окраски грамположительных и грамотрицательных бактерий. По окончании обсуждения этого раздела можно продемонстрировать следующую схему: 










4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических ситуационных задач или изучения демонстрационных препаратов.

Задания для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Строение бактериальной клетки»
Задание 1. Освоить метод окраски по Граму.

Преподаватель знакомит студентов с техническими приемами для приготовления мазка из смеси грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов. Преподаватель демонстрирует метод окрашивания микропрепаратов по Граму. Затем проводится иммерсионная микроскопия окрашенного мазка. Необходимо обратить внимание на цвет, в который окрасились палочки и кокки. 

Протокол  исследования:

Цель: Освоить сложный метод окраски по Граму.

	Исследуемый материал
	Ингредиенты окраски по 
Граму и время их
 действия
	Назначение основных
 ингредиентов
	Результат (рисунок 
с обозначениями)

	Смесь палочек и кокков
	1. Генцианвиолет 

    1-2 мин

2. Водный р-р Люголя

    1 мин

3.Этиловый спирт

   30-60 сек

4. Вода

    (промывают)

5. Водный р-р фуксина

    1-2 мин 
	Связывается с тейхоевыми кислотами и Mg солями РНК у Гр+ 

Закрепляет образо-вавшийся в п.1 комплекс у Гр+

Вымывает комплекс через широкие поры у Гр-
Промывает препарат

Окрашивает Гр- микроорганизмы
	      Гр+ 



Гр- 




Вывод: (Ответить на вопрос: Каков механизм окраски по Граму?).

Студентам на двоих предлагается 2 пробирки с агаровыми культурами палочек и кокков, микробиологическая петля, спиртовка, флакон со стерильным физиологическим раствором,  предметные стекла (2 шт.), реактивы для окрашивания препаратов по методу Грама, дистиллированная вода для промывания препаратов, эксикатор с держателем для предметных стекол, фильтровальная бумага, световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом. Каждый студент самостоятельно проводит приготовление мазка из смеси палочек и кокков, окрашивает его по методу Грама, проводит иммерсионную микроскопию полученного препарата, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта и его отношение к методу Грама. 

Решение.  Метод основан на способности микроорганизмов удерживать образующийся при окраске комплекс генцианового фиолетового и йода. 

У грамположительных микроорганизмов на поверхности клеток есть магниевые соли рибонуклеиновой кислоты; тейхоевые кислоты, которые прочно связывают комплекс генцианового фиолетового с йодом; наличие выраженного слоя пептидогликана (40 слоев); узкие поры клеточной стенки делают невозможным вымывание красителей. В результате грамположительные микроорганизмы окрашиваются в фиолетовый цвет.

У грамотрицательных микроорганизмов отсутствуют магниевые соли рибонуклеиновых кислот, тейхоевые кислоты, пептидогликановый слой представлен 3-4 слоями, широкие поры в клеточной стенке позволяют спирту легко вымывать краситель, бактерии обесцвечиваются и при дополнительном использовании фуксина бактерии окрашиваются в красный цвет.
Задание 2.  Изучить компоненты бактериальной клетки. 
Преподаватель сообщает студентам способы окраски препаратов для обнаружения тех или иных структурных компонентов бактериальной клетки. Напоминает технику иммерсионной микроскопии:

- подготовка микроскопа для работы

- освещение поля зрения

- проведение иммерсионной микроскопии

  При выполнении задания рассматриваются препараты: 

1) Плазмолиз дрожжей, окраска по Бурри-Гинсу;

2) Палочка со спорой, окраска по Граму;

3) Палочка со жгутиками, импрегнация серебром;

4) Палочка с капсулой в органе, окраска фуксином;

5) Дифтерийная палочка с зернами волютина, окраска метиленовым синим.

Необходимо обратить внимание на форму объектов и их относительные размеры.

Протокол  исследования:

Цель:  Изучить компоненты бактериальной клетки.

	Компонент 

бактериальной клетки
	Исследуемый материал
	Метод обнаружения, окраска
	Результат 

(рисунок с обозначениями)

	Клеточная стенка
	Плазмолиз дрожжей
	Микроскопический,

по Бурри-Гинсу
	                             Клеточная     

                                    стенка

Цитоплазма

	Капсула
	Палочка с капсулой 

в органе
	Микроскопический,

фуксином
	Фон (ткань            Палочка

          органов)


Капсула

	Споры
	Палочка со спорой
	Микроскопический,

метод Грама
	Палочка



Спора

	Жгутики
	Кишечная палочка
	Микроскопический,

импрегнация серебром 

(метод Грея)
	Палочка



Жгутики

	Внутрикле-точные включения
	Дифтерий-ная палочка 
	Микроскопический,

метиленовым синим
	Палочка



Зерна волютина


Студентам на двоих предлагается набор демонстрационных препаратов и световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом. Студент самостоятельно проводит иммерсионную микроскопию демонстрационных препаратов, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта. 
Вывод: (Ответить на вопросы: 1.Какое функциональное значение имеют изученные компоненты бактериальной клетки? 2. Какие два рода клинически значимых спорообразующих микроорганизмов Вы знаете? Чем они отличаются друг от друга по морфологическим свойствам?).
Решение 
1. Изученные компоненты бактериальной клетки имеют следующие значения:
- клеточная стенка - формообразование, защита, деление, метаболизм, 

  рецепторная функция; 

- капсула - предохранение бактерий от фагоцитоза и других защитных механизмов макроорганизма, создание дополнительного осмотического барьера, предохранение рецепторов клетки от бактериофага;

- споры - способ выживания бактерий при неблагоприятных условиях  

   внешней среды;
- жгутики - органеллы передвижения;

- внутриклеточные включения - продукты обмена бактериальной клетки, запас питательных веществ, пигменты.

2. Существует два клинически значимых рода спорообразующих микроорганизмов: бациллы и клостридии. Они отличаются между собой по соотношению диаметра спор и диаметра палочек: у бацилл диаметр спор не превышает ширину палочек, тогда как у клостридий диаметр спор значительно превышает ширину палочек и в результате бактерии приобретают характерную веретенообразную форму.

5. Методика оценки знаний студентов 
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов по внеучебное время по теме: «Строение бактериальной клетки»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответ на следующие вопросы:
1. Строение бактериальной клетки как результат эволюционной адаптации микроорганизмов:  

- клеточная стенка бактерий: роль, методы обнаружения;

- капсула: роль, методы обнаружения;  

- спора: роль, методы обнаружения; 

- жгутики: роль, методы обнаружения; 

- внутрибактериальные включения: роль, методы обнаружения 

2. Понятие о сложных методах окраски бактерий и их назначение. Механизм окраски по Граму. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:

1. Овладеть техникой окраски препаратов по методу Грама.

2. Изучить строение бактериальной клетки.
6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание (см. п. 3.4.)

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Методы изучения морфологии микроорганизмов» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы. 
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	5

	3.
	Входной тестовый контроль
	10

	4.
	Теоретический разбор материала
	25

	5.
	Перерыв
	15

	6.
	Самостоятельная работа студентов
	105

	7.
	Заключительный контроль
	30

	                                                                            ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение  занятия:

        Используются таблицы и стенды:

1. Метод Грама

2. Схема строения бактерий клеточной стенки Грам «+» и Грам «-» бактерий

3. Структура клеточной стенки 

4. Сложные методы окраски (на обратной стороне - споры бактерий)

5. Коринебактерии дифтерии

6. Палочка с капсулой

7. Схема строения бактериальной клетки 
8. Жгутики и ворсинки Salmonella thyphi
9. Различное расположение жгутиков у бактерий

7.3. Интеграция темы: «Строение бактериальной клетки»

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре  микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Строение клеточной стенки
	Кафедра биологии:

- строение цитоплазматической мембраны

- функция мембраны, рибосом, цитоплазмы

	2. Механизм окраски микроорганизмов
	Кафедра медицинской химии:

- химический состав пептидогликана

- взаимодействие красителей с тейхоевыми кислотами и солями  РНК


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Строение бактериальной клетки»
Необходимо обратить внимание студентов на то, что жгутики впервые описал Ф. Кон в 1972 г; впоследствии Р. Кох (1877) и Ф. Лефлер (1889) разработали способы их окраски. В. Пфеффер экспериментально обосновал представления о составе плазматической мембраны, транспорте субстратов, сенсорном процессе, регуляции ферментов и энергетическом метаболизме, далеко опередив свое время, заложив основы современной клеточной биологии. 

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Строение бактериальной клетки»:

1. Воробьев А.А., Гинцбург А.Л., Бондаренко В.М. Мир микробов //Вестник РАМН, 2000. №11. С.11-15.

2. Ермилова Е.В. Молекулярные аспекты адаптации прокариот. СПб.: Изд-во С.-Петербург. ун-та, 2007.

3. Коротяев А.И. Лищенко Н.Н. Молекулярная биология и медицина. М., 1987.

4. Методы общей бактериологии: пер. с англ. /Под ред. Ф.Герхардта и др. М. Мир, 1984. 

5. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология /Под редакцией акад. РАМН А.А. Воробьева. М., 2006.

6. Нолтинг Б. Новейшие методы исследования биосистем. М.: Техносфера, 2005.

7. Пиневич А.В. Микробиология, биология прокариотов (в 3-х томах) СПб.: Изд-во С.-Петербург. ун-та, 2007.

8. Сергиев В.П. и соавт. Человек и паразиты: пример сочетанной эволюции //Вестник РАМН, 2000. №11. С.15-18.

9. Современная микробиология. Прокариоты (в 2-х томах). /Под редакцией Й.Ленгелера, Г.Древса, Г. Шлегеля. М.: Мир, 2005.

ЗАНЯТИЕ   3
1. Тема занятия: «Сравнительная морфология микроорганизмов»
2. Цель занятия:

1.Освоить сложный метод окраски бактерий по Цилю-Нильсену (3 уровень).

2.Изучить сравнительную морфологию следующих групп микроорганизмов: простейших, грибов, бактерий, спирохет, риккетсий, вирусов (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия

3.1. Контроль учебной дисциплины.  Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины, и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы и цели занятия. Преподаватель формулирует тему и определяет цель занятия. Тема занятия – Сравнительная морфология микроорганизмов. При постановке цели указывается на прикладное значение теоретических знаний темы для их применения в рамках микроскопического метода диагностики заболеваний микробной этиологии. Преподаватель определяет порядок работы на занятии: 1.Тестовый контроль. 2.Теоретический разбор материала. 3. Выполнение практических работ.


3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов. Преподаватель должен дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недостаточной подготовкой студента к занятию нужно привлекать студентов группы. Если вопрос связан со сложностью усвоения материала можно ответить совместно со студентами, дополняя их. Студентов, задавших интересные, проблемные вопросы нужно отметить и учитывать их активность при выставлении итоговой оценки за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и заполнить таблицу «Отличительные признаки основных групп микроорганизмов».

Отличительные признаки основных групп микроорганизмов

	
	Место в системе 

организмов (заполняется студентами)
	Ядро   
(заполняется 
студентами)
	Оболочка  
 (заполняется 
студентами)

	Простейшие
	эукариот
	дифференци-рованное
	покровные 
образования

	Спирохеты
	прокариот
	нуклеоид
	покровные 
образования

	Грибы
	эукариот
	дифференциро-ванное ядро
	клеточная стенка

	Бактерии
	прокариот
	нуклеоид
	клеточная стенка

	Риккетсии
	прокариот
	нуклеоид
	клеточная стенка

	Вирусы
	доклеточные

формы жизни
	днк/рнк
	капсид

	Хламидии
	прокариот
	нуклеоид
	клеточная стенка

	Микоплазмы
	прокариот
	нуклеоид
	покровные 
образования


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала
        Преподаватель ставит перед студентами и обсуждает с ними следующие вопросы по теме:

- Основные группы микроорганизмов и их взаиморасположение (эволюция) в природе. При разборе этого материала необходимо обратить внимание на систематику микроорганизмов, выделить таксономические категории: три царства микроорганизмов и привести примеры микроорганизмов, относящихся к каждому из царств, дать определение понятиям «вид», «штамм» и привести примеры. Выделить таксономические категории внутри вида:  серовары, фаговары, резистовары, биовары. 

- Сравнительная морфология простейших, грибов, бактерий, спирохет, риккетсий и вирусов. Разбор этого вопроса целесообразно проводить именно в плане сопоставления, выявления общих морфологических признаков между основными группами микроорганизмов и отличительных черт. 

- Механизм окраски микроорганизмов по Цилю-Нильсену. При обсуждении этого вопроса необходимо выяснить варианты микроорганизмов по отношению к окраске по Цилю-Нильсену. Определить химические особенности микробных клеток, являющиеся основой для дифференциации бактерий на кислотоустойчивые и кислотонеустойчивые. Для этого можно совместно со студентами написать на доске в два столбца особенности строения клеточной стенки и химического состава кислотоустойчивых и кислотонеустойчивых. Разобрать основные этапы механизма окраски кислотоустойчивых и кислотонеустойчивых бактерий. По окончании обсуждения этого раздела можно продемонстрировать следующую схему:








4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических задач и изучения микропрепаратов.

Задания для индивидуальной практической работы студентов 
по теме: «Сравнительная морфология микроорганизмов»
Задание 1. Овладеть методом окраски по Циль-Нильсену 

Для овладения методом студентам предлагается готовый мазок из смеси кислотоустойчивых и кислотонеустойчивых микроорганизмов. Преподаватель демонстрирует метод окрашивания микропрепаратов по Цилю-Нильсену. Затем проводится иммерсионная микроскопия окрашенного мазка. Необходимо обратить внимание на цвет, в который окрасились палочки и кокки. 

Протокол  исследования:

Цель: Овладеть методом окраски по Цилю-Нильсену.

	Исследуемый материал
	Ингредиенты окраски по Циль-Нильсену и время их действия
	Назначение основных ингредиентов
	Результат (рисунок с обозначениями)

	Смесь кислотоустойчи-вых палочек и некислото-устойчивых кокков
	 1.Карболовый 

   раствор фуксина,

   подогрев 3-5 мин

 2. Вода
 3,5% р-р серной

   кислоты    1-2 мин
 4. Вода (промывают)

 5. Водный раствор метиленового синего 3-5 мин. 
	Связывается с липидами, восками, оксикислотами у кислотоустойчивых

Промывание 

Обесцвечивает комплекс, образовавшийся в п.1 у кислотонеустойчивых 

Промывание
Окрашивает кислотонеустойчивые микроорганизмы
	Кислотонеустойчивые 




Кислотоустойчивые 




Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Каков механизм окраски по Цилю-Нильсену? 2. В диагностике каких заболеваний используется микроскопический метод с применением окраски по Цилю-Нильсену).

Студентам на двоих предлагается предметное стекло с готовым мазком из смеси кислотоустойчивых палочек и кислотонеустойчивых кокков,  спиртовка, реактивы для окрашивания препаратов по методу Циля-Нильсена, дистиллированная вода для промывания препаратов, эксикатор с держателем для предметных стекол, фильтровальная бумага, световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом. Каждый студент самостоятельно окрашивает мазок по методу Циля-Нильсена, проводит иммерсионную микроскопию полученного препарата, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта и его отношение к методу Циля-Нильсена. 

Решение.  Механизм окраски по Цилю-Нильсену заключается в том, что кислотоустойчивые бактерии за счет высокого содержания в клеточной стенки и цитоплазме липидов, восков и оксикислот прочно связывают карболовый фуксин при нагревании, не обесцвечиваются кислотой и потому окрашиваются в красный цвет.
Микроскопический метод с применением окраски по Цилю-Нильсену применяется при диагностике туберкулеза, лепры, выявления спор микроорганизмов в обследуемых объектах. 
Задание 2. Изучить морфологию основных групп микроорганизмов  - бактерий, спирохет, риккетсий, вирусов.

 Преподаватель сообщает студентам способы окраски препаратов для обнаружения тех или иных групп микроорганизмов. Необходимо напомнить технику иммерсионной микроскопии: подготовка микроскопа для работы; освещение поля зрения; проведение иммерсионной микроскопии

При выполнении задания рассматриваются препараты: стафилококки, стрептококки, кишечная палочка, стрептобацилла, холерный вибрион, риккетсии Провачека, лептоспиры, вирус натуральной оспы. Необходимо обратить внимание на форму, относительные размеры, взаиморасположение объектов.

Протокол  исследования:

Цель: Изучить морфологию основных групп микроорганизмов: бактерий, спирохет, риккетсий, вирусов.

	Микроорганизмы
	Рисунок
	Метод окраски

	Бактерии
	Стафилококки
	

	метод Грама

	
	Стрептококки
	

	метод Грама

	
	Кишечные палочки
	

	метод Грама

	
	Стрептобациллы
	

	метод Грама

	
	Холерные 
вибрионы
	

	метод Грама

	
	Сарцины


	
	метод Грама

	Спирохеты
	Трепонемы
	

	Негативный метод окраски

	Риккетсии
	Риккетсии

Провачека
	

	Окраска по

Романовскому- Гимзе

	Вирусы
	Вирус натуральной оспы
	

	Окраска

серебрением

по Морозову


Вывод: (Ответить на вопрос, как окрашиваются по Граму стафилококки, стрептококки, кишечные палочки, стрептобациллы, холерные вибрионы?).
Студентам на двоих предлагается набор препаратов и световой микроскоп с иммерсионным объективом, флакон с иммерсионным маслом. Каждый студент самостоятельно проводит иммерсионную микроскопию препаратов, зарисовывает увиденные объекты, стрелками обозначает наименование каждого наблюдаемого объекта. 

Стафилококки, стрептококки и стрептобацилла окрашиваются по Граму в фиолетовый цвет, так  как они являются грамположительными микроорганизмами; кишечные палочки и холерные вибрионы являются грамотрицательными и окрашиваются в красный цвет.
5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации СРС ВУВ по теме «Сравнительная морфология микроорганизмов»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответ на следующие вопросы:

1. Основные группы микроорганизмов и их взаиморасположение в природе. 

2. Связь формы и содержания, морфологии и функции на примере морфологии отдельных групп микроорганизмов.

3. Сравнительная морфология простейших, грибов, бактерий (разных таксонов), спирохет, риккетсий, микоплазм, хламидий, вирусов. 

4. Механизм окраски по Цилю-Нильсену.

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 
1. Овладеть техникой иммерсионной микроскопии, оценить результаты окраски микроорганизмов по Цилю-Нильсену.

2. Сравнительное изучение препаратов из микроорганизмов.

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание (см.      пункт 3.4.).

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Методы изучения морфологии микроорганизмов» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы 
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Входной тестовый контроль
	10

	4.
	Теоретический разбор материала
	25

	5.
	Перерыв
	15

	6.
	Самостоятельная работа студентов
	105

	7.
	Заключительный контроль
	30

	                                                                          ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение  занятия:

        Используются таблицы и стенды:

1. Кокковидные и палочковидные формы бактерий. 

2. Сложные методы окраски.

3. Морфологические группы бактериофагов.

4. Круглые формы бактерий.

5. Спирохеты. 

7.3. Интеграция темы «Сравнительная морфология микроорганизмов»

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре  микробиологии
	Интеграция вопросов 
на других  кафедрах

	1. Метод окраски по Цилю-Нильсену
	Кафедра биохимии: Химический состав клеточной стенки кислотоустойчивых и некислотоустойчивых микроорганизмов

	2. Сравнительная морфология микроорганизмов
	Кафедра биологии: Морфологические особенности  грибов, простейших 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Сравнительная морфология микроорганизмов»
Необходимо напомнить студентам на правила поведения и работы в бактериологической лаборатории, требования к тщательности и аккуратности проводимых манипуляций. Обратить внимание на правильное наименование различных структур бактериальной клетки, аккуратное оформление протоколов (рисунки, подписи к ним). Отметить, что благодаря развитию методов микроскопии и культивирования Р.Кох, Л.Пастер и другие исследователи открыли 95 возбудителей заразных болезней (с 1870 по 1890 гг.). Имена первооткрывателей остались в названиях микробов – нейсерии, палочка Лефлера, клебсиелла, эшерихии, сальмонеллы и т.д.
7.5. Литература для преподавателей по теме «Строение бактериальной клетки»:

1. Ермилова Е.В. Молекулярные аспекты адаптации прокариот. СПб.: Изд-во С.-Петерб. ун-та, 2007.

2. Коротяев А.И. Лищенко Н.Н. Молекулярная биология и медицина. М., 1987. 

3. Коротяев А.И., Бабичев С.А. Медицинская микробиология, иммунология, вирусология. СПб., 1998.  

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология /Под редакцией акад. РАМН А.А. Воробьева. М., 2006.

5. Нолтинг Б. Новейшие методы исследования биосистем. М.: Техносфера, 2005.

6. Пиневич А.В. Микробиология, биология прокариотов (в 3-х томах). СПб.: Изд-во С.-Петерб. Ун-та, 2007. 

7. Современная микробиология. Прокариоты (в 2-х томах). /Под редакцией Й.Ленгелера, Г.Древса, Г. Шлегеля. М.: Мир, 2005. 

ГЛАВА  2.  Физиология  микроорганизмов
Занятие  1
1. Тема занятия: «Питание, дыхание и размножение микроорганизмов. Бактериологический метод диагностики»

2. Цель занятия:

- Изучить условия и методы культивирования микроорганизмов           (1 уровень усвоения).

- Овладеть бактериологическим методом диагностики (3 уровень усвоения).   

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины.  Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины, и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 
Преподаватель обосновывает важность изучения физиологии микроорганизмов для практической деятельности медицинских работников.  Преподаватель называет тему и цель занятия, указывая на прикладное значение теоретических знаний темы для их применения в рамках бактериологического метода диагностики – важнейшего исследования для постановки этиологического диагноза инфекционного заболевания. 

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию 

3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
         Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и  заполнить учебную таблицу по основным знаниям физиологии микроорганизмов.
Среды для культивирования разных групп микроорганизмов

	Группы

микроорганизмов
	Тип

питания
	Тип

дыхания
	Пример

питательной среды

	1.Стафилококки
	Факультатив-ные паразиты
	Факультатив-ные 
анаэробы
	МПА, ЖСА

	2. Клостридии
	Сапрофиты
	Облигатные анаэробы
	Китт-Тароцци, СКС

	3. Вирусы
	Облигатные паразиты
	Дыхание 
отсутствует
	Культура клеток, куриный эмбрион, организм восприимчивого животного


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

         - Питание микроорганизмов. При обсуждении этого вопроса выясняется механизм питания прокариот и его отличительные черты. Определяются различия микроорганизмов по типам питания  с примерами конкретных видов и их связь с патогенностью для человека. Решается вопрос выбора питательных сред для различных  по типам питания групп микроорганизмов. Обязательно использовать в процессе обсуждения таблицу «Питательные среды» и демонстрационные препараты различных питательных сред.

          -  Дыхание микроорганизмов. Дается определение понятия «Дыхание микроорганизмов». Выясняются различия микробов по типам дыхания с примерами конкретных видов. Решаются вопросы создания условий для  культивирования микроаэрофилов и облигатных анаэробов. При обсуждении необходимо использовать  наглядный материал: эксикатор, анаэростат, специальные среды.

         -  Размножение микроорганизмов. При обсуждении этого вопроса выясняются способы размножения патогенных микроорганизмов и динамика размножения бактериальной популяции в периодической культуре. Обращается внимание студентов на прикладное значение этих знаний для культивирования микробов, в частности для определения времени культивирования большинства патогенов (18-24 часа). Целесообразно использование доски для построения графика размножения бактериальной популяции. 

         - Отношение микроорганизмов к температуре. Выясняются основные температурные параметры культивирования. Приводятся конкретные примеры. Можно в качестве иллюстрации показать студентам термостатную комнату и термостат. Используется таблица «Отношение микробов к температуре».

          -  Практическое использование культивирования микроорганизмов. При обсуждении этого вопроса определяется медицинское и промышленное значение культивирования микроорганизмов, в частности  при проведении бактериологического метода диагностики и для биотехнологических процессов.

           -Бактериологический метод диагностики. При обсуждении этого  вопроса выясняются основные моменты долабораторного этапа – забор, транспортировка исследуемого материала и  оформление сопроводительных документов. Четко должны быть сформулированы этапы исследования, методика их проведения, недостатки и достоинства метода, а также его диагностическая ценность. В процессе обсуждения вопросов необходимо использовать таблицы «Этапы бактериологического метода диагностики», «Методы выделения чистых культур микроорганизмов» и демонстрационный материал. 

4. Методика проведения практической части занятия

    
Работа выполняется индивидуально в виде решения практической ситуационной задачи или  изучения демонстрационных препаратов.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Питание, дыхание и размножение  микроорганизмов. Бактериологический метод диагностики» 

           Задача  1.   Освоить бактериологический метод диагностики.
             Преподаватель знакомит студентов с техническими приемами, необходимыми  для проведения бактериологического метода диагностики:

· техника механического разобщения бактерий при посеве исследуемого материала;

· методика оценки выросших колоний;

· техника отсева колонии на скошенный агар для выделения чистой культуры и приготовления микропрепарата из колонии;

· методика определения биохимической активности микробов  с использованием тест-систем;

· методика определения вида возбудителя с использованием определителя Берджи. 

           
 В бактериологическую лабораторию поступил исследуемый материал (испражнения) от больного с предварительным диагнозом: «Пищевая токсикоинфекция?». При микроскопии материала обнаружены грамположительные кокки и грамотрицательные палочки. Выделите чистые культуры микроорганизмов, проведите их идентификацию. Определите этиологию пищевой токсикоинфекции (ПТИ).
Протокол  исследования:

Цель: Освоить бактериологический метод диагностики.

	                                   1 этап. Выделение чистой культуры

	                               1 день
	           2 день
	   3 день

	Иссле-дуемый мате-риал
	Микроскопия исследуемого материала

(рис.)
	Метод

выделе-

ния чистой

культуры
	Среда

для

посева
	Характе-ристика

колоний
	Микроско-пия колоний

(рис.)
	Микроскопия чистой

культуры

(рис.)


	Испраж-нения в разведе-нии  10-6
	
	Метод механического разоб-щения бактерий при посеве
	МПА
	1. Крупные полупроз-рачные с неровными краями

2. Мелкие круглые пигменти-рованные (желтый пигмент)


	1.

2.
	1.

2.

	2 этап. Идентификация чистой культуры



	4 день

	Биохимические свойства   

	Энтеротест  -  E.coli

	H2S     
 -
	MAN
-
	LYS+
	IND +
	ORN-
	SCI

 -
	URE  -
	ONP  -
	VPT+
	INO

+
	LIP

 +
	PHE

  +

	Стафитест  - S. aureus

	GLY

+
	SUC

     +
	TRE

   +
	MAN

   +
	URE

   +
	VPT

     +
	NIT

    +
	CAT

     +


   
Вывод: (Ответить на вопросы: 1.Виды выделенных микроорганизмов (латинская  транскрипция). 2. Можно ли на основании полученных результатов сделать заключение об этиологии ПТИ? Почему?)

Студентам на двоих предлагается следующий материал для освоения навыка проведения бактериологического исследования и оценки его результатов: пробирка с исследуемым материалом «Испражнения», среда для посева (МПА в чашке Петри), выросшие на чашке Петри колонии 2-х типов, две пробирки с чистым скошенным агаром для индивидуальной работы,  две пробирки с выросшими чистыми культурами, демонстрационный планшет с тест-системами для биохимической идентификации, расшифровочные таблицы (энтеротест и стафитест).  

Решение задачи. Студент проводит исследование согласно методике, учитывает результаты, заполняет протокол и делает вывод: «В результате проведения бактериологического метода диагностики выделены и идентифицированы: 1. S. аureus; 2. E. сoli. Возбудителем пищевой токсикоинфекции является S.  аureus, т.к. в норме в кишечнике не содержится и выделен в большом количестве (исходя из разведения исследуемого материала до 10-6,  ПМО выделенного золотистого стафилококка превышает 106 КОЕ/мл, что является диагностическим критерием этиологической значимости микроба). E. сoli – представитель нормальной микрофлоры кишечника”. 

Задание 2.  Изучите методы культивирования анаэробов.

Протокол  исследования:

Цель: Изучить методы культивирования анаэробов.

	Методы, среды
	Условия создания анаэробиоза

	1. Физический
	Анаэростат - замена воздушной смеси инертным газом   

	2. Химический
	Эксикатор, Газпак – использование химических веществ - редуцентов кислорода  

	3. Биологический
	Сокультивирование аэробов и анаэробов без доступа кислорода.   

	4. Специальные среды:

         - Китт-Тароцци   
	- Питательный бульон с глюкозой, на поверхности слой стерильного масла, в бульоне кусочек пористого органа.   

	         - Вильсона-Блер
	- Высокий столбик агара с солями металлов, посев уколом.  

	         - СКС (среда контроля 

            стерильности)
	- Высокий столбик 0,3% агара с тиогликолевой кислотой, посев уколом 



          Студенту предлагается изучить демонстрационные препараты и наглядные пособия: анаэростат, эксикатор, чашку Петри с сокультивированием аэробов и анаэробов, штатив со специальными средами для культивирования анаэробов. По результатам работы студент заполняет протокол.

5. Методика оценки знаний студентов

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме:  «Питание, дыхание и размножение микроорганизмов. Бактериологический метод диагностики»

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:
1. Физиологическая роль питания и дыхания у бактерий.

2. Дифференциация микроорганизмов по типу дыхания, питания и отношению к температуре.

3. Динамика роста бактериальной популяции в жидкой питательной среде.

4. Практическое использование знаний о физиологии микроорганизмов. Условия культивирования бактерий:

а)типы питательных сред;

б)культивирование факультативных и облигатных паразитов;

в)культивирование анаэробов.

5. Методы выделения чистых культур.

6. Бактериологический метод диагностики. Цель. Этапы. Диагностическая ценность.
6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические  навыки и умения.

1. Выделить из смеси бактерий чистую культуру и осуществить ее идентификацию - овладеть бактериологическим методом диагностики 

     2.  Изучить методы культивирования  анаэробов. 

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание: в тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу (см. пункт 3.4.)

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Питание, дыхание и размножение бактерий. Бактериологический метод» (3 астрономических часа)

	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Обсуждение вопросов студентов по теме занятия.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв.
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов.
	90

	8.
	Заключительный контроль.
	30

	
	                                                                    ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:

       Учебные таблицы и стенды:

· Методы выделения чистых культур бактерий

· Питательные среды

· Этапы бактериологического метода диагностики

· Отношение бактерий к температуре

· Механическое разобщение бактерий при посеве

· Принципы и методы лабораторной диагностики

7.3. Интеграция темы «Питание, дыхание и размножение бактерий. Бактериологический метод» 
	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах



	1.Физиологические закономерности питания, дыхания и размножения микробов
	Кафедра общей биологии: Обмен веществ как свойство живого. Типы питания, дыхания и размножения.

Кафедра биохимии: Основные биохимические процессы, сопровождающие катаболизм и анаболизм живой клетки. 




 7.4. Элементы  деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Питание, дыхание и размножение бактерий. Бактериологический метод»

   Перед обсуждением темы занятия можно заслушать 3-5 минутное студенческое сообщение о личности и вкладе в развитие микробиологии Р.Коха. Отметить, что длительная и кропотливая работа Р.Коха,  подбиравшего питательные среды, увенчалась успехом. Используя свернувшуюся кровяную сыворотку, Р.Кох на 5-й день получил рост капризной туберкулезной бактерии. Следует напомнить студентам, что с именем Коха связан ряд вошедших в медицинскую терминологию дефиниций: палочка Коха, линзы Коха, реакция Коха, старый туберкулин Коха, стерилизатор Коха, триада Коха. Еще раз обратить внимание студентов на правила поведения и работы в бактериологической лаборатории, требования к тщательности и аккуратности проводимых бактериологических исследований.

7.5. Литература  для преподавателей по теме «Питание, дыхание, размножение микроорганизмов. Бактериологический метод диагностики»:                                     

1. Бухарин О.В., Литвин В.Ю. Патогенные бактерии в природных экосистемах. Екатеринбург, 1997. 

2. Ермилова Е.В. Молекулярные аспекты адаптации прокариот. СПб.: Изд-во С.-Петербург.ун-та, 2007.

3. Коротяев А.И., Лищенко Н.Н. Молекулярная биология и медицина. М., 1987. 

4. Коротяев А.И., Бабичев С.А. Медицинская микробиология, иммунология, вирусология. Спб., 1998.  

5. Современная микробиология: Прокариоты: В 2-х томах /Под ред. Й.Ленгелера, Г.Древса, Г.Шлегеля. – М.: Мир, 2005.

Занятие   2

1. Тема занятия: «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»
2. Цель занятия:

- Изучить действие физических и химических факторов  на микроорганизмы (1 уровень усвоения).

- Ознакомиться с практическим использованием в медицине результатов действия  абиотических факторов на микроорганизмы (2 уровень усвоения).

- Усвоить принципы микробиологической оценки качества стерилизации и дезинфекции (3 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины.  Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины,  и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 
Преподаватель называет тему и цель занятия, указывая на прикладное значение теоретических знаний темы для их применения в практическом здравоохранении, где с целью проведения профилактических и лечебных мероприятий широко используют губительное действие факторов для обеззараживания объектов внешней среды, уничтожения микробов на поверхности тела и в организме человека. Преподаватель определяет порядок работы на занятии: 1.Тестовый контроль. 2. Теоретический разбор материала. 3. Экскурсия в автоклавную. 4.Выполнение практических работ.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию 

3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
          Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и  заполнить учебную таблицу.

Практическое использование антимикробных химических веществ

	Название
	С какой целью

используется

(мероприятие)
(заполняют студенты)
	Результат действия на микроорганизм
(заполняют студенты)
	Результат действия на макроорганизм
(заполняют студенты)

	1. Фурациллин

2. Хлорамин

3. Тетрациклин

4. Йод  
	Антисептика

Дезинфекция

Химиотерапия

Антисептика
	Губительное

Губительное

Губительное

Губительное
	Индифферентное

Губительное

Избирательное

Индифферентное


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

    
 - Группы факторов внешней среды, воздействующие на микроорганизмы. При обсуждении вопроса приводятся конкретные примеры факторов внешней среды. Используется учебная таблица «Влияние факторов внешней среды на микроорганизмы».

     
- Результаты действия факторов внешней среды на микроорганизмы. Обсуждаются возможные варианты результатов действия факторов и приводятся примеры их конкретного практического применения.

      
- Условия, определяющие результат действия фактора. При обсуждении вопроса приводятся конкретные примеры зависимости результата действия от свойств и параметров факторов и объектов воздействия. Целесообразно при ответах студентов использовать в качестве иллюстрации демонстрационный материал практических работ. 

      
- Варианты губительного действия факторов внешней среды на микробы. При обсуждении оценивается  клиническое значение этих вариантов при химиотерапии.

      
- Практическое использование губительного действия факторов внешней среды на микробы. При обсуждении вопроса выясняется  сущность таких мероприятий, как  стерилизация, дезинфекция, антисептика, химиотерапия, асептика. 

      
- Химиотерапия инфекционных болезней. Выясняются основные свойства химиопрепаратов, понятие химиотерапевтического индекса. Используются учебные планшеты «Основные группы химиопрепаратов».

4. Методика проведения практической части занятия

       Работа выполняется   индивидуально в виде решения практических ситуационных задач.   Преподаватель обращает внимание студентов на самостоятельую работу при выполнении исследований, согласно методикам «Руководства к практическим занятиям по микробиологии, иммунологии и вирусологии».  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: 

«Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»

    
Задача 1. В смыве с операционных инструментов при микроскопии обнаружена смесь  спорообразующих и неспороносных бактерий. Рекомендуется  прокипятить инструменты при  1000 С в  течение 5 минут и установить результат воздействия на различные формы бактерий. Определите, достаточен ли предлагаемый режим для  стерилизации инструментов. 

Протокол  исследования:

Цель: Освоить принципы микробиологической оценки режима стерилизации хирургических инструментов.

	Микроско-пия смыва с операцион-ных инструментов (рис.)
	Результаты посева смыва с операционных инструментов

	
	До кипячения
	После кипячения

	
	Количество

типов

колоний
	Микроскопия

колоний

разных

типов (рис.)
	Количество

типов

колоний
	Микроскопия колоний

разных типов

(рис.)

	
	два
	1.

2.


	один
	1.


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Объясните различие эффективности воздействия температуры на исследуемые бактерии. 2. Оцените целесообразность предложенного режима для обработки инструментов). 

   
Студенту предлагается следующий материал для проведения исследования и оценки результатов: пробирка с исследуемым материалом «Смыв с инструментов»; готовый микропрепарат смыва с инструментов; чашка Петри с чистым МПА, поделенная пополам; чашка Петри с ростом колоний 2-х типов до прогревания и 1-го типа после прогревания; водяная баня для прогревания исследуемого материала..         

Решение задачи.  Студент проводит необходимые исследования,  учитывает результаты, заполняет протокол и делает вывод: «Данный режим обработки инструментов использовать нецелесообразно, так как не достигнута стерильность материала. Под действием данной температуры погибают только неспорообразующие микроорганизмы».  
Задача 2. Лабораторную посуду после работы с патогенным стафилококком   необходимо подвергнуть дезинфекции 5% карболовой кислотой. Отработайте временной режим губительного действия карболовой кислоты на стафилококк.   

Протокол  исследования:

Цель: Оценить действие карболовой кислоты на стафилококк.

	Вид бактерий
	Результат действия 5% карболовой кислоты

	
	Через 10 минут

Рост (есть, нет)
	Через 30 минут

Рост (есть, нет)

	S. aureus
	Рост есть
	Роста нет


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. От чего зависит результат эффективного действия карболовой кислоты на стафилококк? 2. Какой режим обработки лабораторной посуды Вы рекомендуете?).   

   
Студенту  предлагается следующий материал для проведения исследования и оценки результатов: пробирка со взвесью стафилококка; пробирка с 5% карболовой кислотой; пастеровская пипетка; две пробирки с чистым скошенным агаром;  две демострационные пробирки с результатами посева через 10 минут – рост микроба есть и через 30 минут – роста микроба нет.

Решение задачи.     Студент проводит необходимые исследования, учитывает результаты, заполняет протокол и делает вывод: «Результат действия 5% карболовой кислоты на стафилококк зависит от экспозиции. Режим обработки лабораторной посуды не менее 30 минут».          

Задача 3. При посеве воздуха из операционной выделена культура золотистого стафилококка. Необходимо установить эффективный временной режим стерилизации воздуха операционной ультрафиолетовыми лучами.

Протокол  исследования:

Цель: Оценить действие УФЛ на взвесь неспорообразующих бактерий.

	Вид

бактерий
	Результат действия УФЛ

	
	Экспозиция 10 мин.(рис.)
	Экспозиция 30 мин (рис.)

	S. aureus
	Рисунок чашки со сплошным ростом стафилококка
	Рисунок чашки с ростом культуры и стерильной зоной (в виде буквы «М»)


Вывод: (Ответить на вопрос: Какой режим воздействия УФЛ Вы рекомендуете для стерилизации операционной и почему?). 

    
Студенту предлагается следующий материал для учета результатов исследования: шаблон картонный в виде буквы «М»; демонстрационная чашка Петри с результатом воздействия УФЛ 10 минут - сплошной рост микроба; демонстрационная чашка Петри с результатом действия УФЛ 30 минут – видна зона стерильности, соответствующая шаблону.

   
Решение задачи. Студент учитывает результаты опыта, заполняет протокол, делает вывод: «Для стерилизации операционной необходима 30-минутная экспозиция УФЛ, так как именно такой режим губительно воздействует на стафилококк».

   
Задание 4. Ознакомьтесь с правилами и режимом работы автоклава, основными методами стерилизации.     
Протокол  исследования:

Цель: Ознакомиться с правилами и режимом работы автоклава, основными методами стерилизации.      

	Метод стерилизации
	Действующие

факторы
	Режим

стерилизации
	Контроль

качества

стерилизции

	1. Автоклавирование

2. Сухожаровой шкаф 

3. Дробная стерилизация
	Температура, давление, пар

Температура

Температура, давление, кратность воздействия
	124- 1320 С; 

1,5 –2 атм.; 

20-40 мин.

160-1800 С;

60-90 мин

до 1000 С;

0,5 атм.;

3-5 кратно с интервалом 

18-24 часа
	Химические тесты -  вещества с соответствующей температурой плавления. 

Биологические тесты – споры микроорганизмов.

Микробиологичес-кий тест – посевы стерильного материала или смывов.


Вывод: (Ответить на вопрос: В чем преимущество автоклавирования перед другими температурными методами стерилизации?)

Студенту предлагается экскурсия в автоклавную, во время которой он  знакомится с устройством, правилами  и режимом работы автоклава,  принципами основных методов стерилизации, методами контроля стерильности сред и материалов, оформляет протокол и делает вывод: «Автоклавирование более эффективный и экономный способ стерилизации за счет сочетания воздействующих факторов».

5. Методика оценки знаний студентов

 Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме:  «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

1.Факторы внешней среды, действующие на микроорганизмы.

2.Результаты действия факторов внешней среды на микроорганизмы.

3. Условия, определяющие  результат действие факторов.

4.Практическое использование знаний о воздействии факторов внешней среды на микробы – культивирование, стерилизация, дезинфекция, антисептика, химиотерапия.

5.Понятие об асептике.

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие навыки и умения: 

- Оценить эффективность различных режимов стерилизации и дезинфекции.

    - Ознакомиться с работой автоклава.

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание: в тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу (см. п. 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы».  (3 астрономических часа)

	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Обсуждение вопросов студентов по теме занятия.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв.
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов.
	90

	8.
	Заключительный контроль.
	30

	
	                                                                        ИТОГО
	195


7.2.  Материальное обеспечение занятия:

            Учебные таблицы и стенды:

- Влияние факторов внешней среды на  микроорганизмы.

7.3. Интеграция темы  «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»                                             

	Вопросы, обсуждаемые, на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 

кафедрах

	1. Стерилизация, асептика, антисептика
	Кафедра общей хирургии: Виды асептики, антисептика

	2. Химиотерапия
	Кафедра фармакологии: Химиотерапевтические средства. Принципы химиотерапии.


 7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»

Перед началом занятия можно прослушать 3-5 минутное студенческое сообщение о разработке основ химиотерапии П. Эрлихом. Целесообразно вспомнить заслуги Н.И. Пирогова в разработке теории асептики и применении им практических мероприятий в хирургии. Кроме того, отметить, что еще за 100 лет до Л. Пастера М.М. Тереховский знал методы аттенуации микроорганизмов, занимаясь экспериментальной микробиологией. Напомнить студентам об американском исследователе Джеймсе Мерфи, который первым разработал (конец 19, начало 20 века) лиофилизацию – метод высушивания из замороженного состояния, при котором сохраняется биологическая активность биоматериалов, микроорганизмов. Обратить внимание студентов на введенное Е.Х. Сполдингом (1972) понятие «критичности» медицинских устройств. Критическими, т.е. наиболее опасными для инфицирования являются устройства, нарушающие целостность тканей организма, внедряющиеся в ткани – это все хирургические инструменты, включая инвазивные эндоскопы. Полукритические контактируют со слизистыми (эндоскопы, зонды, катетеры). Некритические – предметы, контактирующие с неповрежденной кожей (стетоскопы и др.).

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Действие физических и химических факторов на микроорганизмы»
1. Гинцбург А.Л., Романова Ю.М. Некультивируемые формы бактерий и их роль в сохранении возбудителей сапронозов во внешней среде //Журн.микробиол., 1997. № 3. С.116-121. 

2. Коротяев А.И., Бабичев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. СПб., 1998. 

3. Литвин В.Ю. и соавт. Эколого-генетические механизмы перехода Salmonella typhimurium в покоящееся состояние в окружающей среде //Журн.микробиол., 2001. № 6,.С.32-36. 

4. Марьин В.А. Рост, пассивация и отмирание микроорганизмов. Сб.научных трудов. М., 2004. С.198-210. 

5. Шандала М.Г. Дезинфектологические проблемы медицинской эндоскопии //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 6.  С.8-12. 

ЗАНЯТИЕ  3

1. Тема занятия: «Действие биологических факторов на микроорганизмы. Генетика   микроорганизмов»
2. Цель занятия:
- Изучить действие биологических факторов на микроорганизмы         (1 уровень усвоения).

- Овладеть навыком оценки антибиотикограммы  и подбора терапевтических концентраций  антибиотиков (3 уровень усвоения).

- Изучить формы и механизмы изменчивости микробов (1 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины. Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины,  и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы и цели занятия
Преподаватель называет тему и цель занятия. Обращает внимание студентов на важность для деятельности врача любой специальности понимания теоретических основ антибиотикотерапии, без которого  невозможно грамотное применение этого важнейшего терапевтического  воздействия. Преподаватель определяет порядок работы на занятии: 1.Тестовый контроль. 2. Теоретический разбор материала. 3.Выполнение практических работ.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию
3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
         Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и  заполнить учебную таблицу.

Практическое использование антимикробных лекарственных препаратов

	Название

препарата
	Состав
	Группа
	Механизм

действия
	Показания к

применению

	
	Заполняют    студенты

	1.Пенициллин

2.Лактобактерин

3.Дизентерийный 

   бактериофаг
	Продукт метаболиз-ма грибков 

Живые лактоба-циллы

Живые вирусы бактерий
	Антибио-тики

Эубиоти-ки

Бактерио-фаги
	Нарушает синтез клеточной стенки – бактерицидное действие.

Антагонистическое действие на патогенные микроорганизмы посредством выделения бактериоцинов.

Специфический лизис бактерий.
	Этиотропная химиотерапия инфекционных болезней.

Этиотропная терапия кишечных инфекций, профилактика и лечение дисбиозов

Этиотропная терапия и экстренная профилактика инфекций.


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

- История открытия антибиотиков. При обсуждении этого вопроса необходимо выяснить вклад А.Флеминга, З.В. Ермольевой, З. Ваксмана в открытие и создание первых антибиотиков.

- Биологическая сущность антибиотиков. При обсуждении этого вопроса дается определение антибиотиков, выясняется их  биологическая роль как средств межвидового антагонизма. 

- Классификация антибиотиков по происхождению. Выясняются достоинства и недостатки основных групп антибиотиков. Приводятся примеры представителей каждой группы. Особое внимание уделяется роли универсального природного антибиотика лизоцима. Можно привести материалы по его изучению сотрудниками кафедры и академии.

- Основные фармакологические группы антибиотиков. При обсуждении этого вопроса необходимо использовать таблицу «Основные группы антибиотиков» и учебный демонстрационный планшет.

- Механизм действия антибиотиков. При обсуждении этого вопроса  указываются точки приложения  антибиотиков в бактериальной клетке, при этом необходимо вспомнить об обязательных структурных компонентах микробной клетки. В процессе обсуждения можно использовать рисование на доске или таблицу «Основные группы антибиотиков».

- Осложнения при антибиотикотерапии. Выясняются причины возникновения токсического действия антибиотиков, дисбактериоза, аллергических проявлений, иммуносупрессии, формирования антибиотикорезистентности. Следует обратить внимание студентов на невозможность полного устранения  побочных явлений при антибиотикотерапии, но в то же время максимальное их нивелирование при использовании принципов рациональной антибиотикотерапии.  

- Эубиотики как средства этиотропной терапии. При обсуждении этого вопроса дается определение эубиотиков. Выясняется биологическая роль бактериоциногении. Определяются механизм действия препаратов и показания к их применению. В процессе ответа студент может использовать учебный планшет «Препараты для этиотропной терапии». 

 - Бактериофаги как средства этиотропной терапии. Кратко представляется морфогенез бактериофагов. Даются различия умеренного и вирулентного бактериофагов и их практическое использование в медицине. Можно использовать таблицу «Бактериофаги».
- Генетическая изменчивость бактерий. Выясняются основные механизмы генетической изменчивости. Обсуждается роль генной инженерии в получении и производстве новых микробных препаратов и их продуцентов. При ответе можно использовать таблицу «Генотипическая изменчивость бактерий».
4. Методика проведения практической части занятия
     
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических ситуационных задач или изучения демонстрационных препаратов.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Действие биологических факторов на микроорганизмы. Генетика 

микроорганизмов»

Задача 1. В клинику поступил больной с диагнозом «Стафилококковая пневмония». Для успешного этиологического лечения с целью выбора эффективного антибиотика было рекомендовано определение антибиотикограммы возбудителя. Проведите исследование. Оцените результат. Сделайте вывод.

Протокол  исследования:

Цель: Овладеть навыком определения чувствительности бактерий к антибиотикам методом индикаторных дисков.

	Вид

возбудителя
	Результат посева на

чувствительность к

антибиотикам

(рисунок с

обозначениями)
	     Величина зон задержки роста 

( в мм)

	
	
	                    Антибиотики

	
	
	1

стр
	2

амп
	3

карб
	4

лев
	5

гент
	6

окс

	S. aureus
	Рисунок чашки с ростом культуры стафилококка, нанесенными дисками антибиотиков. 
Стрелками обозначить: «Рост культуры», «Диск», «Зона задержки роста бактерий»
	23
	18
	13
	0
	33
	11


Вывод: (Ответить на вопросы: 1.  К каким антибиотикам чувствителен 

выделенный возбудитель? Какой антибиотик Вы рекомендуете для лечения и почему?).

Преподаватель знакомит студентов с необходимыми техническими приемами проведения исследования:

         - Приготовление взвеси  в физиологическом растворе из агаровой культуры возбудителя;

         - Нанесение возбудителя на агар в чашку Петри с использованием мерной пипетки;

        - Посев возбудителя на чашку Петри шпателем;

        - Наложение на поверхность засеянного агара дисков с антибиотиками;

        - Методика учета результатов антибиотикограммы.

     
Студенту предлагается следующий материал для проведения исследования и оценки результатов: пробирка с агаровой культурой возбудителя; пробирка с 2 мл физраствора; пипетка на 1 мл; чашка Петри с чистым МПА;  набор дисков с антибиотиками; шпатель, стаканчик с дез.раствором, пинцет, демонстрационная чашка Петри с результатами антибиотикограммы.

Решение задачи. Студент выполняет необходимые исследования, учитывает результат, заполняет протокол и делает вывод: «Возбудитель чувствителен к    (названия антибиотиков). Для лечения рекомендуется (название антибиотика), так как к нему выявлена максимальная чувствительность (указать величину диаметра зоны задержки роста в мм).                

Задача 2. С целью назначения больному рациональной схемы лечения пенициллином потребовалось определить минимальную бактериостатическую (подавляющую ) коцентрацию (МПК) и  минимальную бактерицидную  концентрации  (МБК) препарата по отношению к возбудителю – золотистому   стафилококку.

Протокол  исследования:

Цель: Определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом серийных разведений. 
	Концентрация

антибиотика

в МПБ (ед/мл)
	128
	64
	32
	16
	8
	4
	2
	1
	К
	Резуль-тат (МПК, МБК)

	Наличие роста 

микроба в 

МПБ (мясо-пеп-

тонный бульон)
	-

(проз-рачный бульон)
	-
	-
	+

(мут-ный бульон)
	+
	+
	+
	+
	+
	МПК

32 ед

	Наличие роста микроба при высеве на МПА (мясо-пептонный агар)
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	МБК

64 ед


Вывод: (Ответить на вопросы: Почему МБК выше, чем МПК? Может ли быть наоборот? Почему?).   

   
Студенту предлагается следующий материал для оценки результатов исследования: штатив с рядом пробирок, которые отличаются по концентрации в них антибиотика и визуально по мутности. При концентрации  1ед, 2 ед, 4 ед, 8 ед, 16 ед. и в контроле –  в  пробирках мутный бульон, при концентрации 32 ед, 64 ед. и 128 ед.  - прозрачный. Также в исследовании представлена чашка Петри с МПА на котором сегментами высеяны возбудители из пробирок с различными концентрациями антибиотиков: 8 ед, 16 ед, 32 ед  - наличие роста микроба, 64 ед, 128 ед. – отсутствие роста микроба.

    
Решение задачи. Студент знакомится с методикой проведения исследования, учитывает результаты опыта,  заполняет протокол, делает вывод: «МБК   - 64 ед. выше МПК- 32 ед, так как для подавления роста и размножения микробов необходима меньшая концентрация вещества,  чем для их полной гибели». 

Задача 3. В районе произошла вспышка брюшного тифа. Из воды у места водозабора выделен возбудитель S.typhi. С целью установления пути распространения инфекции рекомендовано определить фаготипы выделенных  штаммов S.typhi (из воды  и от больных людей). Оцените результат. Сделайте вывод.  

Протокол  исследования:

Цель: Определить фаготип исследуемой культуры.

	Вид 
возбудителя
	Результат

	
	Исследуемая культура №1

(вода)

(рис. с обозначениями)
	Исследуемая культура №2

(больной N)

(рис. с обозначениями)

	S.typhi
	Рисунок чашки с ростом культуры, зонами нанесенных капельно фагов (Д1-Д6). 

Стрелками обозначить: «Рост культуры», «Зона лизиса культуры» 
	 Рисунок чашки с ростом культуры, зонами нанесенных капельно фагов (Д1-Д6). 

Стрелками обозначить: «Рост культуры», «Зона лизиса культуры» 


Вывод: (Ответить на вопросы: Явилась ли вода фактором распространения данной инфекции? Почему?).

Студенту предлагается следущий материал для оценки результатов исследования: две чашки Петри с фаготипированием. №1- исследование возбудителя из воды – зона лизиса в области нанесения бактериофага типа D4; №2 – исследование возбудителя от больного – зона лизиса также в области нанесения бактериофага типа D4.

Решение задачи.  Студент знакомится с методикой проведения исследования,  учитывает результаты опыта, заполняет протокол, делает вывод: «Вода явилась фактором распространения  данной инфекции, так как фаготипы культур возбудителя, выделенных из воды и от больного совпадают (D4)». 

Задание 4. Изучите явление бактериоциногении стафилококков.

Протокол  исследования:

Цель: Изучить явление бактериоциногении стафилококков.

	Вид микроорганизма
	Явление бактериоциногении

( рис. с обозначениями)

	S. aureus
	Рисунок чашки со сплошным ростом културы стафилококка, выросшими двумя колониями (одна продуцирует бактериоцины, другая не продуцирует). 
Стрелками обозначитьелками обозначеныыхыхозначены































































































: «Бактериоциногенный штамм», «Бактериоциночувствительный тест-штамм», «Зона задержки роста бактериоциночувствительного штамма», «Небактериоциногенный штамм»


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Укажите основные отличия бактериоцинов и антибиотиков. 2. Для производства каких лекарственных препаратов используют штаммы с выраженной бактериоциногенной активностью?).  

Студенту предлагается для оценки результатов исследования  следующий материал: демонстрационная чашка Петри с  явлением бактериоциногении стафилококков, где можно наблюдать сплошной рост тест-штамма,  бактериоциногенные штаммы с зоной задержки роста тест-штамма вокруг них и небактериоциногенные штаммы.

Студент изучает явление бактериоциногении, заполняет протокол и делает вывод: «Бактериоцины – вещества белковой природы, являются продуктами летального синтеза и имеют узкую внутривидовую или родовую направленность антагонизма. Штаммы представителей нормофлоры с выраженной бактериоциногенной активностью используются для производства эубиотиков».

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Действие биологических факторов на микроорганизмы. Генетика микроорганизмов»

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:

- Антибиотики. Определение. Природа, происхождение, спектр, механизмы и результаты действия на микроорганизмы. 

- Устойчивость микроорганизмов к антибиотикам и пути ее преодоления.

- Осложнения антибиотикотерапии.

- Бактериоцины. Свойства. Практическое значение. 

- Бактериофаги. Природа и свойства. Этапы взаимодействия с клеткой. Практическое использование.

- Эубиотики. Природа, механизм действия. Практическое использование.

- Механизмы генотипической изменчивости – мутации, трансформация,   трансдукция, лизогенная конверсия, конъюгация.

- Метод молекулярной гибридизации  (ДНК-зондирование), ПЦР  в диагностике заболеваний. 

6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие навыки и умения: 

- Определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом диффузии в агар (индикаторных дисков);

- Определить чувствительность бактерий к антибиотикам методом серийных разведений;

- Определить фаготип исследуемой чистой культуры возбудителя.

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание: в тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу (см. пункт 3.4.).

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Действие биологических факторов. Генетика  микроорганизмов» (3 астрономических часа)

	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тема,цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Обсуждение вопросов студентов по теме занятия.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв.
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов.
	90

	8.
	Заключительный контроль.
	30
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7.2. Материальное обеспечение занятия:

Учебные таблицы и стенды:

- Основные группы антибиотиков

- Антибиотикограмма и спектр действия антибиотиков

- Бактериофаги

- Генотипическая изменчивость бактерий

7.3.Интеграция темы «Действие биологических факторов. Генетика микроорганизмов»

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 
кафедрах

	1. Антибиотики. Группы, механизм действия, осложнения при антибиотикотерапии 
	Кафедра фармакологии: Фармакокинетика антибиотиков. Дозировка. Спектр действия. Осложнения

	2. Генетика микроорганизмов.
	Кафедра общей биологии: Наследственность и изменчивость. Роль нуклеиновых кислот. Механизмы генотипической изменчивости.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Действие биологических факторов. Генетика микроорганизмов»

   
Перед началом занятия можно заслушать 3-5 минутное студенческое сообщение об открытии антибиотиков А. Флемингом, З.В. Ермольевой. Обсуждая вопросы осложнений при антибиотикотерапии, следует акцентировать внимание студентов на принципах рациональной антибиотикотерапии, которыми должен владеть лечащий врач. Знакомство с биографией А. Флеминга лишний раз убеждает в справедливости широко цитируемого афоризма Л. Пастера «Судьба одаривает только подготовленные умы». Блестящие способности А. Флеминга, позволявшие ему всегда занимать первое место в многочисленных еще школьных и студенческих конкурсах, в зрелые годы реализовались в умении видеть то, что ускользало от внимания других и размышлять над тем, над чем другие не задумывались. Задолго до основного открытия – пенициллина им был описан один из важнейших факторов природного иммунитета – лизоцим. А. Флеминг, будучи учеником выдающегося микробиолога, иммунолога (и открытого противника химиотерапии) А. Райта, внес большой вклад в иммунологию, существенно дополнив учение И.И. Мечникова о природном иммунитете. Лизоцим был выявлен в различных биологических жидкостях и тканях человека, подтвердив концепцию «все живое должно быть защищено».

Лизоцим был впервые обнаружен Флемингом в носовой слизи, нанесенной на поверхность твердой питательной среды. Если открытие пенициллина непосредственно связано с попаданием из воздуха споры плесени на засеянную стафилококком чашку, то обнаружению лизоцима предшествовали, на поверхностный взгляд, две случайности: насморк ученого, «обеспечивший» его в этот день обильным источником лизоцима, и рост на чашке высокочувствительного к лизоциму микроорганизма, получившего наименование Micrococcus lysodeikticus (название, происходящее от корней греческих слов: «позволяющий увидеть растворение»). В дальнейшем, А. Флеминг, пользуясь этим тест-микробом, осуществил систематический направленный поиск лизоцима в слезной жидкости, слюне, сперме, женском молоке, соскобах с ногтей, в волосах, коже и т.д. Лизоцим был открыт и в фагоцитах, что конкретизировало механизм фагоцитоза. В поисках лизоцима А. Флеминг не ограничился млекопитающими – объектами исследования служили слизь дождевого червя, белок куриных яиц и т.д. Огромное количество лизоцима оказалось именно в яичном белке (сходное наблюдение было сделано в России П. Лашенковым). 

Обратить внимание студентов на разработку Кэри Мюллисом метода полимеразной цепной реакции (в 1983 г. получена Нобелевская премия), позволяющего обнаружить даже единичные бактерии (ДНК) в пробе.

7.5. Литература для преподавателей по теме «Действие биологических факторов. Генетика микроорганизмов»: 

1. Бухарин О.В.,  Васильев Н.В. Лизоцим и его роль в биологи и медицине. Томск, 1974. 

2. Волошин С.А., Капрельянц А.С. Межклеточные взаимодействия в бактериальных популяциях //Биохимия, 2004. № 11. С.1555-1564. 

3. Гинцбург А.Л. Генодиагностика инфекционных заболеваний //Журн. микробиол., 1998. № 3. С.86-95. 

4. Егоров Н.С., Баранова И.П. Бактериоцины. Образование, свойства, применение //Антибиотики и химиотерапия, 1999. № 6. С.33-40. 

5. Кудлай Д.Г. Бактериоциногения. Л., 1966. 

6. Карпов О.И. Макролиды: новая парадигма – фармакодинамика (иммуномодуляция) //Клиническая фармакология и терапия, 2005. № 14 (5). С.20-23. 

7. Лопухов Л.В., Эйдельштейм М.В. Полимеразная цепная реакция в клинической микробиологической диагностике //Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия, 2000. № 3. С.96-105.

8. Навашин С.М., Фомина И.П. Справочник по антибиотикам. М., 1974.

9. Навашин А.А. Наука об антибиотиках: рептроспектива и взгляд в будущее //Антибиотики и химиотерапия, 1997. № 5. С.3-12. 

10. Пехов А.П. Генетика бактерий. М., 1977. 

11. Ряпис Л.А. Концепция бактериального вида и эволюция генома прокариот //Журн.микробиол., 2006. № 6. С.97-101. 

12. Сазыкин Ю.О. К 75-летию открытия лизоцима //Антибиотики и химиотерапия, 1997. № 5. С.38-39. 

13. Сидоренко С.В. Перспективы в области создания препаратов для лечения инфекций, вызываемых грамположительными микроорганизмами //Антибиотики и химиотерапия, 2000. № 10. С.3-4. 

14. Славова-Азманова Н., Найденски Хр. Молекулярные механизмы резистентности к антибиотикам и подходы к ее преодолению (обзор) //Инфекционные заболевания, 2005. 36. № 2. С.3-22. 

15. Хмель И.А. Микроцины – пептидные антибиотики энтеробактерий: генетический контроль синтеза, структура, механизм действия //Генетика, 1999. № 1. С.5-16. 

16. Чухловин А.Б., Тотолян А.А. Генодиагностика возбудителей инфекционных заболеваний и поиск специфических «генов риска» (лекция) //Клиническая лабораторная диагностика, 2005. № 7. С.21-36. 

17. Яковлев С.В. Место фторхинолонов в лечении бактериальных инфекций //Лечащий врач, 2008. № 2. С.59-63.

Занятие    4

Итоговое

1. Тема занятия: «История микробиологии. Морфология и физиология микроорганизмов»

2. Цель занятия: Проверка знаний и умений студентов по разделам истории микробиологии, морфологии и физиологии микроорганизмов.

3. Методика проведения занятия

3.1. Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся допуска к сдаче итогового. Учитывается количество задолженностей по лекциям и практическим занятиям.

3.2. Преподаватель определяет порядок работы на занятии: 1.Тестовый контроль. 2. Обсуждение теоретических вопросов по билетам. 3. Проверка практических навыков.

3.3. Проведение тестового контроля

  
Студент получает тестовое задание – 20 вопросов, которое выполняет письменно, в течение 20 минут под контролем преподавателя на заранее визированном листке бумаги.             

3.4. Опрос студентов по билетам

    
Студент выбирает билет для устного ответа, на подготовку отводится 10 минут. Каждый студент при подготовке сидит за отдельным столом на первом ряду учебного зала.

3.5. Оценка практических навыков

    
Каждый студент демонстрирует умение работать с иммерсионной системой и знание контрольных микропрепаратов. Каждому студенту предлагается один из контрольных макропреператов, по которым студент должен показать знания о цели, методике и оценке результатов исследования.       

4. Методика оценки знаний  студентов

Общая оценка за итоговое занятие  пишется словом и складывается из следующих четырех оценок: оценка за тестовый контроль; оценка за ответ по билету; оценка за умение  работать с иммерсионной системой, оценка за умение оценить результаты исследований по макропрепаратам. Неудовлетворительная оценка по каждому критерию отрабатывается студентом.  

5. Приложение

5.1. Хронокарта занятия «Итоговое»  (3 астрономических часа)

	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тестовый контроль
	20

	3.
	Перерыв
	15

	4.
	Опрос студентов
	155
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  5.2. Материальное обеспечение занятия:

                       Контрольные микропрепараты:
1. Кишечная палочка (окр. по Граму) .

2. Стрептобацилла (окр. по Граму).

3. Палочка со спорой (окр. по Граму и Циль-Нильсену).

4. Дифтерийная палочка (окр. метиленовой синькой).

5. Палочка с капсулой или капсульный диплококк (окр. фуксином).

6. Стафилококки (окр. по Граму).

7. Стрептококки (окр. по Граму).

8. Сарцины (окр. по Граму).

                      Контрольные макропрепараты:
1. Среда Китт-Тароцци.

2. Среда Эндо (с ростом кишечной палочки).

3. Чашки с:

· фаготипированием;

· определением  чувствительности бактерий к антибиотикам методом индикаторных дисков;

· биологическим методом культивирования анаэробов;

· опытом по определению бактериоцинов.

4. Набор препаратов: химиотерапевтические препараты (антибиотики и др.), бактериофаги, эубиотики.

5. Приборы для создания анаэробных условий : анаэростат, эксикатор.

6. Набор для определения чувствительности бактерий к антибиотикам методом серийных разведений;

7. Химический тест контроля стерильности  при автоклавировании (ампула с бензойной кислотой);

8.  Планшеты «Стафитест», «Энтеротест».

Варианты билетов для устного опроса студентов

№  1 

1. Микробиология как фундаментальная наука, объекты изучения. Задачи медицинской микробиологии и ее значение в практической деятельности лечащего врача. 

2. Отличие стерилизации от дезинфекции. Режим работы автоклава. Методы контроля  стерильности. 

3. Определение чувствительности к антибиотикам методом дисков. Цель. Методика проведения. 

№  2

1. Исторические этапы развития микробиологии. Морфологический период (А.Левенгук, Д. Самойлович, Э.Дженнер).

2. Основные типы биологического окисления субстрата бактериями. Культивирование анаэробов.

3. Иммерсионная микроскопия. Принципы. Методика проведения.

№  3

1. Работы Л.Пастера и Р.Коха. Их значение в развитии общей и медицинской микробиологии, прикладной иммунологии. Вакцины Пастера.

2. Типы питания бактерий. Механизм питания. Питательные среды.

3. Правила противоэпидемического режима и техники безопасности в бактериологических лабораториях.

№  4

1. Работы И.И. Мечникова и Д.И. Ивановского. Их значение для медицинской микробиологии, вирусологии и иммунологии.

2. Классификация микроорганизмов по типам питания. Ферменты. Практическое использование биохимической активности микроорганизмов.

3. Определение чувствительности к антибиотикам методом серийных разведений (МПК, МБК). Цель. Методика проведения.

№  5

1. Основные принципы систематики микроорганизмов по Берги. Таксономические категории: род, вид, серовар, фаговар, биовар, штамм.

2. Чистая культура бактерий и методы ее выделения.

3. Правила заполнения бланка направления на бактериологическое исследование.

№  6

1. Исследование морфологии микроорганизмов: методы микроскопии (иммерсионная, фазово-контрастная, люминесцентная, электронная).

2. Механизмы передачи генетического материала у бактерий: трансформация, трансдукция и конъюгация. Лизогенная конверсия.

3. Правила забора и доставки исследуемого материала для бактериологического исследования.

№  7

1. Классификация бактерий по морфологии. Ультраструктура бактерий. Капсула, спора: назначение и выявление. L-формы.

2. Действие на микроорганизмы физических, химических и биологических факторов. Практическое применение. Стерилизация, дезинфекция, асептика и антисептика.

3. Питательные среды для культивирования анаэробов.

№  8

1. Бактериологический метод диагностики. Цель, задачи. Методика проведения. Диагностическая ценность.

2. Химиотерапия и химиопрофилактика инфекционных болезней (Вклад З.В. Ермольевой в развитие отечественной химиотерапии). Основные группы антимикробных химиопрепаратов. Химиотерапевтический индекс.

3. Бактериоциногения. Биологическая сущность. Выявление бактериоциногенных штаммов.

№  9

1. Морфология и структура риккетсий, хламидий, микоплазм. Примеры патогенных видов.

2. Генотипическая изменчивость у бактерий: рекомбинации и мутации. Роль в эволюции микроорганизмов. Популяционный анализ, практическое применение.

3. Дробная стерилизация. Цель, режим. Пастеризация. Цель, режим.

№  10

1. Морфология и структура бактериофагов. Особенности физиологии вирулентного и умеренного фагов. Применение в медицине.

2. Антибиотики. Определение. Классификация по происхождению, спектру действия. Механизмы действия антибиактериальных препаратов на микроорганизмы.

3. Пастеризация. Цель, режим.

№  11

1. Взаимоотношения между микроорганизмами в ассоциациях: симбиоз, метабиоз, синергизм, антагонизм. Микробы – антагонисты, их использование в производстве антибиотиков и других лечебных препаратах.

2. Осложнения при антибиотикотерапии, их предупреждение. Принципы рациональной антибиотикотерапии.

3. Стерилизация. Цель, методы, контроль стерильности.

№  12

1. Организация генетического аппарата у бактерий. Гено- и фенотип. Плазмиды бактерий, их роль в биологии и медицине.

2. Методы выделения чистых культур микроорганизмов.

3. Автоклавирование. Цель, режим работы, контроль стерильности.

№  13

1. Сущность бактериоскопического метода диагностики инфекционных заболеваний. Диагностическая ценность.

2. Механизмы, обеспечивающие формирование резистентности микробов к лекарственным препаратам. Пути преодоления. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам (МПК, МБК).

3. Фаготипирование. Цель. Методика проведения.

№  14

1. Методы окраски микроорганизмов. Механизм окраски по Граму.

2. Цели и методы генной инженерии. Практическое использование генной инженерии в медицинской микробиологии, вирусологии. Иммунологии и биотехнологии. Методы молекулярной гибридизации (ПЦР).

3. Методы оценки стерильности сред и материалов.

№  15

1. Этапы бактериологического метода лабораторной диагностики инфекционных заболеваний, их характеристика.

2. Результаты действия факторов внешней среды на микроорганизмы. Условия, определяющие эти результаты.

3. Дифференциально-диагностические питательные среды. Цель применения. Примеры.

№  16

1. Химический состав и особенности строения грамположительных и грамотрицательных бактерий.

2. Питательные среды для бактерий. Их классификация. Назначение. Культивирование факультативных и облигатных паразитов.

3. Способы создания условий для культивирования анаэробов.

№  17

1. Строение бактериальной клетки как результат эволюционной адаптации микробов (конкретные примеры: капсула, споры, жгутики и др.).

2.Биологические факторы, действующие на микроорганизмы. Антибиотики. Бактериоцины, их отличие от антибиотиков.

3. Элективные питательные среды. Цель применения. Примеры.

№  18

1. Сложные методы окраски микроорганизмов. Их задачи. Механизм окраски по Циль-Нильсену.

2. Способы размножения патогенных микроорганизмов. Фазы размножения бактериальной популяции.

3. Методика проведения бактериологического метода диагностики.

№  19

1. Основные группы микроорганизмов и их взаиморасположение в природе. Сравнительная морфология спирохет, риккетсий, вирусов, микоплазм, хламидий.

2. Основные проблемы современной антибиотикотерапии. Антибиотикорезистентность бактерий, пути ее преодоления.

3. Диагностическая ценность микроскопического и бактериологического методов диагностики.

№  20

1. Генетика микроорганизмов, ее задачи, значение для медицины. Генная инженерия. Методы молекулярной гибридизации (ДНК-зонд).

2. Методы культивирования вирусов. 

3. Автоклавирование. Цель, режим работы, контроль стерильности.

ГЛАВА  3.    И Н Ф Е К Ц И Я

ЗАНЯТИЕ   1

1. Тема: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»
2. Цель занятия:
- Выяснить роль микроорганизмов, объектов внешней среды в инфекционном процессе и роль нормальной флоры (1 уровень усвоения); 

- Овладеть умением оценить результат идентификации факторов вирулентности и персистенции микроорганизмов (2 уровень усвоения); 

- Овладеть оценкой результатов определения фекального загрязнения воды (3 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: преподаватель в начале занятия указывает на недочеты в работе группы и отдельных студентов по предыдущему циклу занятий. Проверяет посещаемость лекций. Выясняет причины неуспеваемости студентов и договаривается о сроках ликвидации задолженности. 

3.2. Формулировка темы занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что учение об инфекции играет важную роль в понимании: 

-отличий микробов, вызывающих инфекционный процесс, от непатогенных микроорганизмов 

- отличий в восприимчивости человека и животных к различным видам микроорганизмов.

Знание особенностей развития и течения инфекционного процесса позволяет:  

- раскрывать механизмы патогенеза инфекционных заболеваний 

- совершенствовать методы лабораторной диагностики 

- разрабатывать эффективные препараты для лечения и профилактики инфекционных болезней

Преподаватель сообщает порядок работы по теме: «Инфекционный процесс. Роль микроба в инфекционном процессе. Микрофлора внешней среды и тела человека».  

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно привлекать студентов группы, дополняя их ответ. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы  было дано задание: заполнить таблицу по классификации факторов патогенности бактерий. 

	Название фактора 

(заполняют студенты)
	Назначение фактора 
	Факторы, предлагаемые для внесения в незаполненный столбец таблицы

	1. Плазмокоагулаза
	1. Фермент защиты
	Плазмокоагулаза 

Лизоцим

Лецитовителлаза

Антилизоцимная активность

Капсула

Гемолитическая активность (гемолизин)

Гиалуронидаза

	2. Гемолизин
	2.Экзотоксин
	

	3. Лизоцим
	3. Фактор микробного антагонизма
	

	4а. Гиалуронидаза

4б. Лецитовителлаза
	4. Ферменты, усиливающие проницаемость (ферменты агрессии)
	

	5. Антилизоцимная 

    активность
	5. Секретируемый фактор персистенции 
	

	6. Капсула
	6. Иммуносупрессивный фактор (подавляет фагоцитоз)
	


В графу «Название фактора» студенты должны внести нужные факторы из крайнего правого столбца. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. Домашнюю работу преподаватель оценивает в конце занятия при приеме протоколов. Оценка домашнего задания выставляется в журнале.

Студентам медико-профилактического факультета рекомендуется дополнительно заполнить таблицу по характеристике микробиологических показателей качества воды.

Характеристика групп СПМО 

(санитерно-показательные микроорганизмы) воды 

	Наименование группы
	Характеристика
(заполняют студенты)

	Общее микробное число (ОМЧ)
	Общее число мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов, способных образовывать колонии на питательном агаре при температуре 370С в течение 24 ч, видимые с увеличением в два раза. Наряду с инкубацией при температуре 370С используют инкубацию посевов при температуре 20-220С в течение 72 ч для учета сапрофитных водных микроорганизмов



	Общие колиформные бактерии
	Грамотрицательные оксидазоотрицательные не образующие спор палочки, способные расти на дифференциальных лактозных средах, ферментирующие лактозу до кислоты, альдегида и газа при температуре 370С в течение 24-48 часов. Индикаторная группа бактерий, указывающая на возможность фекального загрязнения воды



	Продолжение  таблицы

	Наименование группы
	Характеристика
(заполняют студенты)

	Термотолерантные колиформные бактерии
	Бактерии, обладающие признаками общих колиформных бактерий, а также способные ферментировать лактозу до кислоты, альдегида и газа при температуре 440С в течение 24 часов. Индикаторная группа бактерий, указывающая на фекальное загрязнение воды

	Колифаги
	Бактериальные вирусы, способные лизировать Е.coli и формировать при температуре 370С через 18-24 ч зоны лизиса на питательном агаре. Благодаря сходству с кишечными вирусами человека и большей устойчивости по сравнению с индикаторными группами бактерий, их рассматривают как показатели возможного вирусного загрязнения воды

	Споры сульфитредуцирующих клостридий
	Спорообразующие анаэробные палочковидные бактерии, редуцирующие сульфиты до сульфидов. Широко распространены в почве, поверхностных и сточных водах, часто встречаются в фекалиях. Споры сульфитредуцирующих клостридий, являясь более устойчивыми по сравнению с вегетативными формами бактерий к воздействию неблагоприятных физических и химических факторов, используются как индикатор качества обработки при водоподготовке питьевой воды

	Цисты лямблий
	Временная форма существования лямблий, обеспечивающая их выживание во внешней среде, переход от одного организма-хозяина к другому


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала 

        Обсуждаются следующие вопросы по теме:   

- Определение понятий «Инфекция», «Инфекционный процесс», «Инфекционная болезнь». Указывается на то, что это не тождественные понятия. Важным элементом обсуждения должно быть представление об инфекционном процессе как динамическом взаимодействии патогенного вида микроорганизма с восприимчивым  видом макроорганизма в определенных условиях внешней среды. Отмечается, что инфекционная болезнь - лишь один из вариантов (крайняя степень проявления) инфекционного процесса. 


- Движущие силы инфекционного процесса. Дается только перечень движущих сил. 


- Роль патогенных микробов в инфекционном процессе. Дается определение и дифференцировка (на конкретных примерах) понятий «патогенность» и «вирулентность», характеризуются признаки патогенности: инфективность, инвазивность, токсигенность. Патогенность микроба следует рассматривать как качество вида в целом, передающееся по наследству. Вирулентность – это индивидуальное качество микроба, выражает меру (степень) патогенности. Вирулентность является фенотипическим проявлением патогенности. Подробно обсуждаются конкретные свойства микробов, определяющие их патогенность, с подразделением на факторы агрессии и защиты микроба от макрорганизма. Обратить внимание студентов, что основным методом идентификации вирулентных свойств возбудителей является бактериологический метод. Изучать вирулентные свойства живой культуры можно в условиях «in vitro» и «in vivo» (например, исследование способности штамма продуцировать энтеротоксин на изолированной петле тонкого кишечника кролика; изучение способности вирулентных штаммов стафилококков продуцировать некротоксин в кожно-некротической пробе). При перечислении факторов вирулентности, исследуемых «in vitro»,  можно продемонстрировать студентам макропрепараты, выявляющие наличие у микробов токсинов и ферментов «защиты и агрессии», и таблицу «Токсинообразование у микроорганизмов». Рассматривается термин «персистенция» (длительное выживание микроба в организме хозяина) и роль персистентных свойств микроба (АЛА, АКА и др.) в хронизации инфекционного процесса. Используется таблица «Механизмы персистенции бактерий». Напомнить студентам о генетической закрепленности факторов вирулентности и персистенции – («острова патогенности», плазмиды). 


- Микрофлора внешней среды и тела человека и ее роль в происхождении патогенных микробов. Материал рассматривается по трем направлениям: микрофлора почвы, воды и воздуха. Материал обсуждается достаточно кратко, выясняется значение эволюции свободноживущих микробов в направлении комменсализма и паразитизма. Фиксируется внимание на значении воды, воздуха, почвы как источников и факторов передачи патогенных микробов человеку в случае экзогенной инфекции. 


- Кратко обсуждаются термины – биоценоз, биотоп. Перечисляют причины нарушения равновесия в природных экосистемах – попадание патогенных микроорганизмов, изменение свойств сапрофитных микробов под влиянием климатических, географических, особенно экологических (антропогенных) факторов. 


- Преподаватель отмечает важность санитарно-микробиологического мониторинга объектов окружающей среды, поднимает вопрос о методах индикации патогенных микробов и роли санитарно-показательных микроорганизмов (СПМО). 

СПМО – такие микроорганизмы, которые постоянно обитают в естественных полостях тела человека (животных) и постоянно выделяются во внешнюю среду.

Для признания микроорганизма санитарно-показательным он должен соответствовать следующим требованиям:  

1. Постоянное обитание в естественных полостях человека и животных и постоянное выделение во внешнюю среду.

2. Отсутствие размножения во внешней среде.

3. Длительность выживания и устойчивость во внешней среде не меньше или даже выше, чем у патогенных микроорганизмов.

4. Отсутствие «двойников», с которыми СПМО можно перепутать.

5. Относительно низкая изменчивость во внешней среде. 

6. Наличие простых в исполнении и вместе с тем надежных методов индикации.

Чем выше концентрация СПМО, тем больше вероятность присутствия патогенных микроорганизмов. Их количество выражают в титрах и индексах.
Титр – минимальное количество субстрата (в кубических сантиметрах или граммах), в котором еще обнаруживают СПМО.

Индекс – количество СПМО, которое содержится в 1 л воды или в 1 см3 другого субстрата. 

Группировка санитарно-показательных микроорганизмов


1-я группа (индикаторы фекального загрязнения – представители микрофлоры кишечника человека и животных): 

- общие колиформные бактерии (грамотрицательные, оксидазоотрица-тельные, ферментирующие лактозу)

- энтерококки

- протей

- сульфитредуцирующие клостридии

- термофилы, кишечные бактериофаги, сальмонеллы

- бактероиды, бифидо- и лактобактерии

- синегнойная палочка 

- грибы рода Candida
- ацинетобактер


2-я группа (индикаторы воздушно-капельного загрязнения – комменсалы верхних дыхательных путей): 

- стрептококки

- стафилококки 


3-я группа (индикаторы процессов самоочищения – обитатели внешней среды): 

- протеолиты

- аммонификаторы и нитрификаторы

- аэромоносы и бделловибрионы

- споровые микроорганизмы

- грибы и актиномицеты

- целлюлозобактерии


Микробиологическое исследование воздуха предусматривает определение общего содержания микроорганизмов, а также стафилококков в 1 м3 воздуха. В отдельных случаях проводят исследование воздуха на грамотрицательные бактерии, плесневые и дрожжеподобные грибы. По эпидемическим показаниям спектр выявляемых в воздухе возбудителей может быть расширен. 


Пробы воздуха отбирают аспирационным методом с использованием аппарата Кротова.


Вполне допустимо использование седиментационного метода Коха. Исследованию подлежат следующие помещения ЛПУ: операционные блоки, перевязочные и процедурные кабинеты, асептические палаты (боксы), палаты отделения анестезиологии и реанимации, палаты и коридоры лечебных отделений, помещения аптек, стерилизационных и акушерско-гинекологических отделений и станций (отделений) переливания крови.
Исследование воздуха методом Коха используют для ориентировочной оценки степени микробного загрязнения воздуха. Для определения общего микробного числа (ОМЧ) в воздухе операционных до начала работы открывают чашки с питательным агаром и устанавливают их примерно на высоте операционного стола. Одну чашку помещают в центр и четыре в углах помещения (метод «конверта») на 10 мин (для выявления золотистого стафилококка чашки с ЖСА устанавливают на 40 мин). Посевы инкубируют в термостате при температуре +370С и сутки при комнатной температуре, затем подсчитывают количество колоний. При этом исходят из классической формулы В.Л. Омелянского – на 100 см2 поверхности питательной среды за 5 мин экспозиции оседает такое количество бактерий, которое содержится в 10 л воздуха (в 1 м3 содержится 1000 л). При этом на чашках с питательным агаром не должно вырастать более 5 колоний микроорганизмов, а на ЖСА золотистый стафилококк обнаруживаться не должен. 
Следует обратить внимание студентов, особенно медико-профилактического факультета, на требования к качеству питьевой воды, представленные в санитарных правилах и нормах – СанПиН. 2.1.4.1074-01. Безопасность питьевой воды в эпидемическом отношении определяется ее соответствием нормативам по микробиологическим и паразитологическим показателям, представленным в таблице.

Санитарно показательные микроорганизмы в воде централизованного 
хозяйственно-питьевого водоснабжения (СанПиН 2.1.4.1074-01)

	Показатели
	Единицы измерения
	Нормативы

	Термотолерантные колиформные бактерии (ТКБ)
	Число бактерий в 100 мл а)
	Отсутствие

	Общие колиформные бактерии б)  (ОКБ)
	Число бактерий в 100 мл а)
	Отсутствие

	Общее микробное число б)  (ОМЧ)
	Число образующих колонии бактерий в 1 мл
	Не более 50

	Колифаги в)
	Число бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 100 мл
	Отсутствие

	Споры сульфитредуцирующих клостридиц г)
	Число спор в 10 мл
	Отсутствие

	Цисты лямблий в)
	Число цист в 50 л
	Отсутствие



Примечание:


а) При определении проводится трехкратное исследование по 100 мл отобранной пробы воды. 


б) Превышение норматива не допускается в 95% проб, отбираемых в точках водоразбора наружной и внутренней водопроводной сети в течение 12 месяцев, при количестве исследуемых проб не менее 100 за год. 


в) Определение проводится только в системах водоснабжения из поверхностных источников перед подачей воды в распределительную сеть.


г) Определение проводится при оценке эффективности технологии обработки воды. 


1. При исследовании микробиологических показателей качества питьевой воды в каждой пробе проводится определение термотолерантных колиформных бактерий, общих колиформных бактерий, общего микробного числа и колифагов.  


2. При обнаружении в пробе питьевой воды термотолерантных колиформных бактерий, и (или) общих колиформных бактерий, и (или) колифагов проводится их определение в повторно взятых в экстренном порядке пробах воды. В таких случаях для выявления причин загрязнения одновременно проводится определение хлоридов, азота аммонийного, нитратов и нитритов. 


3. При обнаружении в повторно взятых пробах воды общих колиформных бактерий в количестве более 2 в 100 мл, и (или) термотолерантных колиформных бактерий, и (или) колифагов проводится исследование проб воды для определения патогенных бактерий кишечной группы, и (или) энтеровирусов.


4. Исследование питьевой воды на наличие патогенных бактерий кишечной группы и энтеровирусов проводится также по эпидемиологическим показаниям по решению центра Госсанэпиднадзора.


5. Исследования воды на наличие патогенных микроорганизмов могут проводиться только в лабораториях, имеющих санитарно-эпидемиологическое заключение о соответствии условий выполнения работ санитарным правилам и лицензию на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных заболеваний. 


Общее число микроорганизмов (ОМЧ) – это общее число видимых при двукратном увеличении мезофильных (имеющих температурный оптимум +370 С), аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (МАМ и ФАнМ), которые способны образовывать колонии на питательной среде при температуре +370 С в течение 24 часов. 


Общие колиформные бактерии (ОКБ) – грамотрицательные, оксидазонегативные, не образующие спор палочки, способные расти на дифференциальных лактозных средах, ферментирующие лактозу до кислоты, альдегида и газа при температуре +370 С в течение 24-48 часов. 


Термотолерантные колиформные бактерии (ТКБ) входят в состав ОКБ и обладают всеми их признаками, но, в отличие от них, способны ферментировать лактозу до кислоты, альдегида и газа при температуре +440С в течение 24 часов. Таким образом, ТКБ отличаются от ОКБ способностью ферментировать лактозу до кислоты и газа при более высокой температуре. 


Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий может осуществляться методом мембранной фильтрации или титрационным методом.


Метод мембранной фильтрации основан на фильровании определенных объемов воды через мембранные фильтры. При исследовании воды неизвестного качества для получения изолированных колоний фильтруют следующие объемы воды: 10, 40, 100 и 150 см3 соответственно на 4 фильтра. Далее фильтры помещают на чашки со средой Эндо и инкубируют 24 часа при температуре +370 С. Если на фильтрах нет роста колоний или отмечен рост пленчатых, губчатых, плесневых, прозрачных и расплывчатых колоний, то выдают отрицательный ответ.

Постановка оксидазного теста


Полоску фильтровальной бумаги помещают в чистую чашку Петри и наносят 2-3 капли реактива для оксидазного теста (1% спиртовой раствор α-нафтола и 1% водный раствор фенилендиаминового соединения, перед постановкой теста к 3 частям α-нафтола добавляют 7 частей фенилендиаминового соединения). Возможно использование тест-систем СИБ-оксидаза. Часть изолированной колонии изучаемой культуры стеклянной палочкой наносят на пропитанную реактивом фильтровальную бумагу. Если в течение 1 мин появляется фиолетово-коричневое окрашивание, культура считается оксидазоположительной и дальнейшему изучению не подлежит. Если реакция на оксидазу отрицательная (цвет на месте нанесения культуры не меняется), культура подлежит дальнейшему исследованию.

Определение тинкториальных свойств


Из оксидазоотрацительной колонии делают мазок, окрашивают по Граму и микроскопируют. Грамотрицательные бактерии окрашиваются в красный или розовый цвет.

Учет  результатов


Грамотрицательные колонии учитывают как ОКБ при отрицательном оксидазном тесте и ферментации лактозы при температуре +370 С с образованием кислоты и газа. Грамотрицательные колонии учитывают как ТКБ при отрицательном оксидазном тесте и ферментации лактозы при температуре +440 С с образованием кислоты и газа. 


При отсутствии ОКБ и ТКБ на всех фильтрах результат формулируют: «Не обнаружено КОЕ ОКБ в 100 см3» и «Не обнаружено КОЕ ТКБ в 100 см3».

- Роль нормальной микрофлоры тела человека разбирается кратко с использованием соответствующей таблицы. Рассматривается  положительное значение микрофлоры и ее роль в развитии эндогенных инфекционных процессов в случае снижения защитных сил организма. Дается определение термину дисбактериоз. Перечисляются его возможные причины. Подчеркивается важность факторов внешней среды в снижении резистентности макроорганизма (данный материал разбирается кратко, т.к. более подробное изучение будет в цикле «Клиническая микробиология). 


- Преподаватель вместе со студентами делает резюме: Факторы внешней среды – важная составляющая инфекционного процесса, т.к. влияют на патогенный микроб, меняя его вирулентность, на восприимчивый макроорганизм, меняя его инфекционную чувствительность, и обеспечивают распространение патогенных микробов.  
4. Методика проведения практической части занятия


Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по выяснению возможного источника развития внутрибольничной инфекции, оценки качества воды, а также анализа вирулентных свойств микроорганизмов. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»
Задача 1. Определить качественный и количественный состав микрофлоры воздуха помещений лечебно-профилактического учреждения.  


В родильном доме возникли случаи внутрибольничной инфекции: нагноение пупочного кольца у новорожденного, нагноение послеоперационного шва у роженицы. Из гноя выделены штаммы золотистого стафилококка. В целях выяснения механизма заражения проведено бактериологическое исследование воздуха родильного зала, операционной, послеоперационной палаты по методу Коха. Оцените результат исследований, оформите протокол опыта, сделайте вывод. 

Протокол  исследования:

Цель: Бактериологическим методом определить качественный и количественный составы микрофлоры воздуха лечебно-профилактического учреждения.

	Объекты исследования воздуха (помещения)
	Результаты посева воздуха

	
	Количество колоний
	Число типов колоний
	Микробное число воздуха (в 1м3)

	Операционная 
	1
	1
	100

	Родильный зал
	1
	1
	100

	Палата
	7
	4
	700


Вывод: (Оветить на вопросы: 1. Соответствует ли санитарное состояние исследуемого помещения нормативным требованиям?  2. Какие мероприятия следует провести для улучшения санитарного состояния помещения, если обсемененность воздуха превышает норму?) 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: чашки с ростом колоний на МПА («Операционный зал», «Род.зал», «Палата»), счетная сетка, таблица с нормативными данными.

Решение задачи. Студенты считают число колоний, выросших на чашках (посев сделан накануне). Данные записывают в протокол, считают общее микробное число и делают вывод, сравнивая с указанными нормами общего микробного числа (ОМЧ) воздуха. В воздухе родильного зала и операционной  должно менее 750 КОЕ/м3, а в палате – менее 3500 КОЕ/м3. Делают вывод:

1. Санитарное состояние исследуемых помещений соответствует нормативным требованиям. 

2. Для улучшения санитарного состояния помещения при необходимости следует провести тщательную уборку с применением дезинфицирующих веществ, обработку воздуха ультрафиолетовыми лучами. 


Количество выросших колоний на чашках может быть другим, тогда и вывод по п. 1 может быть другим. 

Задание.  Оценить результат определения фекального загрязнения воды методом мембранной фильтрации. 

Задача 2. В населенном пункте возникли случаи кишечных заболеваний. В центр государственного санэпиднадзора направлена водопроводная вода для определения фекального загрязнения. Дайте оценку качества воды по качеству общих колиформных бактерий (ОКБ) и определите пригодность использования ее для питья.  

Протокол исследования (рисунок): 

Цель: Оценить результат определения фекального загрязнения воды методом мембранной фильтрации.  

Вывод: (Оветить на вопрос: Пригодна ли вода для питья?) 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: чашка с агаром Эндо, на которой «посеян» фильтр с 3 колониями кишечной палочки

Решение задачи. Студенты считают число колоний, выросших на среде Эндо, отмечают их характерный цвет (красный). Вспоминают состав среды Эндо и классификацию типов питательных сред. Сравнивают полученный результат с допустимой нормой по СанПину на питьевую водопроводную воду (отсутствие общих колиформных бактерий в 100 мл воды) Результаты определения ОКБ оформляются в виде рисунка с обозначениями и делается вывод: 

1. ОКБ исследуемой воды равно трем. 

2. Исследуемая вода для питья не пригодна.  

3. Необходимо определение ОКБ в повторно взятых пробах воды с оценкой ТКБ и ОМЧ, колифагов, цист лямблий.

Задание 3. Изучить некоторые факторы колонизации, вирулентности и персистенции бактерий и методы их выявления.

Протокол  исследования:

Цель: Изучить некоторые факторы колонизации, вирулентности и персистенции бактерий и методы их выявления.

	Резуль-тат
	Фактор    вирулентности

	
	адге-зин
	гемо-лизин
	плазмо- коагулаза
	гиалу-ронидаза
	лизоцим
	лецито-вителлаза
	антили-зоцимная актив- ность

	Рисунок  с обозна-чением 

	На по-верх-ности эрит-роци-тов видны прик-реп-лен-ные 

 палочки
	На чашке с кровя-ным агаром вокруг колоний видны зоны гемо-лиза

	В опытной пробирке виден сгусток фибрина, в конт-рольной его нет
	В опытной пробирке нет сгустка гиалуроно-вой кислоты, а в контрольной есть
	Вокруг активной колонии видна зона лизиса микрококка

	Вокруг активной колонии виден радужный венчик

	Вокруг активной колонии видна зона роста микро-кокка


	Продолжение  таблицы

	Резуль-тат
	Фактор    вирулентности

	
	адге-зин
	гемо-лизин
	плазмо- коагула-за
	гиалу-ронидаза
	лизоцим
	лецито-вителлаза
	антили-зоцимная актив- ность

	Назна-чение фактора 


	Фактор  колонизации
	Фактор вирулентности (экзотоксин)
	Защита микроба от факторов иммунитета
	Фактор инвазии (разрушает гиалуроновую 
кислоту)
	Фактор колонизации (межмикробный 
антагонизм)

	Фактор  инвазии (разрушает оболочки клеток)
	Фактор персистенции (нейтрализует лизоцим хозяина, способствует  внутриклеточному паразитированию бактерий)                  


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат (эритроциты с адгезированными на них кишечными палочками) для оценки адгезивной активности бактерий; чашка с кровяным агаром и ростом колоний с гемолизом и без гемолиза (учет гемолизинов); чашка с желточно-солевым агаром и выросшими колониями с «венчиком» (наличие лецитовителлазной активности, ЛВ+) и без «венчика» (ЛВ-); чашка с ростом микрококка на агаре и колониями с зоной лизиса микрококка (лизоцимактивные штаммы, ЛА+) и без зоны лизиса микрококка (ЛА-); чашка с агаром, содержащим яичный лизоцим и выросшим микрококком вокруг одних колоний (обладают антилизоцимной активностью АЛА+) и колонии без зоны роста вокруг них микрококка (АЛА-); пробирки, содержащие плазму крови со сгустком фибрина (наличие плазмокоагулазы, ПК +, опыт) и без сгустка фибрина (контроль); пробирки, содержащие гиалуроновую и уксусную кислоту: пробирка со сгустком (для учета гиалуроновой кислоты, контроль) и пробирка без сгустка (опыт, наличие гиалуронидазы у чистой культуры, разрушающей гиалуроновую кислоту). 

Решение. Студенты рассматривают чашки Петри и пробирки с демонстрацией факторов вирулентности, знакомятся с методиками их обнаружения и делают рисунки с подробными обозначениями в протоколе исследования. В руководстве не предлагаются вопросы для вывода, но можно отметить, что на разных этапах инфекционного процесса микроорганизмы проявляют различные факторы вирулентности.  

Задание 4. Овладеть методом определения бактерицидной активности кожи.

Решение. На первом занятии (тема: «Инфекционный процесс») студенты выполняют только первую часть задания – делают посев-отпечаток    Е. coli, нанесенной на поверхность кожи. Для этого 1 капля взвеси культуры кишечной палочки наносится пипеткой на кожу ладонной стороны предплечья и распределяется стеклянным шпателем на площадь примерно    4 см2. Делается первый отпечаток с кожи пластинкой со средой Эндо (помеченную «V») и фиксируется время. Через 10 минут делается второй отпечаток с кожи (рядом с первым, но не с того же участка). Чашки со стеклами, на которых имеются агаровые отпечатки, помещаются в термостат на 24 часа. Результаты посевов будут учитываться на следующем занятии. 

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации СРС во внеучебное время по теме: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

1. Определение понятий: «инфекция», «инфекционный процесс», «инфекционное заболевание».  

2. Движущие силы инфекционного процесса.  

3. Роль микробов в инфекционном процессе. Патогенность и вирулентность. Факторы вирулентности. 

4. Микрофлора внешней среды и тела человека, ее роль в происхождении патогенных микробов. 

5. Роль нормальной микрофлоры тела человека в норме и при патологии. 

6. Коли-индекс. Методы определения. 

7. Нормальная микрофлора желудочно-кишечного тракта в зависимости от возраста и питания ребенка (пед.фак.). 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические знания и умения: 

· Оценка результатов определения количественного состава микрофлоры воздуха помещений ЛПУ; 

· Оценка результатов определения факторов вирулентности и персистенции микроорганизмов; 

· Оценка результатов определения фекального загрязнения воды. 

6.3. Предлагается студенту дома письменно заполнить таблицу по классификации факторов вирулентности бактерий (см. пункт 3.4.). 

7.  Приложение 

7.1. Хронокарта занятия «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»  
	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Обсуждение рефератов
	10

	5.
	Входной тестовый контроль 
	15

	6.
	Теоретический разбор материала 
	35

	7.
	Перерыв
	15

	8.
	Самостоятельная работа студентов 
	80

	9.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                 ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

Перечень учебных таблиц: 

1. Токсинообразование у бактерий 

2. Капсулообразование у бактерий  

3. Механизмы персистенции бактерий 

4. Нормальная микрофлора тела человека

Чашки Петри с выросшими колониями; мазки для оценки адгезивной способности; микроскоп; пробирка, содержащая патоген и субстраты для оценки вирулентных свойств, а также чашки для учета вирулентных свойств бактерий.

7.3. Интеграция темы: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды» 

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 
кафедрах 

	- Определение понятия «инфекция», «инфекционный процесс», «инфекционная болезнь». 

- Эволюция микробов от сапрофитов к паразитам.
	Кафедра инфекционных болезней: Определение ключевых понятий – инфекция, инфекционный процесс, инфекционная болезнь. 

Кафедра биологии: значение адаптации и селекции в эволюции видов.


7.4. Элементы деонтологии,  воспитания при обсуждении темы: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»
При обсуждении темы можно отметить героизм ученых, доказывающих патогенность (или ее отсутствие) у микроорганизмов: Джон Уоррен выпил чистую культуру возбудителя H.pylori, впоследствии у него развился гастрит, что подтверждало этиологическую роль данного патогена в развитии патологии ЖКТ; сотрудник вирусологической лаборатории, руководимой М.С. Балаяном (г. Рига), добровольно выпил экстракт фекалий от 9-ти больных, повторно заболевших гепатитом, к 25-ому дню заболевания у него развился гепатит, что доказывало этиологическую роль вируса гепатита Е (в детстве данный сотрудник уже переболел гепатитом А).

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Инфекционный процесс. Роль микроба и внешней среды в инфекционном процессе. Микрофлора тела человека и внешней среды»: 

1. Бондаренко В.М. «Острова» патогенности бактерий. //Журн.микробиол., 2001. № 4. С.67-74.  

2. Бухарин О.В., Гинцбург А.Л., Романова Ю.М., Эль-Регистан Г.И. Механизмы выживания бактерий. М.: Медицина, 2005. 

3. ГОСТ 30813-2002. Межгосударственный стандарт. Вода и водоподготовка. 

4. Езепчук Ю.В. Патогенность как функция биомолекул. М.: Медицина. 1985.  

5. Железнякова Г.Ф. Инфекция и иммунитет: стратегии обеих сторон. //Медицинская иммунология, 2006. Т.8. № 5-6. С.597-614.   

6. Маянский А.Н. Микробиология для врачей. Издательство НГМА. Нижний Новгород, 1999.    

7. Можина Н.В., Руденская Г.Н. Коллагенолитические ферменты патогенных микроорганизмов //Биомедицинская химия, 2004. № 6. С.539-553. 

8. Покровский В.И., Брико Н.И. Эпидемиологический подход и причинная обусловленность болезней человека //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 6. С.4-8. 

9. Романова Ю.М., Гинцбург А.Л. Цитокины – возможные активаторы роста патогенных бактерий //Вестник РАМН, 2000. № 1. С.13-17. 

10. Самуилов В.Д. Микробная терапия рака: индукция апоптоза, рекомбинантные вакцины, подавление ангиогенеза //Биохимия, 2003. № 9. С.1173-1177. 

11. Экология микроорганизмов человека /Под ред.академика РАМН  О.В. Бухарина. Екатеринбург, 2006. 

ЗАНЯТИЕ   2

1. Тема: «Инфекционный процесс. Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»
2. Цель занятия:  

- Выяснить роль макроорганизма и внешней среды в инфекционном процессе (1 уровень). 

- Изучить методы воспроизведения и оценки экспериментальной инфекции (2 уровень). 

- Овладеть навыком оценки результатов биологического метода диагностики (3 уровень). 

- Овладеть методами оценки микрофлоры тела человека и факторов естественной резистентности (3 уровень).   

3. Методика проведения теоретической части занятия

3.1. Контроль учебной дисциплины: преподаватель в начале занятия указывает на недочеты в работе группы и отдельных студентов по предыдущему циклу занятий. Проверяет посещаемость лекций. Выясняет причины неуспеваемости студентов и договаривается о сроках ликвидации задолженности. 

3.2. Формулировка темы занятия
Актуальность и практическая значимость темы:

- Ключевую роль основных составляющих инфекционного процесса в патогенезе инфекционных болезней, в оценке этиологической значимости микроорганизмов.  

- Состояние макроорганизма (наличие вторичной иммунной недостаточности как следствие влияния хронических соматических, инфекционных заболеваний, стресса, экологии и др.факторов) во многом определяет исход инфекционного процесса (выздоровление, бактерионосительство, переход заболевания в хроническую форму, смерть).

-  Исход инфекционного процесса зависит и от влияния факторов внешней среды, которые могут изменять как свойства патогена, так и состояние макроорганизма. 

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Если целесообразно, то можно привлечь к ответу студентов из группы.  

3.4. Контроль СРС ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы  было дано задание:  заполнить таблицу о роли показателей естественной резистентности в антимикробной защите организма человека. 

	Название 

факторов

(заполняют студенты)
	Роль в антимикробной защите
	Факторы естественной резистентности (для внесения в незаполненный столбец 
таблицы)

	1. а) нейтро-филы
б) NК 

в) макрофаги

г)дендритные 

   клетки
	1. Секреция цитокинов, регулирующих клеточные и гуморальные механизмы защиты
	Нейтрофилы

Естественные киллеры (NК-клетки)

Белки системы комплемента

Белки острой фазы (БОФ) 

Лизоцим

Дефенсины

Макрофаги 

Дендритные клетки

Тромбоцитарный катионный белок (ТКБ)

	2. а) нейтро-филы  

б) макрофаги
	2. Фагоцитоз внеклеточных патогенов
	

	3. лизоцим
	3. Лизис клеточной стенки преимущественно Гр+ бактерий
	

	4. а) белки системы комплемента 
б) БОФ
	4. Опсонины (факторы, усиливающие фагоцитоз)
	

	5. а) NК    

б) макрофаги
	5. Уничтожение клеток, инфицированных микроорганизмами, опухолевых клеток
	

	6. Белки системы комплемента
	6. Лизис преимущественно Гр- бактерий и усиление цитолиза инфицированных, опухолевых клеток хозяина 
	

	7. а) Дефен-сины

Б) ТКБ
	7. Универсальный антимикробный фактор (широкий спектр антимикробного действия)
	


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале. 

3.6. Теоретический разбор материала 

Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

- Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Обратить внимание на такие понятия как «восприимчивость», «инфекционная чувствительность». При этом отметить восприимчивость организма как видовое качество, а инфекционную чувствительность  как индивидуальное качество (степень восприимчивости отдельного макроорганизма). Разобрать понятийный материал на конкретных примерах (можно использовать лекционный материал). Определить понятие «естественная резистентность». 

- Причины и условия, влияющие на инфекционную чувствительность макроорганизма. Можно отметить условное разделение факторов, определяющих инфекционную чувствительность, на эндо- и экзогенные; биотические и абиотические. Подчеркнуть роль социальных факторов в возникновении и развитии инфекционного процесса.  
- Оценка состояния естественной резистентности. Можно, обратившись к выполненному студентами домашнему заданию, кратко перечислить показатели естественной резистентности, характеризуя их роль в механизмах антимикробной защиты. Отметить, что значения «нормы» несколько варьируют в разных географических и климатических регионах. 
- Формы инфекционного процесса по происхождению, числу возбудителей, выражению клинических симптомов, локализации, длительности. Используется таблица «Формы инфекционного процесса». 
- Биологический метод. Преподаватель обращается к таблице «Принципы и методы лабораторной диагностики инфекционных болезней» и предлагает студентам перечислить и кратко охарактеризовать известные им методы обнаружения возбудителей: бактериоскопический, бактериологический. Отметив их достоинства и недостатки, обосновывает целесообразность проведения при необходимости биологического метода.  
- Экспериментальная инфекция и ее значение в научных исследованиях и практической медицине. Этот вопрос можно разобрать непосредственно перед воспроизведением экспериментальной инфекции, собрав студентов вокруг демонстрационного стола. Затем студентам можно задать несколько вопросов по методике. 
Примечание: На этом занятии проводят заражение здоровой мыши и вскрытие трупа мыши (зараженной накануне), микроскопическое и бактериологическое исследование тканей и органов животного. 

4. Методика проведения практической части занятия


Работы выполняются индивидуально или группой в виде решения практической задачи по теме и в виде демонстрации. 

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Инфекционный процесс. Роль макроорганизма

в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»

Задача 1. В хирургическое отделение поступил больной с ранением голени. В отделяемом раны микроскопическим методом обнаружены грамположительные палочки. Чистую культуру бактериологическим методом выделить не удалось. Для выделения возбудителя, изучения его вирулентных свойств исследуемый материал был доставлен в лабораторию для проведения биологической пробы. Проведите исследование и оцените его результат. Оформите протокол опыта. 

Протокол  исследования:
Цель: Овладеть навыком оценки результатов биологического метода диагностики.

Первый  день

	Дата
 заражения 
	Вид 
животного
	Материал 
для заражения
	Микроскопия материала для заражения (рисунок)

	3.03.05.
	Белая мышь
	Отделяемое раны
	Крупные палочки на фоне клеток крови и других тканевых структур (окраска метиленовым синим).  


Второй  день

	Дата гибели животного
	Дата вскрытия трупа животного
	Результат микроскопии (рисунок)

	
	
	крови
	печени
	селезенки

	4.03.05.
	4.03.05.
	Крупные палочки на фоне эритроцитов (окраска метиленовым синим)   


	Крупные палочки на фоне тканевых структур печени (окраска метилевым синим)
	Крупные палочки на фоне тканевых структур селезенки (окраска метилевым синим)   


Третий  день 

	Результаты посева (рисунки чашек с посевами)

	крови
	печени
	селезенки

	Колония с гемолизом на кровяном агаре 

	Колония с гемолизом на кровяном агаре


	Колония с гемолизом на кровяном агаре  



	Обозначить на рисунке: 

                                                  «Колония микроорганизма»
                                                  «Зона гемолиза»  




Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Вирулентна ли палочка для мышей? 

2. Какие факторы вирулентности бактерий Вы обнаружили? 3. От какой формы инфекции по локализации и длительности погибла мышь?) 

Воспроизведение бактериальной инфекции: 

а) Преподаватель рассказывает группе студентов о различных способах заражения животных: у кролика – внутрикожное, внутривенное; у морской свинки – подкожное; у белых мышей – внутривенное, внутрибрюшинное. 

б) Один из студентов читает условие задачи по воспроизведению бактериальной инфекции. Определяется цель исследования. Проводится внутрибрюшинное заражение белой мыши. Во время демонстрации решаются вместе со студентами вопросы о диапазоне патогенности микробов, о значении величины заражающей дозы, о роли входных ворот инфекции. 

Вскрывая труп мыши, преподаватель обращает внимание на макроскопические изменения со стороны органов. Проводит посев печени, селезенки и крови на кровяной агар в чашке Петри. Предварительно предлагает студентам принести предметные стекла, куда он наносит отпечатки из органов и тканей (кровь, селезенка, печень). После этого, вернувшись на свои места,  студенты проводят индивидуальную работу по всем этапам исследования погибшей мыши (красят мазки, микроскопируют; учитывают рост колоний) и оформляют протокол.

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат из исследуемого материала; живая белая беспородная мышь для заражения; пробирка с исследуемым материалом для заражения; шприц для заражения; набор инструментов для вскрытия животных; погибшая, фиксированная мышь; предметные стекла для приготовления мазков отпечатков; раствор красителя (метилевый синий), раствор для фиксации мазков; емкость с дез.раствором; чашка с кровяным агаром и ростом колоний с гемолизом (для учета); чашка с кровяным агаром для посева органов; микроскопы. 

Решение задачи. Студент учитывает полученные результаты вскрытия инфицированного животного, заполняет протокол и делает вывод:

1. Палочка вирулентна для мышей, т.к. вызвала гибель животного. 

2. Обнаружена гемолитическая активность у выделенной культуры (гемолизин – фактор вирулентности из группы экзотоксинов). 

3. Мышь погибла от острой генерализованной инфекции, т.к. в органах микроскопически обнаружены бактерии и при посеве органов обнаружен рост колоний. 

Задача 2.  Изучите бактерицидную активность собственной кожи. 


Методика выполнения задания описана в предыдущем занятии. На этом занятии студенты только оценивают результаты и заполняют протокол.  

Протокол  исследования:
Цель: Овладеть методом определения бактерицидности кожи.

	Время исследования
	Количество колоний 
	Индекс бактерицидности (доля погибших бактерий в процентах) ИБ

	После нанесения культуры 
	65
	91%

	Через 10 минут 
	5 
	





 

ИБ = 100 -                 = 91% 


В норме бактерицидная активность кожи должна быть не ниже 85%. 

Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Соответствует ли ИБ норме? 2. Каковы возможные причины снижения бактерицидности кожи?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: предметное стекло с двумя агаровыми пластинами из среды Эндо (одна из них помечена «галочкой») и выросшими на агаре Эндо колониями кишечной палочки. 

Решение задачи. Студент подсчитывает число колоний на каждой из пластин и рассчитывает по формуле индекс бактерицидности, заполняет протокол и делает вывод:

1. Индекс бактерицидности соответствует значениям нормы. 

2. Причинами возможного снижения ИБ могут быть: инфекционная болезнь; нерациональное питание, весенний гиповитаминоз, переутомление, все виды стресса и т.д.   

Задача 3. Обследуемый А, 18 лет, с 7 лет находящийся на диспансерном учете в группе ЧДБ (часто длительно болеющие), был направлен в клинико-иммунологическую лабораторию для оценки состояния факторов естественной резистентности (обследование проведено в весеннее время).  


1. Определите уровень лизоцима, С3 компонента комплемента и бактерицидной активности сыворотки (БАС).  


2. Сравните полученные данные с нормативными значениями, оцените результат и сделайте заключение о состоянии естественной резистентности обследуемого А. 

Протокол исследования:
Цель: Оценить состояние естественной резистентности.

	ФИО 
обследуемого
	Б  А  С 
	Лизоцим
	Комплемент

	
	Кол-во колоний в конт-рольной 
чашке
	Кол-во колоний в 
опытной чашке
	БАС, 

%
	Диаметр зоны 
лизиса микро-кокка, см.
	Кол-во лизоцима, мкг/мл
	Диаметр зоны 
лизиса 
	Кол-во компле- мента, мкг/мл

	Норматив- ные значе-ния (пол – мужской, 18 лет, весна)
	
	
	80,6
	
	6,8
	
	1,23

	Обследуе- мый А.
	10
	3
	70
	0,5
	5,0
	0,36
	0,81



Вывод: (Ответить на вопросы: 1. По каким показателям выявлены изменения в состоянии естественной резистентности? 2. Сделайте заключение о состоянии естественной резистентности обследуемого, что может быть причиной этих изменений).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: чашки с ростом колоний кишечной палочки на МПА (опытная и контрольная) для учета БАС; чашки, залитые агаром с микрококком и лунками в агаре, куда внесена сыворотка обследуемых людей (для учета уровня лизоцима по лунке «А»); чашки, залитые агаром с сенсибилизированными бараньими эритроцитами и лунками в агаре, куда внесены исследуемые сыворотки (для учета уровня комплемента по зоне лизиса эритроцитов в лунке «А»); методические рекомендации «Региональные нормы показателей естественного иммунитета населения Южного Урала» (Оренбург, 1983), из которых взяты нормативные значения, приведенные в таблице. Целесообразно использовать нормативные данные тех регионов, где обучаются студенты.
Решение задачи.  Студент учитывает готовые результаты определения лизоцима, комплемента, БАС, вносит в протокол и, сравнивая со значениями нормы, делает вывод:  

1. Обнаружены изменения показателей, характеризующих уровень комплемента, лизоцима и БАС.  

2. У обследуемого снижена естественная резистентность, включая уровень БАС, лизоцима, комплемента. Причинами могут быть хронические заболевания (соматические и инфекционные), стресс и т.д.   

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»  

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

1. Роль макроорганизма в инфекционном процессе (понятие о восприимчивости, инфекционной чувствительности). 

2. Причины и условия, влияющие на восприимчивость и инфекционную чувствительность макроорганизма. 

3. Факторы естественной резистентности организма человека. 

4. Влияние внешней среды на устойчивость макроорганизма к действию патогенных микробов. 

5. Роль социальных факторов в возникновении и развитии инфекционного процесса.

6. Этапы в развитии инфекционного заболевания. 

7. Пути распространения микробов и токсинов в организме. 

8. Формы инфекционного процесса по длительности, происхождению, по выраженности клинических проявлений, по числу  возбудителей.  

9. Экспериментальная инфекция и ее значение в научных исследованиях и практической медицине. Биологический метод диагностики (биологическая проба). 

10. Возрастные изменения чувствительности организма ребенка к токсинам микробов (пед.фак.).

11. Характер проявления инфекционного процесса в зависимости от возрастных особенностей ребенка (пед.фак.). 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:  

· научиться воспроизводить экспериментальную инфекцию и оценивать ее результаты; 

· научиться оценивать результаты определения показателей естественной резистентности.  

6.3. Предлагается студенту дома письменно заполнить таблицу по роли факторов естественной резистентности в антимикробной защите организма человека (см. пункт 3.4.). 

7.  Приложение 

7.1. Хронокарта занятия «Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»
	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Обсуждение рефератов
	10

	5.
	Входной тестовый контроль 
	15

	6.
	Теоретический разбор материала 
	35

	7.
	Перерыв
	15

	8.
	Самостоятельная работа студентов 
	80

	9.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                               ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

Перечень учебных таблиц: 

1. Принципы и методы лабораторной диагностики 

2. Формы инфекционного процесса

Чашки Петри, демонстрирующие определение показателей ествественной резистентности, живая и погибшая мыши, пробирка с материалом для заражения, стерильный шприц, пинцет, ножницы в дез.растворе, спиртовка, чашки с кровяным агаром, 3 микроскопа, микропрепарат из исследуемого материала.  

7.3. Интеграция темы: «Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»
	Вопросы, обсуждаемые 

на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 

кафедрах 

	- Формы инфекционного процесса

- Влияние факторов внешней среды на состояние инфекционной чувствительности.
	Кафедра инфекционных болезней: Классификация инфекционных процессов по длительности, степени нарушения гомеостаза, локализации. 

Кафедра биологии: значение природных и антропогенных экологических факторов в формировании здоровья людей. 


7.4. Элементы деонтологии,  воспитания при обсуждении темы: «Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»
Можно отметить значение правильного образа жизни, закаливания для поддержания естественной резистентности организма человека (кратковременный холодовой фактор – мощный стимулятор иммунной системы). Привести пример русского ученого С-Пб университета Николая Яковлевича Пэрна, изучавшего на себе ежедневно в течение 11 лет биологические ритмы эмоционального, физического, интеллектуального состояния. Напомнить студентам о роли гениального И.И. Мечникова, открывшего не только прямые бактерицидные свойства нейтрофилов и макрофагов клеток, но и предположившего другие возможные их функции, как, например «передача иммунитета… посредством белых корпускул через продукцию ими «секретинов» (цитокинов?). В 1908 г. И.И. Мечников получил Нобелевскую премию за открытие роли фагоцитирующих клеток в защите организма от любых патогенов.  

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Биологический метод диагностики»:
1. Авдеева М.Г., Лебедев В.В., Шубин М.Г. Молекулярные механизмы развития инфекционного процесса //Клиническая лабораторная диагностика, 2007. № 4. С.15-22. 

2. Бондаренко В.М., Мавзютов А.Р. Типы секреции и регуляции функциональной активности молекул, ассоциированных с патогенностью энтеробактерий //Журн.микробиол.,2002. № 5. С.86-91. 

3. Бухарин О.В., Черешнев В.А., Сулейманов К.Г. Антимикробный белок тромбоцитов. Екатеринбург, 2000. 199с. 

4. Воробьева Л.Н., Абилев С.К. Антимутагенные свойства бактерий (обзор) //Прикладная биохимия и микробиология, 2002. № 2. С.115-127. 

5. Долгушин И.И., Бухарин О.В. Нейтрофилы и гомеостаз. Екатеринбург, 2001. 282с. 

6. Долгушин И.И. Роль нейтрофилов в регуляции антимикробной резистентности //Вестник РАМН, 2002. № 3. С.16-20. 

7. Егоров А.М., Сазыкин Ю.О. Клетки естественного иммунитета и перспективы разработки рекомбинантных белков с антимикробной активностью //Антибиотики и химиотерапия, 2001. № 10.  С.3-5. 

8. Зорин Н.А., Зорина В.Н. Роль белков семейства макроглобулинов в механизмах инфицирования //Журн.микробиол., 2004. № 3. С.105-112.  

9. Иванова В.В., Корнева Е.А. Закономерности взаимоотношений макроорганризма и возбудителей инфекционных болезней у детей //Вестник РАМН, 2000. № 11. С.35-40. 

10. Исачкова Л.М., Плехова Н.Г. К развитию представлений об антиинфекционной резистентности //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2002. № 1. С.11-15. 

11. Кокряков В.Н. Биология антибиотиков животного происхождения. Санкт-Петербург, Наука, 1999. 163с. 

12. Кокряков В.Н., Ковальчук Л.В., Алешина Г.М., Шамова О.В. Катионные противомикробные пептиды как молекулярные факторы иммунитета: мультифункциональность //Журн.микробиол., 2006. № 2. С.98-105.  
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ГЛАВА  4.     И М М У Н И Т Е Т


ЗАНЯТИЕ   1 

1. Тема занятия: «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов» 

2. Цель занятия: 

- Изучить закономерности взаимодействия антигенов с организмом человека и в системе антиген-антитело (1-ый уровень усвоения).

- Изучить принципы и овладеть методами постановки и оценки реакций иммунитета для идентификации бактерий на основе выявления специфических антигенов (3-ий уровень усвоения).

-Ознакомиться с принципами изготовления и применения диагностических препаратов (2-ой уровень усвоения).

3. Методика проведения  теоретической части занятия  

3.1. Контроль учебной дисциплины: Преподаватель указывает на недочеты в овладении материалом предыдущей темы. Выясняет причины и договаривается о сроках ликвидации имеющихся задолженностей.  Проверяет посещаемость лекций.

3.2. Формулировка темы занятия 

Актуальность и практическая значимость темы. Преподаватель указывает на логическую связь изучаемых вопросов с теми положениями, которые обсуждались на предыдущих занятиях по теме «Инфекция». Подчеркивает при этом, что на предстоящих трех практических занятиях будет изучаться возможность применения иммунологических реакций в лабораторной и клинической практике, т.е. прикладное значение учения об иммунитете. Грамотное владение иммунологическими методами  невозможно без изучения общих теоретических вопросов, основ учения об инфекции и иммунитете.  Следует предупредить студентов о предстоящем в конце цикла зачете по темам: «Инфекция, иммунитет», который будет включать письменное (или компьютерное) тестирование, демонстрацию практических навыков и собеседование по билетам.  Преподаватель определяет порядок работы по теме: 1. Тестовый контроль.  2. Теоретический разбор материала. 3. Выполнение практических работ. 4. Отчет по полученным результатам.  

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие. Преподаватель отвечает на вопросы студентов.  
3.4. Контроль СРС  ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы было дано задание: схематично зарисовать антигенную структуру бактериальной клетки 






      

 





       

                                                        Н-АГ 
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.
3.6. Теоретический разбор материала
Обсуждаются следующие вопросы по теме:   

- Механизмы взаимодействия антигена (АГ) и антитела (АТ). Перед началом обсуждения этого вопроса целесообразно вспомнить определение понятий «Иммунитет», «Антиген», «Антитело»; перечислить виды антигенов (полноценные, гаптены, п/гаптены); понятий «Детерминантная группа» и «Активный центр». При обсуждении вопроса о механизме взаимодействия АГ и АТ обратить внимание на значение качеств антигена, влияющих на исход взаимодействия АГ-АТ (реакция преципитации, агглютинации). Следует разобрать двухфазность реакций иммунитета на примере реакции агглютинации, подчеркнуть специфичность 1-ой фазы. 

- Виды специфичности антигенов (групповая, видовая, типовая). При обсуждении этого вопроса необходимо фиксировать внимание на отрицательном значении групповых реакций при определении видов бактерий и на принципах получения монорецепторных сывороток. Рекомендуется также рассмотреть таблицу «Получение моноклональных антител с помощью гибридом». 

- Практическое использование антигенов и антител. Обсуждая в общем плане этот вопрос, следует выделить два основных возможных варианта использования этих ингредиентов:  

а) в целях диагностики; 

б) для специфической терапии и профилактики. 

Выясняя вопрос о возможностях применения системы «АГ-АТ», целесообразно использовать таблицу «Практическое использование системы «антиген-антитело» в диагностике основных инфекционных болезней». Подчеркнуть специфичность и универсальность реакций, возможность практического их использования как для определения специфичности антигена, так и для выявления антител. Для того, чтобы определить место иммунологических исследований в диагностике инфекционных заболеваний целесообразно напомнить содержание таблицы «Принципы и методы лабораторной диагностики инфекционных болезней». Отметить, что реакция иммунитета, поставленная для обнаружения антигена, считается положительной, если она идет до половины и более титра диагностической сыворотки. 

- Механизм и практическое использование реакции агглютинации. Подчеркнуть, что в этой реакции участвуют корпускулярные антигены, например, суспензия микроорганизмов или клеток макроорганизма (эритроцитов). При смешивании со специфической сывороткой происходит склеивание антигенов и оседание визуально различимых комплексов. Следует отметить, что реакцию агглютинации можно ставить качественно – на стекле и количественно – в пробирках, где готовят разведение сыворотки. Желательно, чтобы студенты при разборе механизмов реакций иммунитета не только пользовались соответствующей таблицей, но и самостоятельно воспроизводили схемы-рисунки реакций на доске. Следует отметить, что на этом занятии ингредиенты реакции агглютинации соответствуют ее использованию с целью обнаружения антигена. 

- Механизм и практическое использование реакции преципитации.  Обратить внимание на различные варианты проведения реакции преципитации (в геле, в пробирках), на ее широкое использование при определении растворимых антигенов: иммуноглобулинов, токсинов. Разобрать механизм и технику учета по таблице.  

- Сущность и механизм реакции иммунофлуоресценции (РИФ) или метода флюоресцирующих антител (МФА). Отметить актуальность экспресс-метода, разобрать по таблице «Прямая и непрямая иммунофлуоресценция», его сущность. Обсуждение вопроса можно провести в конце занятия, когда студенты попытаются самостоятельно разобраться в схеме реакции. 

4. Методика проведения практической части занятия  


Работа выполняется индивидуально или группой в виде решения практических задач по теме или в виде демонстрации.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов»

Задача 1.  В бактериологической лаборатории выделили культуру бактерий от больного с предположительным диагнозом: «Брюшной тиф». Поставлена реакция агглютинации (реакция Грубера) со специфическими иммунными сыворотками, титр которых 1/1600. Учтите развернутую реакцию с набором иммунных сывороток для определенных антигенов, заполните протокол. Ответьте на следующие вопросы: 1. К какому виду относится выделенная чистая культура бактерий? Почему? 2. Как объяснить положительную реакцию с обеими сыворотками? 

Протокол  исследования: 

Цель: Овладеть методикой оценки результатов реакции агглютинации для определения вида бактерий (реакция Грубера).
	Название иммунной сыворотки
	Разведение сыворотки

	
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	1/1600
	К

	Брюшнотифозная
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	Паратифозная А
	+
	-
	-
	-
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Выделенная чистая культура относится к виду Salmonella typhi, так как реакция положительна с брюшнотифозной сывороткой до титра 1/1600. 2. Положительная реакция с обеими сыворотками в титре 1/100 объясняется наличием общих антигенов (родоспецифических)). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: штатив с двумя рядами пробирок, в которых поставлена реакция агглютинации с чистой культурой и двумя специфическими сыворотками брюшнотифозной и паратифозной А соответственно каждому ряду пробирок. Сыворотки разведены до титра 1/1600. 
Решение задачи.  Преподаватель обучает студента навыкам учета реакции агглютинации. Реакция учитывается в два этапа: до и после встряхивания пробирок. В контроле до встряхивания осадок небольшой, надосадочная жидкость мутная, после встряхивания со дна поднимается «змейка» и равномерно распределяется, усиливая общее помутнение. Это отрицательная реакция, отмечается знаком «-». В опыте, если реакция положительная (знак «+»), до встряхивания на дне пробирки виден осадок из хлопьев, жидкость над осадком прозрачная. После встряхивания осадок распадается на зерна или хлопья, но жидкость остается прозрачная.

Преподаватель обсуждает способ получения диагностической сыворотки, дает определение ее титра: максимальное разведение сыворотки, при котором реакция иммунитета положительна со специфическим антигеном. Студенты перечисляют ингредиенты реакции. 

Задача 2.  В бактериологическую лабораторию доставлены испражнения больного с предположительным диагнозом: «Дизентерия». Выделена чистая культура бактерий, которая по морфологическим, ферментативным и антигенным свойствам идентифицирована как дизентерийная палочка вида Флекснера. С помощью монорецепторных сывороток определите тип выделенной культуры, поставив РА на стекле.  

Перед началом работы студенты подробно изучают методику постановки реакции агглютинации на стекле, необходимые ингредиенты и проводят исследование. Преподаватель демонстрирует технику постановки реакции, обращает внимание на качество постановки реакции, контролирует правильность учета результатов и записи протоколов.

Протокол  исследования: 
Цель: Овладеть методикой постановки и оценки реакции агглютинации на стекле для определения типа выделенной культуры. 

	Результат
	Ингредиенты  реакции

	
	Сыворотка Флекснера тип I + чистая культура бактерий
	Сыворотка Флекснера тип 2 + чистая культура бактерий
	Физиологический раствор + чистая культура бактерий

	«+» - агглютинация
«-» - отсутствие агглютинации
	-
	+
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. К какому серовару относится культура дизентерийной палочки? 2. Зачем нужно определять серовар возбудителя?). 


Студентам выделяется следующий материал для работы: чистая культура, две монорецепторные сыворотки, предметное стекло, спиртовка, бактериологическая петля (на 2-х студентов).


Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:   

1. Выделенная культура дизентерийной палочки относится ко 2-ому серовару. 

2. Серовар возбудителя нужно определять для выявления источника инфекции. 

Задание 3.  Изучить механизм и овладеть методикой оценки результатов реакции диффузной преципитации в геле для определения токсигенности бактерий (дифтерийной палочки). 

Протокол  исследования:

Цель: Изучить механизм и овладеть методикой оценки результатов реакции диффузной преципитации в геле для определения токсигенности дифтерийной палочки.  

Вывод: (Ответить на вопросы: 1.  Является   ли   исследуемая    культура  токсигенной?  Почему?  2. Каков тип дифтерийного токсина (экзотоксин, эндотоксин)? Почему?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: чашка Петри, в которой поставлена реакция преципитации в геле для выявления токсигенности дифтерийной палочки.

Решение. Студент рассматривает и зарисовывает чашку с токсигенными и не токсигенными штаммами дифтерийной палочки. На рисунке делает обозначения различных штаммов, линий преципитации. Делает вывод: 

1. Исследуемая культура является токсигенной.  

2. Обнаруженный тип токсина является экзотоксином, так как секретируется во внешнюю среду, а линия преципитации находится вне микробной клетки. 

Задание 4.  Изучите препараты для специфической диагностики инфекционных болезней. 

Протокол  исследования: 

Цель: Изучить препараты для специфической диагностики инфекционных болезней. 
	№ п
	Название препарата
	Состав
	К какой группе диагностичес-ких препаратов относится?
	Практическое использование (метод диагностики)
	Указать разведение диагностической сыворотки, при которой реакция агглютинации считается положительной

	1.
	Агглютини- рующая 

ОВ-coli сыворотка (0III)
	Известные АТ
	Иммунная диаг- ностическая сыворотка 
	Для обнару-жения АГ в бактериологичском методе
	Половина  титра, указанного на ампуле  (1:1600) -1:800

	2.
	Люминесци- рующая брюшно-тифозная сыворотка
	Известные АТ  меченые флуорохро- мами
	Иммунная диагностическая сыворотка
	Для обнаруже- ния АГ в экспресс-методе диагнос- тики - МФА
	

	3.
	Дизентерий- ный диагнос- тикум
	Известный АГ
	Диагностикум
	Для обнаруже-ния АТ в серологическом методе
	

	4.
	Брюшноти- фозный Vi-бактериофаг
	Известный вирус бактерий
	Бактериофаг
	Для определе-ния фаготипа бактерий в бак-териологичес- ком методе в реакции фаго- типирования
	

	5.
	Туберкулин
	Известный АГ
	Аллерген
	Для выявления аллергии (ГЗТ) в аллергическом методе 

	


При выполнении этой работы целесообразно использовать стенд «Специфические диагностические препараты». Студенты рассматривают диагностические препараты, закрепленные на планшете (или в коробке) и дают им характеристику, которую вносят в протокол строго по заданной схеме.  

5.  Методика  оценки  знаний  студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов»  

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:  

- Иммунитет. Определение понятия. 

- Виды иммунитета по происхождению и условиям формирования. 

- Характеристика гуморальных и клеточных факторов иммунитета. 

- Антигены. Определение. Свойства. Химическая природа. Материальная основа специфичности. 

- Антигенная структура бактериальной клетки. Виды антигенов по специфичности. Значение для практической медицины. 

- Реакция агглютинации, ингредиенты. Механизм. Практическое использование. 

- Реакция преципитации, ингредиенты. Механизм. Практическое использование. 

- Механизм  реакции  иммуно-флуоресценции. Практическое использование.  

- Использование антигенов и антител в медицинской практике для диагностики заболеваний. Диагностические препараты: виды, определение, получение, применение. 

- Монорецепторные сыворотки: определение, специфичность, получение, применение. Моноклональные антитела.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:  

· Овладеть навыками постановки и учета реакции агглютинации для выявления антигена; 

· Оценить результаты реакции преципитации в геле для определения токсигенности дифтерийной палочки и объяснить сущность методики; 

· Ознакомиться с принципами приготовления и практического применения диагностических препаратов. 

6.3. Предлагается студенту дома письменно зарисовать антигенную структуру бактериальной клетки (см. пункт 3.4.). 

7.  Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование   этапа 
	Время 

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	П е р е р ы в
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	85

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                         ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

Используются таблицы: 

· Механизмы иммунитета





 

· Виды иммунитета по происхождению 





· Реакции иммунитета 








· Принципы и методы лабораторной диагностики 



· Практическое использование системы АГ-АТ в диагностике инфекционных болезней 







· Реакция преципитации для определения токсигенности дифтерийной палочки 








· Специфические диагностические препараты 
 

· Получение монорецепторных сывороток



7.3. Интеграция темы  «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов»
	Вопросы, обсуждаемые 

на кафедре микробиологии 
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	Дается понятие об иммунной системе, механизмах реакций иммунитета. 
	Кафедра гистологии – изучают созревание форменных элементов крови. 

Кафедра нормальной физиологии – даются общие представления о защитных функциях организма и значение крови в их осуществлении. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов»
При обсуждении вопроса о механизмах   иммунитета   отметить   роль Л. Пастера, И. Мечникова, П. Эрлиха в разработке клеточно-гуморальной теории иммунитета. Л.Пастер, автор метода аттенуации микроорганизмов, то есть ослабления их заразности путем искусственной обработки различными факторами (t0 и др.). В 1899 г. Л. Детре (сотрудник И.И. Мечникова) ввел термин «антиген» для обозначения субстанций, в ответ на которые организм животного и человека способен вырабатывать антитела. Термин «гаптен» для обозначения низкомолекулярных химических групп, к которым можно получить антитела, если коньюгировать их с  белком-носителем, ввел Е.Р Pick в 1912 г. К. Ландштейнер в 1917 г. опубликовал данные о получении антител к гаптенам и последующие 37 лет изучал механизмы взаимодействия антигенов с активными центрами антител. К Ландштейнер считал, что не открытие групп крови – главное дело его жизни, а исследования реакции антигена и антитела. В 1908 г. Нобелевскую премию получают П. Эрлих и И.И. Мечников за разработку гуморальной и клеточной теории иммунитета. Научный спор между сторонниками клеточной (И.И. Мечников и его ученики) и гуморальной (П. Эрлих и его сторонники) теориями длился более 30 лет и способствовал развитию иммунологии как науки. 

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Учение об иммунитете. Применение системы антиген-антитело в реализации I принципа диагностики – поиске антигенов»
1. Бухарин О.В., Васильев Н.В. Лизоцим и его роль в биологии и   медицине. Томск, 1974.  

2. Бухарин О.В., Долгушин И.И. Нейтрофилы и гомеостаз. Екатеринбург, 2001. 
3. Давтян Т.К., Геворкян Г.А., Погосян Д.А. Возникновение и факторы эволюции иммунной системы //Успехи современной биологии, 2007.  № 1. С.5-12.

4. Мишанькин Б.Н., Васильева Г.И. Суперантигены – актуальная проблема современной иммунологии //Иммунология,1996. № 3. С.10-14.
5. Ройт А., Бростофф Дж., Мейл Д. Иммунология /Пер. с англ. М.: Мир, 2000.
6. Рабсон А., Ройт А., Делвз П. Основы медицинской иммунологии /Пер. с англ. М.: Мир, 2006. 

7. Фрейдлин И.С., Тотолян А.А. Клетки иммунной системы. Спб., Наука, 2001. 390с. (Т3; Т4; Т5).
8. Хаитов Р.М., Игнатьева Г.А., Сидорович И.К. Иммунология. М.: Медицина, 2002. 533с. 
9. Чепель Э., Хейни М., Мисбах С., Сновден Н. Основы клинической иммунологии /Пер. с англ. М.: ГЭОТАР – Медиа, 2008.

ЗАНЯТИЕ   2 

1. Тема: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус» 

2. Цель занятия: 

- Изучить принципы и овладеть методами постановки реакций иммунитета для определения антител (3-ий уровень усвоения).  

- Изучить принципы и методы оценки иммунного статуса человека (2-ой уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 

3.1. Контроль учебной дисциплины. В начале занятия преподаватель выясняет причины задолженностей студентов и напоминает о необходимости их ликвидировать. 

3.2. Формулировка темы занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: Преподаватель формулирует цель занятия, отмечает важность изучаемой темы, широкое практическое использование антител, значимость их обнаружения в сыворотке крови, биологических секретах. Затем преподаватель сообщает порядок работы по теме: «Антитела. Система АГ-АТ в серологической  диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус».  

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов, которые возникли у них при подготовке к занятию. Если целесообразно, то можно привлечь к ответу других студентов из группы.  

3.4. Контроль СРС ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы было дано  задание нарисовать схему молекулы иммуноглобулина с антигеном и стрелками указать ее функциональные участки: L-цепь, Н-цепь, Fab-фрагмент, Fc-фрагмент, идиотопы, идиотип, антиген.
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале. 

3.6. Теоретический разбор материала 

Обсуждаются  следующие вопросы по теме:

- Определение понятий «антитела, иммуноглобулины». Отмечается, что иммуноглобулины более «широкий» термин. Разбирается строение антител, подчеркивается связь строения Ig с выполняемыми функциями. Кратко характеризуются классы иммуноглобулинов.  

- Взаимодействие Т-, В-лимфоцитов и макрофагов в формировании клеточного и гуморального иммунитета. Разбирается схема трехклеточной кооперации в синтезе антител. Подчеркивается, что вначале синтезируются Ig М, а затем Ig G на Т-зависимый антиген, а на Т-независимый антиген вырабатывается только IgМ. Отмечается также, что онто- и филогенетически   IgМ - более ранний класс.  

- Серологический метод диагностики инфекционных болезней. Отмечается его принадлежность ко II принципу диагностики, его широкое применение. Подчеркивается отличие понятий «серологический метод диагностики» и «серологическая реакция» (реакция иммунитета). Серологическая реакция может использоваться как для обнаружения неизвестного антигена, так и для неизвестного антитела. Целью же серологического метода является обнаружение антител.  

- Реакция агглютинации и ее разновидности (РПГА, Кумбса) для серологической диагностики. Разбираются схемы этих реакций, при этом рекомендуется не только пользоваться таблицами, но и зарисовать их на доске. Отмечается роль эритроцитов как индикаторов реакции, делающих агглютинацию более явной. Разбирается понятие «анамнестическая реакция» и ее отличие от истинной. В истинной серологической реакции наблюдается рост титра антител в сыворотке крови обследуемого. 

- Иммунный статус. Кратко характеризуются основные показатели I и II уровня, используемые для оценки состояния иммунитета. Рекомендуется пользоваться одноименной таблицей. Разбирается схема реакции Е- и ЕАС-розеткообразования для определения Т- и В-лимфоцитов. Рассматривается термин «фагоцитарный показатель», как индикатор функциональной активности фагоцитов. При этом отметить, что этот показатель свидетельствует об интенсивности фагоцитоза, а активность фагоцитоза зависит от процента фагоцитов, участвующих в захвате микробов.  

- Разбирается метод радиальной иммунодиффузии по Манчини для определения классов Ig. Рекомендуется пользоваться таблицей и демонстрировать чашку Петри с поставленной реакцией.  

4. Методика проведения практической части занятия

Работа выполняется индивидуально в виде решения проблемных задач и в виде демонстрации. 

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»
Задача 1. В инфекционной больнице в течение 10 дней находится на стационарном лечении больной П. с предполагаемым диагнозом «Брюшной тиф?», «Паратиф А?». Выделить чистую культуру бактерий не представляется возможным. У больного была взята кровь для поиска специфических антител с помощью реакции агглютинации (реакция Видаля). Оценить результаты проведенного исследования. Сделайте вывод.  

Протокол  исследования: 

Цель: Овладеть методикой учета и оценки результатов реакции агглютинации для определения антител в сыворотке крови больного. 
	Диагностикум
	Разведение сыворотки больного 

	
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	1/1600
	К

	Паротифозный А
	+ 

(«зонтик»)
	-

(«пуговка»)
	-
	-
	-  
	-

	Брюшнотифоз-ный
	+
	+
	+
	+
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какой диагноз подтвердился? Почему?  2. Почему реакция агглютинации происходит с обоими диагностикумами?).

Студентам выдаются штативы с пробирками, в которых поставлена РА (реакция Видаля)  с брюшнотифозным (1 ряд) и паратифозным (2 ряд) диагностикумами. 

Студенты оценивают результат демонстрационной реакции агглютинации с двумя диагностикумами. В каждой пробирке – диагностикум и сыворотка больного в определенном разведении. В контрольных пробирках реакция отрицательная – осадок при встряхивании поднимается в виде змейки и равномерно распределяется. При положительной реакции жидкость в пробирке прозрачная, осадок в виде хлопьев. Положительную реакцию отмечают знаком «+», отрицательную – знаком «-». 

Решение задачи. Студент оценивает результаты РА (хлопья в прозрачной жидкости означают положительный результат) с разными диагностикумами. Отмечают, что с одним из них реакция идет в высоком титре, а с другим – в низком. Диагноз подтверждается в случае обнаружения высокого титра антител к диагностикуму. Положительная реакция с другим диагностикумом объясняется наличием у возбудителей брюшного тифа и паратифов родственных общих антигенов. Студенты делают вывод, что: 1. Подтвердился диагноз «Брюшной тиф», так как к брюшнотифозному диагностикуму обнаружены антитела в высоком (диагностическом) титре.    2. Реакция агглютинации происходит с обоими диагностикумами, так как они имеют общие родовые антигены. 

Задача  2. В клинику поступил больной с предполагаемым диагнозом «Грипп?», «Парагрипп?». Для выяснения диагноза проведите серологическое исследование   в  динамике  с  постановкой  РПГА.  

Протокол  исследования: 

Цель:  Познакомиться с механизмом и методикой учета реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) для определения антител в динамике. Научиться дифференцировать истинную реакцию от анамнестической.

	Диагностикум
	Разведение сыворотки больного 

	
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	1/320
	1/640
	К

	Гриппозный 

3-й  день 

10-й день
	+

+
	+

+
	-

+
	-

+
	-

+
	-

-
	-

-

	Парагриппозный 

3-й  день 

10-й день
	+

+
	+

+
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-


Вывод: (Ответить  на  вопросы:   1. Какой диагноз подтвердился? Почему?  2. Какая реакция является истинной, а какая анамнестической? Почему?   3. В чем преимущества РПГА перед РА?).  

Студенты получают планшет с лунками, в которых поставлена РПГА с парными сыворотками (взятыми на 3 и 10 день от начала заболевания) с разными диагностикумами. Реакция считается положительной, если в лунке обнаруживается осадок из красных хлопьев, в виде раскрытого зонтика, обращенного куполом вниз (отмечается знаком «+»).  При отрицательной реакции (отмечается знаком «-») на дне лунки виден компактный осадок красного цвета в виде пуговки с ровными краями – это садок из несклеившихся эритроцитов.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

1. Подтверждается диагноз грипп, так как к гриппозному диагностикуму обнаружено нарастание титра антител в 4 раза. 

2. Истинной является реакция к гриппозному диагностикуму, так как положительная динамика антителообразования свидетельствует об инфекционном процессе, а к парагриппозному диагностикуму выявлена анамнестическая реакция, которую характеризует постоянный низкий титр антител. 

3. Преимущества РПГА перед РА в ее большей чувствительности за счет применения индикатора – эритроцитов. 

Задача 3. Больной А – 22 года, страдает рецидивирующим фурункулезом. Было предположено, что заболевание протекает на фоне вторичного иммунодефицитного состояния. С целью диагностики ИД было проведено иммунологическое исследование крови больного. Оцените полученные данные и сделайте вывод. 

Протокол  исследования: 

Цель: Овладеть методикой оценки иммунного статуса с помощью тестов     1-го уровня. 

	Исследуемый показатель 
	Норма
	Показатель 
обследуемого А

	Лейкоциты, мм3 
	5500
	3700

	Нейтрофилы, % 
	60
	55

	Лимфоциты, % 
	35
	44

	Моноциты, % 
	5
	1

	Т-РОК, % 
	68
	60

	В-РОК, % 
	18
	15

	АФ, % 
	60
	35

	ФП
	4,2
	2,9

	IgА, г/л
	1,6
	0,2

	IgМ, г/л
	1,4
	0,5

	IgG, г/л
	15
	7,3


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какие тесты позволяют оценить состояние клеточного иммунитета, а какие – гуморального? 2. Есть ли иммунодефицит у данного больного и по каким показателям?  3. Каковы возможные причины для развития иммунодефицита?).

Студенты получают готовые мазки с реакцией Е (или ЕАС- розеткообразования), мазки крови с фагоцитозом и чашки Петри с реакцией преципитации (РП) для определения классов Ig по Манчини. Студенты микроскопируют мазки и рассматривают чашки с РП. Подсчетов не делают, только зарисовывают демонстрационные препараты. Анализируют данные в таблице показатели иммунного статуса обследуемого А, сравнивают с нормой и делают вывод. 
Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

1. Клеточный иммунитет можно оценить с помощью реакции Е-розеткооброазования (определение количества Т-лимфоцитов), а также определением активности фагоцитоза и фагоцитарного показателя, а гуморальный иммунитет оценивают определением ЕАС-розеток (В-лимфоцитов) и уровней иммуноглобулинов разных классов. 

2. У данного больного есть иммунодефицитное состояние, так как снижены по сравнению с нормой почти все показатели иммунного статуса. Причинами иммунодефицитного состояния может быть генетическая предрасположенность, частые инфекционные болезни, сахарный диабет, весенний гиповитаминоз, неблагоприятные экологические факторы и т.д.    

Рисунки демонстрационных препаратов

      Рис. 1.  Е-розеткообразующая клетка              Рис. 2.  Фагоцитоз стафилококков    

                               (Е-РОК)                                                        (мазок крови)


Рис. 3. Чашка с реакцией иммунопреципитации  для обнаружения IgG
 (по Манчини)


5.  Методика  оценки  знаний  студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»  

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

- Механизм иммунного ответа. Взаимодействие Т-, В-лимфоцитов и макрофагов. Их роль в клеточном и гуморальном иммунитете.

- Антитела. Классы иммуноглобулинов, их определение. 

- Аутоантигены, аутоантитела. Их роль в инфекционной патологии. 

- Серологическая диагностика инфекционных заболеваний. Отличие истинной от анамнестической реакции иммунитета. 

- Использование реакции агглютинации и ее разновидностей (реакция пассивной гемагглютинации, реакция Кумбса) для серологической диагностики инфекционных заболеваний.  

- Иммунный статус человека. Основные показатели. 

- Определение классов иммуноглобулинов. Метод радиальной иммунодиффузии по Манчини. 

- Принципы определения Т- и В-лимфоцитов. Реакция Е- и ЕАС-розеткообразования. 

- Оценка функциональной активности фагоцитов. Фагоцитарный показатель.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:  

- Оценка результатов реакции агглютинации (в различных вариантах постановки) и преципитации (радиальной иммунодиффузии) для поиска антител;  

- Умение интерпретировать результаты определения показателей иммунного статуса.  

6.3. Предлагается студенту дома письменно нарисовать схему молекулы иммуноглобулина (см. пункт 3.4).

7.  Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»  

	№ пп
	Наименование   этапа 
	Время 

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	30

	6.
	П е р е р ы в
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	95

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                            ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия  

7.2.1. Учебные таблицы: 

· Строение иммуноглобулинов 

· Схема практического применения реакция АГ-АТ в диагностике инфекционных болезней 

· Определение классов Ig по Манчини 

· Схема реакций пассивной гемагглютинации и Кумбса 

· Оценка иммунного статуса 

· Схема Е-розеткообразования 

· Тесты оценки иммунного статуса. 

7.2.2. Микроскопы.  

7.3. Интеграция темы: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»  
	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии 
	Интеграция вопросов на других 
кафедрах

	Кооперация клеток в развитии иммунного ответа. Строение иммуноглобулина. 
	Кафедра нормальной физиологии – значение крови в осуществлении защитных функций организма. 

Кафедра биохимии – размеры, форма, молекулярный вес, структура молекулы иммуноглобулина. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»
При обсуждении темы можно   вспомнить   работы    И.И. Мечникова, П. Эрлиха о роли клеточного (фагоцитоз) и гуморального иммунитета в защите от чужеродных агентов. Отметить, что в 1972 г. Джеральд Эдельман (США) награжден Нобелевской премией за установление химической структуры антител, а в 1987 г. Сузуму Тонегава (Япония) – за работы по молекулярной биологии генов иммуноглобулинов и раскрытие механизмов, обеспечивающих рекомбинацию ДНК в лимфоцитах, что определяет разнообразие АГ-связывающих участков молекул антител. Обратить внимание студентов на современные методы фенотипирования лимфоцитов и других клеток крови по СD-маркерам с использованием проточного цитометра. Более точное типирование возможно при применении двойных маркеров.
7.5. Литература для преподавателей по теме: «Антитела. Система «антиген-антитело» в серологической диагностике инфекционных болезней. Иммунный статус»:   

1. Иммунология /Под ред. У.Пола. М.: «Мир», 1987. т. 1. 466с. 

2. Мягкова М.А. и соавт. Естественные антитела к физиологически активным соединениям //Иммунология, 2000. № 6. С.6-10. 

3. Медуницин Н.В. Где находится иммунологическая память? Роль антигена в поддержании иммунологической памяти //Иммунология, 2001. № 6. С.19-24. 

4. Малинина М.К., Петриев В.М., Подгородниченко В.К. Увеличение способности иммуноглобулинов, инкубированных при кислых значения рН, связывать отрицательно заряженные антигены //Журн.иммунология, 2002. № 1. С.16-19.    

5. Невинский Г.А. и соавт. Каталитически активные антитела и их возможная биологическая функция //Вестник РАМН, 2001. № 2. С.38-45. 

6. Панченко О.Н. и соавт. Естественные антитела. Их биологическое значение и свойства //Гематол. и трасфузиол., 2000. № 2. С.16-17. 

7. Хаитов Р.М., Игнатьева Г.А., Сидорович И.Г. Иммунология. М.: Медицина, 2002. 534с. 

8. Чепель Э., Хейни М., Мисбах С., Сновлен Н. Основы клинической иммунологии. Изд-во ГЭОТАР-Медиа, 2008.
ЗАНЯТИЕ   3

1. Тема: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»
2. Цель занятия: 

- Изучить механизм и практическое использование реакции связывания комплемента и иммуноферментного анализа (3-ий уровень усвоения). 

- Изучить  основные  группы  препаратов,  использующихся  для специфической профилактики и терапии инфекционных болезней (2-ой уровень усвоения). 

- Изучить механизм  и  практическое значение гиперчувствительности немедленного и замедленного типов (1-ый уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия  

3.1. Контроль учебной дисциплины: Преподаватель напоминает студентам о необходимости и сроках ликвидации имеющихся задолженностей. 

3.2. Формулировка темы занятия
Актуальность и практическая значимость темы: Преподаватель называет тему и цель занятия, напоминает, что реакции иммунитета могут быть клеточными и гуморальными. Те и другие являются специфическими и являются следствием пребывания антигена (патогена) в организме, а значит могут использоваться в диагностике инфекционных болезней. Преподаватель подчеркивает, что реакции иммунитета (серологические реакции) могут использоваться как в 1-ом, так и во 2-ом принципах диагностики.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов, которые возникли у них при подготовке к занятию. Если целесообразно, то можно привлечь к ответу других студентов из группы.
3.4. Контроль СРС ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы было дано задание: отметить несколько различий в механизмах ГЗТ и ГНТ  и оформить в виде таблицы.   

	Характеристика
	ГНТ 

(заполняют студенты)
	ГЗТ  

(заполняют студенты)

	Механизм
	Гуморальная  реакция
	Клеточная  реакция

	Время развития
	Развивается через несколько минут  
	Развивается через 48-72 часа

	Десенсибилизация
	Возможна
	Затруднена

	Применение в микробиологических методах диагностики
	-
	Применяется в аллергическом методе диагностики


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.
3.6. Теоретический разбор материала 
Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

- Общее понятие о механизме РСК и ее отличия от других, уже известных студентам реакций. Обратить внимание, что РСК – это 5-компонентная реакция лизиса. Кратко разбираются свойства комплемента, его биологическая роль в организме, получение. При разборе в педиатрических группах подчеркивается, что уровень комплемента в сыворотке крови максимален на 2-5 день после рождения ребенка, затем несколько снижается в возрасте от 1 года до 3-х лет и почти не изменяется в других возрастных группах. Разбирается сущность I и II фаз РСК, значение гемосистемы как вспомогательной, выполняющей роль индикатора, значение количественных соотношений ингредиентов РСК. При этом целесообразно использовать таблицы «Практическое использование системы «антиген-антитело», «Механизм РСК и ее практическое использование», а также пользоваться доской. 

- Принцип и механизм иммуноферментного анализа. Отметить, что это современный высокочувствительный метод, который используются в серологическом методе и в экспресс-диагностике. Рекомендуется пользоваться таблицей.   

- Принципы получения и виды специфических лечебно-профилакти-ческих препаратов (используется соответствующая таблица). Обсуждается классификация лечебно-профилактических препаратов (по таблице).  Используются стенды «Основы микробиологии».

- При активном участии студентов обсуждается содержание понятий «вакцина, сыворотка, γ-глобулин, бактериофаг», выясняются принципиальные особенности каждого препарата: механизм его защитного действия (кратко, на уровне понятий), условия использования. На педиатрическом факультете уместно упомянуть календарь прививок у детей, выяснить влияние прививок на организм ребенка, возможные осложнения. 

- Условия развития механизмов ГНТ и ГЗТ, значение в инфекционной патологии. Следует отметить, что на микробные аллергены развивается ГЗТ, выявление которой используют в аллергическом методе диагностики. Обсуждается, что однозначно положительная аллергическая проба не позволяет поставить диагноз, но служит основанием для более детального обследования.  

4. Порядок проведения практической части занятия 


Работа выполняется индивидуально в виде решения практической задачи по теме или в виде демонстрации.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»
 
Задача 1. В клинику поступил больной с предполагаемым диагнозом «Хроническая гонорея». Для подтверждения диагноза проведено серологическое исследование путем постановки РСК. Изучите механизм РСК, ингредиенты запишите в таблицу протокола № 1. Изучите результаты поставленной реакции (протокол № 2) и сделайте вывод о предполагаемом диагнозе. 

Протокол  исследования  № 1:

Цель: Ознакомиться с механизмом реакции связывания комплемента (РСК), овладеть методикой учета результатов реакции для выявления антител. 

	№ пп
	Название ингредиента
	Состав
	Получение
	Участие в системе

	
	
	
	
	опытные
	индикаторные

	1.
	Сыворотка крови больного
	неизвест- ные АТ
	из крови больного
	+
	

	2.
	Диагностикум гонококковый
	известные АГ
	из бактерий определен-ного вида
	+
	

	3.
	Комплемент
	
	из сыворот- ки крови морской свинки
	+
	+

	4.
	Эритроциты барана
	известный АГ
	из крови барана
	
	+

	5.
	Гемолитическая сыворотка
	известные АТ
	из крови кролика, иммунизи- рованного эритроцита-ми барана
	
	+


Протокол  исследования  № 2:

Цель: Овладеть методикой учета результатов реакции для выявления антител.

	Диагностикум
	Разведение  сыворотки

	
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	К

	Гонококковый
	+

(отсутствие гемолиза)
	+
	-
	-
	-

(гемолиз)



Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвердился ли диагноз хронической гонореи? Почему? 2. Какова роль комплемента в организме? 3. Какова роль комплемента в РСК?).

Студенту выдаются штативы с пробирками, в которых поставлена РСК с гонококковым диагностикумом и наборы ингредиентов для РСК. Студент вписывает в протокол ингредиенты реакции, указывает их состав, получение и участие в опытной или индикаторной системах. Отмечает, что комплемент может участвовать или в 1-ой или во второй системах. Далее студент оценивает результаты РСК 

В контрольных пробирках должен быть гемолиз («лаковая» кровь), так как там реакция заведомо отрицательная. В опытной пробирке при положительном результате не должно быть гемолиза (задержка гемолиза). 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

1. Диагноз хронической гонореи подтвердился, так как обнаружены антитела в диагностическом титре.  

2. Роль комплемента в организме заключается в лизисе клеток-мишеней. 

3. В РСК комплемент выполняет ту же функцию, что в организме, – лизирует комплекс АГ+АТ после адсорбции на нем. 

Задача 2. В анонимный кабинет обратился гражданин Я. с просьбой проверить его на инфицирование ВИЧ. Проведено серологическое исследование с применением ИФА. Учтите результат и сделайте вывод.  

Протокол  исследования:

Цель: Ознакомиться с механизмом иммуноферментного анализа (ИФА) для выявления антител и овладеть методикой учета результатов. 

	Диагностикум
	С ы в о р о т к и

	
	исследуемая 
сыворотка
	положительная контрольная 
сыворотка
	Отрицательная контрольная сыворотка

	Диагностикум ВИЧ
	+

(окрашивание)
	+ 
(окрашивание)
	-

(отсутствие 
окрашивания)


Вывод:  (Ответить на вопросы: 1. Перечислите основные ингредиенты ИФА для выявления антител.  2. Как выглядит лунка с отрицательной контрольной сывороткой? Почему?  3. Чем отличается лунка с исследуемой сывороткой от контрольной? О чем это свидетельствует?).

Студентам выдается планшет, на котором отмечены лунки с положительным результатом (желтая лунка) и отрицательным (бесцветная). У обследуемого больного наблюдается положительный результат (желтый цвет лунки). Студенты зарисовывают схему ИФА, оценивают результат ИФА и делают вывод о наличии антител в сыворотке больного.
Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

1. Основные ингредиенты ИФА – диагностикум, сыворотка больного, антиглобулиновая сыворотка, меченая ферментом, субстрат, индикатор. 

2. Лунка с отрицательной контрольной сывороткой бесцветная, так как субстрат не расщепляется и индикатор свой цвет не меняет.  

3. Лунка с исследуемой сывороткой желтая, так как субстрат расщепился под действием фермента, конъюгированного с АГС, закрепившейся на комплексе АГ-АТ. 





1. Твердая фаза (дно лунки планшета)

2. Адсорбированный на твердой фазе АГ вируса 
3. Сыворотка крови больного

4. Антиглобулиновая сыворотка, меченая ферментом пероксидазой 

5. Субстрат к ферменту и индикатор на продукты расщепления субстрата 

Задание 3. Изучите препараты для выявления гиперчувствительности замедленного типа при инфекционных заболеваниях. 

Протокол исследования: 

Цель: Изучить препараты для выявления гиперчувствительности замедленного типа при инфекционных заболеваниях.
	№ пп
	Название препарата
	Состав
	К какой группе диагностических препаратов относится
	Метод 
диагностики

	1.
	Очищенный туберкулин
	Очищенный фильтрат убитой культуры мико-бактерий (АГ)  
	Аллергены
	Аллергическая проба

	2.
	Аллерген туляремийный
	Взвесь убитых туляремийных микробов (АГ)
	Аллергены
	Аллергическая проба


Решение. Студенту выдают набор аллергенов и краткие аннотации к препаратам. В протокол вносит 2-3 препарата, указывает их состав и метод диагностики, в котором они применяются.
Задание 4. Изучите препараты для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний. 

Протокол исследования:

Цель:  Изучить препараты для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний. 

	№ пп
	Название препарата
	Состав
	Способ 

получения
	К какой группе относится
	Показания для применения
	Какой вид иммунитета (по происхождению) создается в организме


	1.
	Чумная живая вакцина
	АГ
	Из живых высушенных культур чумных бактерий штамма Е  


	Вакцины
	По эпидпо-казаниям
	Активный

	2.
	Инактивиро- ванная вакци-на против японского энцефалита
	АГ
	Из вируса японского энцефалита, инактивиро-ванного формалином
	Вакцины
	По эпидпо-казаниям
	Активный

	3.
	Адсорбиро-ванный диф- терийно- столбнячный, анатоксин АДС
	АГ
	Из смеси дифтерий-ного и столбняч-ного анатоксинов, адсорбиро-ванных на гидроокиси алюминия
	Вакцина
	Плановая иммуниза-ция
	Активный

	4.
	Противодиф- терийная антитоксическая сыворотка
	АТ
	Из крови лошадей, гиперимму-низирован-ных дифте-рийным анатоксином
	Сыво- ротки
	Экстренная профилактика и лечение
	Пассивный

	№ пп
	Название препарата
	Состав
	Способ 

получения
	К какой группе относится
	Показания для применения
	Какой вид иммунитета (по происхождению) создается в организме  

	5.
	Антистафи- лококковый иммуногло- булин 
	АТ
	Из крови иммунизи-рованных доноров
	Иммуно-глобулин
	Лечение 
	Пассивный

	6.
	Сальмонел- лезный поли- валентный бактериофаг
	Живой вирус бакте-рий
	Из смеси фаголизатов сальмонелл, которые наиболее распростра-нены
	Бакте- риофаг
	Экстренная профи- лактика и лечение
	-


Решение. Студентам дается набор лечебно-профилактических препаратов, они изучают аннотации к ним и дают описание этих препаратов строго в соответствии с таблицей.

5.  Методика  оценки  знаний  студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 15  (занятие «Методы изучения морфологии микроорганизмов»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

- Лизины, бактериолизины. Реакция связывания комплемента. Ингреди-енты. Механизм, практическое использование. 

- Иммуноферментный анализ. Механизм. Практическое исследование.

- Гиперчувствительность немедленного и замедленного типа. Механизм возникновения. Роль в инфекционной патологии. Практическое значение. 

- Вакцины. Виды. Получение, показания для применения. 

- Сыворотки  и  иммуноглобулины  лечебные,  профилактические. Получение, показания для применения.   

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:  

- Овладеть навыками оценки результатов серологических реакций – РСК, ИФА  для поиска антител.

- Уметь определять состав и назначение диагностических и лечебно-профилактических специфических препаратов. 

6.3. Предлагается студенту дома письменно отметить несколько отличий ГНТ и ГЗТ (см. пункт 3.4.).

7.  Приложение
7.1. Хронокарта занятия  «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии» (3 астрономических часа)

	№ пп
	Наименование   этапа 
	Время 

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	П е р е р ы в
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	85

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                         ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия  


Используются таблицы: 

· Принципы и методы лабораторной диагностики  (стенд)

· Практическое использование системы АГ-АТ в диагностике
          инфекционных болезней   (стенд)

· РСК и ее практическое применение 

· Схема ИФА 

· Штативы и планшеты с реакциями (РСК, ИФА)  

· Ампулы с препаратами 

7.3. Интеграция темы: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии 
	Интеграция вопросов на других 
кафедрах

	Дается понятие о механизмах аллергических реакций и их практическое применение
	Кафедра патологической физиологии – изучают механизм ГЗТ и ГНТ, методы лечения и профилактики; иммунологическая толерантность


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»

При обсуждении вопроса о применении лечебных сывороток можно напомнить о работах Э. Ру и Э.Беринга, впервые получивших сыворотку для лечения дифтерии и столбняка (Нобелевская премия, 1901). Отметить о присуждении Нобелевской премии Цезарю Мильштейну (Великобритания) в 1984 г. за разработку революционного биотехнологического метода – получения гибридом и моноклональных антител. Обратить внимание на современный подход к оценке первичных и вторичных иммунодефицитов. Большая часть так называемых «вторичных иммунодефицитов» по сути являются компенсированными формами первичных (генетически обусловленных) слабостей иммунитета (К.В. Шмагель, 2008). Примером минорного врожденного иммунодефицита, не имеющего клинических проявлений, который может реализоваться при неблагоприятных обстоятельствах, являются данные о том, что люди, имеющие дефицит в крови маннозо-связывающего лектина (МСЛ), участвующего в активации комплемента, не имеют повышенной чувствительности к инфекциям. Но, если они подвергаются химиотерапии, риск возникновения у них инфекций резко возрастает. Обнаружена связь генов, обеспечивающих сигнал ИФНγ, с развитием и тяжестью течения туберкулезной инфекции. Важным является и изменение терапевтического подхода в лечении ИДС – если невозможно устранить фактор, вызывающий декомпенсацию иммунитета, то целесообразно воздействовать на индуцированные им сдвиги (т.е. лечить основной синдром декомпенсации – инфекция, аллергия, аутоиммунный синдром).

Можно отметить, что наиболее значимым гениальным открытием на пути познания природы иммунитета явилось открытие Цинкернагеля Р. и    П. Дохерти, сделанное в 1975 г., о том, что Т-лимфоциты активируются к иммунному ответу только если им представлена для распознавания поверхность своих клеток, т.е. был открыт механизм «двойного распознавания». Это открытие стало прочным фундаментом иммунологической науки, не пошатнувшимся до сегодняшнего дня, одной из немногих «теорем» иммунологии. 

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Применение иммунологических реакций в лабораторной практике. Принципы специфической профилактики и терапии»:
1. Адо А.Д.  «Общая аллергология». М.: Медицина, 1978. 

2. Алексеева Л.Г., Свирщевская Е.К. Новые направления в иммунотерапии аллергических состояний //Иммунология, 2007. т. 28.  № 5. С.310-317.   

3. Медуницин Н.В. Вакцинология. М.: «Триада-Х», 1999. 272с. 

4. Петров Р.В., Хаитов Р.М., Пинегин Б.В. Иммунодиагностика иммунодефицитов //Иммунология, 1997. № 4. С.4-6. 

5. Першин Б.В. и соавт. Система лимфоидной ткани пищеварительного тракта животных и перорально индуцированная иммунная толерантность //Иммунология, 2001. № 6. С.10-17. 

6. Пащенков М.В., Пинегин Б.В. Роль дендритных клеток в регуляции иммунного ответа //Иммунология, 2002. № 5. С.313-321. 

7. Самуилов В.Д.   Иммуноферментный   анализ   //Соросовский образовательный журнал, 1999. № 12. С.9-15. 

8. Савилова А.М., Трофимов Д.Ю., Алексеев Л.П., Хаитов Р.М. ДНК-вакцины, современное состояние и перспективы //Иммунология, 2002. т. 28. № 2. С.114-120. 

9. Симонова А.В. Фенотип лимфоцитов крови при инфекционных заболеваниях человека //Иммунология, 2002. № 5. С.310-313. 

10. Семенов Б.Ф. Новые положения концепции вакцинопрофилактики детских инфекций //Вестник РАМН, 2003. № 1. С.20-24. 

ЗАНЯТИЕ    4

1. Тема занятия: «Учение об инфекции и иммунитете. Практическое использование реакций иммунитета».  Итоговое занятие

2. Цель занятия:  Проверка знаний, практических навыков и умений студентов по разделам «Инфекции, иммунитета». 

3. Методика проведения  занятия 

3.1. Контроль учебной дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.  

3.2. Назвав тему и цель занятия, преподаватель определяет порядок работы: 

· письменное тестирование 

· устный ответ на теоретические вопросы по билетам (см. 
          экзаменационные вопросы на стенде по разделам «Инфекция и
          иммунитет» 

· проверка качества практических навыков, приобретенных студентами 

          по изучаемому разделу.

3.3. Тестирование. Раздаются 2-3 варианта письменных тестовых заданий, включающих 20 заданий. Для написания ответов студентам дается 20 минут, после чего одновременно собирают и проверяют в течение перерыва и выставляют оценки в журнал.

3.4. Опрос по билетам. Билет включает три вопроса: по разделам «Учение об инфекции», «Учение об иммунитете», «Практическое применение реакций иммунитета». Общая оценка за ответы по трем вопросам выставляется в журнал. 

3.5. Студентам выдаются  макропрепараты, реакции иммунитета, по которым студент должен провести необходимые исследования, учесть результаты и дать соответствующие объяснения. Опрос проводится индивидуально. Например: студенту дается штатив с результатами реакции Видаля, студент должен ответить: что это реакция агглютинации, поставленная в серологическом методе с целью обнаружения антител в сыворотке больного. Реакция ставится с двумя диагностикумами – брюшнотифозным и паратифозным, так как клинически дифференциальную диагностику этих заболеваний провести нельзя. Студент объясняет методику учета реакции, определяет титр обнаруженных антител и интерпретирует полученные результаты. Делает вывод, что подтверждается диагноз «Брюшной тиф», так как обнаружены антитела к брюшнотифозному диагностикуму в диагностическом титре, а положительная реакция с паратифозным диагностикумом объясняется наличием у возбудителей общих антигенов.  

Пример 2: Эритроцитарный диагностикум. Студент отвечает, что это диагностический препарат, содержащий известные антигены, полученные из микроорганизмов определенного вида и осажденные на эритроцитах. Применяется в РПГА в серологическом методе диагностики с целью обнаружения антител.  

Пример 3: Антирабический гамма-глобулин. Профилактический препарат. Содержит известные антитела, получен из сыворотки крови лошадей, гипериммунизированных фиксированным вирусом бешенства. Применяется для экстренной профилактики бешенства у людей, получивших укусы животных средней тяжести и тяжелые. Создает пассивный иммунитет; нейтрализует уличный вирус бешенства. 

4. Методика  оценки  знаний  студентов
Общая оценка знаний и умений каждого студента на занятии пишется словом и складывается из следующих 4 оценок: исходный тестовый контроль (цифра), оценка за теоретическую часть занятия (цифра), оценка за практическую часть занятия на основании беседы при проверке протоколов исследования («вып»), оценка за домашнюю СРС (цифра).

Выполнение («вып») ставится только при общей положительной оценке.

Образец оформления оценок

	Тесты

(цифра)
	Теория

(цифра)
	Практика

(«вып»)
	СРС

(цифра)
	Общая оценка (слово)

	
	
	
	
	


5. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Учение об инфекции и иммунитете. Практическое использование реакций иммунитета». Итоговое занятие


5.1. Студент при подготовке к итоговому занятию должен ответить на следующие вопросы: 

ИНФЕКЦИЯ  И  ИММУНИТЕТ 

Классификация, механизмы
1. Понятия: «Инфекционный процесс» (движущие силы), «Инфекционная болезнь». Внутрибольничные инфекции. 

2. Патогенность и вирулентность микробов. Определение. Факторы патогенности. Антилизоцимная активность бактерий и другие секретируемые факторы персистенции. 

3. Токсины бактерий, их природа, свойства, получение.

4. Динамика развития инфекционной болезни (периоды, характерные признаки), исходы течения. Сепсис, бактериемия, токсинемия. 

5. Формы инфекции: экзогенная и эндогенная, очаговая и генерализованная, моно- и смешанная, вторичная инфекция, реинфекция, суперинфекция. Примеры.

6. Бессимптомная инфекция. Формы. Бактерионосительство здоровое и реконвалесцентное. Персистенция микроорганизмов. Механизмы. 

7Л. Роль макроорганизма  и окружающей  среды в инфекционном процессе. Сапронозы. Значение  социальных факторов.  Неспецифические  факторы защиты   организма  человека  от микробов. 

7П. Роль макроорганизма и среды в инфекционном  процессе. Внутриутробная инфекция, пути заражения плода. Инфекционный  процесс у новорожденного и детей раннего возраста. Возрастные  особенности неспецифической    резистентности (гуморальные и клеточные факторы). Особенность воспаления у детей раннего возраста, незавершенность фагоцитоза. 

8Л. Нормальная микрофлора   организма  человека,  ее роль в физиологических процессах и при патологии. Индигенная микрофлора кишечника, основные таксоны. 

8П. Нормальная микрофлора организма человека в зависимости от возраста, ее роль в норме и патологии. Динамика микрофлоры кишечника у новорожденных детей, влияние естественного и искусственного вскармливания на микрофлору.

9. Особенности вирусных инфекций. Роль вирусной нуклеиновой кислоты и белка в инфекционном процессе. Токсические вещества и ферменты вирусов. Дефектные вирусы.

10. Понятие об иммунитете. Виды иммунитета: видовой, приобретенный, естественный, искусственный. Активный и пассивный.                                                                                                                                 

11. Фагоцитоз, фагоцитирующие клетки. Основные стадии фагоцитоза и их характеристика. Завершенный и незавершенный фагоцитоз. 

12. Система комплемента (структура и функции), пути активации, роль в иммунитете. Воспаление как механизм иммунитета. 

13. Антибактериальный, антитоксический иммунитет. Понятие об иммунологической памяти, иммунологической толерантности. 

14. Особенности противовирусного иммунитета, клеточные механизмы. Интерфероны, природа, свойства, применение.  

15. Особенности противовирусного иммунитета, гуморальные и патофизиологические механизмы. Ингибиторы, природа и свойства. 

16. Иммунная система организма человека. Иммунокомпетентные клетки, их основные функции. Понятие о межклеточной кооперации и ее роли в иммуногенезе. 

17. Антигены  и их характеристика. Понятие об иммуногенности, протективные антигены. Специфичность антигенов. Антигенная структура бактериальных клеток. 

18. Антитела. Классы иммуноглобулинов, их структура и функции. Неполные антитела, их обнаружение. Динамика антителообразования: первичный и вторичный ответ.

19. Понятие о гиперчувствительности (аллергии). Классификация гиперчувствительности по Джейлу и Кумбсу. 

20. Гиперчувствительность немедленного типа (В-зависимая). Анафилаксия. Сывороточная болезнь.    Атопии. Механизмы их возникновения, методы предупреждения. Клиническая значимость.

21. Гиперчувствительность замедленного типа (Т-зависимая), механизм ее проявления. Роль в патогенезе  инфекционных  болезней, иммунитете. Практическое использование аллергических проб. 

22. Понятие о клинической  иммунологии. Методы оценки  иммунного  статуса организма. Врожденные и приобретенные  иммунодефицитные состояния. Аутоиммунные  заболевания. Трансплантационные реакции. Иммуномодуляторы. 

Реакции  иммунитета

23. Реакция агглютинации. Механизм, компоненты,  способы постановки. Применение. 

24. Реакция Кумбса. Механизм. Компоненты. Применение. 

25. Реакция пассивной гемагглютинации. Компоненты. Применение. 

26. Реакция коагглютинации. Механизм, компоненты. Применение.  

27. Реакция преципитации. Механизм. Компоненты. Способы постановки. Применение.  

28. Реакция связывания комплемента. Механизм. Компоненты. Применение.  

29. Реакция нейтрализации токсина антитоксином. Механизм. Способы постановки, применение.  

30. Реакция иммунофлюоресценции. Механизм, компоненты, применение.  

31. Иммуноферментный анализ, иммуноблоттинг. Механизм, компоненты, применение.  

32. Реакция нейтрализации вирусов: реакция торможения гемагглютинации. Механизм. Компоненты. Применение.  

33. Реакция нейтрализации вирусов: реакция задержки цитопатического действия. Механизм. Компоненты. Применение.  

34. Принципы и  методы лабораторной   диагностики   инфекционных заболеваний. Примеры    их   диагностической ценности.  

35. Диагностикумы. Получение, применение. 

36. Аллергены. Получение, применение. 

37. Диагностические   сыворотки. Получение и практическое  использование. Монорецепторные  сыворотки. Моноклональные антитела, принцип   получения. 

Специфические лечебно-профилактические препараты

38. Вакцины. Определение. Современная классификация вакцин. Требования, предъявляемые к вакцинным препаратам. 

39. Живые вакцины. Получение, применение. Достоинства и недостатки. 

40. Инактивированные (корпускулярные) вакцины. Приготовление. Применение. Достоинства и недостатки. 

41. Субклеточные и субъединичные (химические) вакцины. Получение. Преимущества. Применение. Роль адьювантов.  

42. Молекулярные вакцины. Анатоксины. Получение, очистка, титрование. Применение.  

43. Ассоциированные и комбинированные вакцинные препараты. Достоинства. Вакцинотерапия. 

44. Генно-инженерные вакцины. Принципы получения, применение.  

45. Иммунные сыворотки. Классификация. Получение, очистка. Применение.

46. Антитоксические сыворотки. Получение, очистка, титрование. Применение. Осложнения при использовании и их предупреждение.  

47. Препараты иммуноглобулинов. Получение, очистка, показания к применению.  

48Л. Иммунотерапия и иммунопрофилактика инфекционных болезней.

48П. Плановые профилактические прививки. Оценка поствакцинального иммунитета. 

5.2. Студент должен научиться оценивать следующие препараты: 

1. Реакция агглютинации для определения антител 

2. Реакция агглютинации для определения вида микроба. 

3. Набор материалов для определения типа микробов на стекле (РА). 

4. Препараты для специфической диагностики инфекционных заболеваний (диагностикумы, иммунные сыворотки, аллергены, бактериофаги). 

5. Результаты определения БАС, лизоцима, комплемента чашечным методом. 

6. Чашка с реакцией преципитации для определения классов Ig. 

7. Результаты реакции преципитации для определения токсигенности дифтерийных бактерий. 

8. Набор препаратов для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний (вакцины, сыворотки, иммуноглобулины, бактериофаги).  

9. Результат реакции связывания комплемента для определения антител. 

10. Планшет с результатами РПГА в серологическом методе. 

11. Планшет с результатами ИФА в серологическом методе. 

6.  Приложение 

6.1. Хронокарта занятия  «Учение об инфекции и иммунитете. Практическое использование реакций иммунитета». Итоговое занятие                (3 астрономических часа)

	№ пп
	Наименование   этапа 
	Время (мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы. 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Тестовый контроль (итоговый)
	20

	5.
	П е р е р ы в
	15

	7.
	Опрос по билетам, прием макропрепаратов
	150

	
	                                                              ИТОГО
	195


6.2. Материальное обеспечение занятия 


Используются таблицы и стенды: 

· Принципы и методы лабораторной диагностики 

· Практическое использование системы АГ-АТ в диагностике 

          инфекционных болезней   

· РСК и ее практическое применение 

· Схема ИФА 

· Штативы и планшеты с реакциями  

· Ампулы с препаратами 

Варианты билетов к итоговому занятию по теме: 

«Инфекция. Иммунитет» 

№  1

1. Роль микробов в развитии инфекционного процесса. Патогенность, вирулентность. 

2. Антигены. Определение, свойства. Материальная основа специфичности и иммуногенности антигенов. 

3. Реакции прямой иммунофлуоресценции. Ингредиенты. Механизм. Практическое использование. 

№  2 

1. Роль микробного лизоцима, лецитовителлазной активности, антилизоцимной активности. Методы обнаружения in vitro. 

2. Неспецифические факторы защиты (барьерные функции кожи, слизистых оболочек, лимфатических узлов). Комплемент. Фагоцитоз. 

3. Использование антигенов в медицинской практике. Диагностикумы. Аллергены. Получение и применение. 

№  3 

1. Роль нормальной микрофлоры тела человека в инфекционном процессе. 

2. Вакцины, виды, получение. Адьюванты. Применение в медицинской практике. 

3. Реакция агглютинации в бактериологическом методе диагностики. Ингредиенты, механизм, практическое использование. 

№  4 

1. Инфекция, инфекционный процесс. Определение понятия. Движущие силы инфекционного процесса. 

2. Антитела (иммуноглобулины), их структура.  

3. Реакция агглютинации в серологическом методе диагностики заболевания. Механизм. Ингредиенты. 

№  5

1. Биологический метод диагностики. Показания для использования, диагностическая ценность.  

2. Классификация микробных антигенов по специфичности. Практическое значение специфичности антигенов. 

3. Реакция преципитации в геле для определения токсигенности бактерий. Ингредиенты. Механизм. 

№  6 

1. Формы проявления инфекции: острые, хронические, бессимптомные, симптомные, типичные, атипичные. 

2. Классы иммуноглобулинов. Характеристика, функции. 

3. Реакция связывания комплемента в серологическом методе диагностики. Ингредиенты. Механизм.  

№  7 

1. Формы проявления инфекции: инаппарантные; медленные инфекции. Персистенция вирусов и бактерий. 

2. Иммунный статус. Понятие. Тесты I и II уровня, используемые для оценки иммунного статуса.  

3. Реакция непрямой (пассивной) гемагглютинации  в серологическом методе диагностики. Ингредиенты. Механизм.

№  8 

1. Роль микробов в инфекционном процессе. Патогенность, вирулентность. Количественное определение вирулентности.  

2. Иммунитет, определение понятия. 

3. Реакции
бактериолиза.
Ингредиенты. Механизм. Практическое использование. 

№  9  

1. Форма симбиоза микроорганизмов. Комменсализм. Определение. Роль условно-патогенных микроорганизмов в развитии инфекционного процесса. 

2. Гиперчувствительность  немедленного типа. Анафилаксия. Сывороточная болезнь. Механизм их возникновения, методы предупреждения. 

3. Лечебно-профилактические сыворотки (гомо- и гетерологичные), иммуноглобулины. Получение. Показания к применению. Механизм действия.

№  10 

1. Колонизационная  резистентность. Понятие, факторы, обеспечивающие колонизационную резистентность. 

2. Форма проявления иммунитета: антибактериальный, антитоксические, стерильный и нестерильный. 

3. Диагностические сыворотки (поливалентные, монорецепторные). Их получение и использование в медицине.

№  11

1. Факторы вирулентности микроорганизма. Характеристика. Методы выявления.  

2. Взаимодействие Т- и В-лимфоцитов и макрофагов в гуморальном иммунном ответе. 

3. Реакция Кумбса.  Механизм. Применение.  

№  12 

1. Ферменты «защиты и агрессии». Назначение. Методы выявления. 

2. Виды антигенов по степени чужеродности. Аутоантигены, алло- и ксеногенные антигены. Практическая значимость. 

3. Иммуноферментный анализ. Механизм. Применение в серологическом методе диагностики.  

№  13 

1. Динамика развития инфекционного процесса. Периоды. Пути распространения микробов и токсинов в организме. Носительство патогенных микроорганизмов.

2. Антитела, свойства. Материальная основа гетерогенности и специфичности. 

3. Реакция преципитации в геле для определения класса иммуноглобулинов. Ингредиенты. Механизм.  

№ 14 

1. Форма проявления инфекции. Понятия о рецидиве, реинфекции, суперинфекции. 

2. Гиперчувствительность замедленного типа. Инфекционная аллергия. Условия возникновения. Роль в патогенезе инфекционного заболевания. Использование в диагностике. 

3. Реакции  E- и EAC-розеткообразования. Применение.  

№  15 

1. Роль макроорганизма в инфекционном процессе. Восприимчивость и инфекционная чувствительность. 

2. Классификация антигенов микробной клетки по локализации. Практическое применение. 

3. Радиоиммунный анализ. Механизм. Практическое использование. 

№  16 

1. Пути распространения и локализации микробов и токсинов в организме. Примеры микроорганизмов, секретируемых экзотоксины. 

2. Приобретенный иммунитет: клеточный и гуморальный 

3. Реакция связывания комплемента для обнаружения антигена. Ингредиенты. Механизмы.  

№  17 

1. Микробные токсины (экзо- и эндо). Свойства и химический состав. Генетические детерминанты токсигенности (tох+-гены). 

2. Виды иммунитета по происхождению и условию формирования. 

3. Опсонины. Опсоно-фагоцитарная реакция. Ингредиенты. Механизм. Практическое использование. Опсонический индекс.

№  18  

1.  Роль макроорганизма в развитии инфекционного процесса. Восприимчивость,  инфекционная чувствительность. 

2. Особенности формирования первичного и вторичного иммунного ответа. 

3. Механизм реакции связывания комплемента. Практическое применение. 

№  19  

1. Микрофлора внешней среды. Санитарно-показательные микробы воды, воздуха. Методы оценки загрязнения воды и воздушной среды. 

2. Неспецифические факторы иммунитета и их роль в защите от инфекции. Биологическая роль лизоцима.  

3. Реакция преципитации. Механизм. Встречный иммуноэлектрофорез (ВИЭФ).

№  20 

1. Плазмокоагулаза, гиалуронидаза, гемолизин. Назначение. Методы обнаружения. 

2. Иммунология как наука. Ее задачи. 

3. Реакция непрямой иммунофлуоресценции. Механизм. Практическое применение.

ГЛАВА  5.   МЕТОДОЛОГИЯ   ПРЕПОДАВАНИЯ  общей микробиологии

Методология – учение о способе, методе исследования, - разрабатывает наиболее общие принципиальные приемы наблюдения, систематизации, анализа и обобщения фактов. 


Методологические принципы, используемые в науке и педагогике, исходят из законов и категорий материалистической диалектики. Поэтому методологическая работа представляет собою, по существу, разработку конкретных форм и приемов использования этих законов и категорий для решения общих и частных задач, выдвигаемых отдельными естественными и общественными науками.


Отсюда следует, что методологическая работа не может вестись в отрыве от конкретного фактического материала, являющегося объектом исследования той или иной научной дисциплины. 


Методология должна развивать мышление студентов и органически входить в учебный процесс 2-мя основными путями:

1. Изложение, анализ и обобщение учебного материала в лекциях и на практических занятиях с использованием метода материалистической диалектики.

2. Использование фактического материала для прямого показа действенности диалектической методологии в решении конкретных теоретических и практических вопросов.

Ниже приводятся конкретные примеры по методологии преподавания разделов общей микробиологии, инфекции и иммунитета. 

Общая  микробиология


1. Тема – «История развития медицинской микробиологии» 


В этом разделе общей микробиологии вполне вероятен чисто созерцательный и описательный подход студентов к отдельным этапам в развитии науки как стихийного процесса, определяемого случайными обстоятельствами и деятельностью отдельных талантливых ученых. 


Задачей преподавателя является показ фактических движущих сил развития микробиологии как одного из звеньев прогресса человеческого познания. 


В качестве факторов, определяющих научный прогресс, в том числе и в области микробиологии, следует представить:

а) социально-экономические условия жизни общества; 

б) передовые философские учения;

в) смежные науки.

Роль этих факторов подтверждается во время беседы со студентами по разделам:

А) Описательный период в развитии микробиологии. Важнейшее событие этого периода – открытие микробов, было подготовлено рядом объективных предпосылок. К их числу относится развитие торгового капитала и в связи с этим – мореплавания в ряде стран, в т.ч. в Голландии, использование линз для астрономических навигационных приборов в морском флоте, увеличение возможности ознакомления с линзами естествоиспытателей того времени, и в частности, А. Левенгука. 

Таким образом, развитие оптики явилось основой для создания микроскопов (Ганс и Захарий Янсены) и открытия микроорганизмов (А. Левенгук). 

Б) Физиологический период. Характерными чертами этого периода является расцвет промышленного капитала. Превращение крестьянского и кустарного производства в отдельные отрасли промышленности крупного масштаба (виноделие во Франции, овцеводство во Франции и в России и др.) привело к необходимости изучения причин гибели шелковичных червей, порчи вина, гибели овец от сибирской язвы.  Колониальная политика крупных держав и вторжение на территории, неблагополучные по многим инфекционным заболеваниям, поставило перед науками новые задачи: поиск возбудителей заболеваний колонизаторов на захваченных территориях и др.

Если у общества появляется техническая потребность, то оно продвигает науку вперед больше, чем десяток университетов. Продолжали интенсивно развиваться физика (оптика), биология (учение о клетке), химия (создание анилиновых красителей). 

Значение этих факторов для развития микробиологии должно быть показано при обсуждении основных этапов физиологического периода: открытие микробной природы брожений, решение проблемы зарождения жизни, открытие болезнетворных свойств микробов, создание методов вакцинации, открытие многих патогенных микробов (Л. Пастер, Р. Кох, Л.С. Ценковский и другие ученые). В этот период микробиология была сформирована как наука со своими методами и задачами.

В) Иммунологический период 

Успехи микробиологии в данный период стимулировались дальнейшим развитием общества, наук.

В споре ученых (П. Эрлих, И.И. Мечников) о первостепенной важности гуморальных или клеточных механизмов иммунитета родилась истина: взаимодействие обоих механизмов, что явилось основой развития современной иммунологии (межклеточная кооперация, цитокины-медиаторы иммунитета). Подчеркнуть методологию учения И.И. Мечникова о фагоцитозе, который раскрыл эволюцию процесса.

Развитие табачной промышленности  в России, с одной стороны, а с другой, - гибель обширных плантаций табака из-за мозаичной болезни, явилось основанием для исследований причины болезни и открытия Д.И. Ивановским первого вируса. 

Г) Современный (молекулярно-генетический) период
Особенностью современного периода является бурное развитие целого комплекса наук, способствующих крупным открытиям в области микробиологии (атомная и другие разделы физики, медицинская химия, физическая химия, математика, молекулярная биология, генетика и т.д.).

Объектом для обсуждения на занятии могут быть достижения современной вирусологии (изучение структуры вирусов, их физиологии, создание новых методов культивирования), успехи генетики микробов, создание генно-инженерных вакцин, ликвидация ряда инфекционных болезней.

2.  Тема – «Современные методы микроскопического исследования»


Материал этого раздела воспринимается студентами нередко как показатель чисто технического успеха микробиологии. 


На практических занятиях по технике микроскопии путем постановки наводящих вопросов и личных дополнений к ответам студентов следует показать, что прогресс в микробиологической технике, во-первых, является результатом влияния смежных дисциплин (физика электронов, оптика, неорганическая и органическая химия) на развитие микробиологии и, во-вторых, сам является методической основой расширения всегда относительных познаний мира микробов (раскрытие структуры вирусов, анатомических структур бактериальной клетки и др.). Эта методологическая сторона совершенствования микробиологической техники должна быть показана в беседе о принципах электронной микроскопии, при демонстрации фазово-контрастной и люминесцентной микроскопии. 

3.  Тема – «Морфология и строение микробов»


Основными методологическими направлениями в преподавании морфологии микробов является утверждение взаимозависимости формы и содержания при ведущей роли функциональных свойств микроорганизмов. 


На материале по морфологии бактерий следует показать как физиологические потребности микроорганизмов в конкретных условиях внешней среды влияют на внутреннюю структуру и морфологию кокковых и палочковидных бактерий. Сами функциональные свойства определяются генетическими факторами и условиями существования микробов.


Достаточно убедительным в этом плане является пример о значительном уменьшении объема и изменении формы бацилл при их превращении в споры в связи с необходимостью сохранять жизнеспособность в условиях, непригодных для жизнедеятельности вегетативных форм.

Интересным примером действия указанной закономерности является влияние функции на форму вирусов-бактериофагов, не проникающих в клетку, в лишь фиксирующихся на ее поверхности, и, вследствие этого, приобретающих дополнительную анатомическую структуру в форме отростка. 

Процесс спорообразования целесообразно рассмотреть и в плане действия закона перехода количественных изменений в новые качественные. Значительное увеличение липидов, смолистых веществ, солей кальция, уменьшение свободной воды приводят к формированию споры – качественно новой формы микроба. 

4.  Тема – «Физиология микроорганизмов и круговорот веществ 
в природе» 


Обсуждение материала о химическом составе микробов рекомендуется проводить в аспекте основного тезиса философии о материальности и единстве мира. Химическая однородность микробов и высших живых существ, включая человека с одной стороны, неодушевленный материи нашей планеты  и небесных тел с другой – являются убедительным аргументом в пользу положения о происхождении жизни из веществ окружающей природы. 


Процесс круговорота веществ в природе совершается по закону перехода количественных изменений в новые качественные. Одни и те же материальные субстраты приобретают различные формы и качества в зависимости от количественно-структурных особенностей группировок, в которые они включаются на отдельных этапах движения веществ в природе.


Процессы ассимиляции и диссимиляции едины по месту и времени, но противоположны по направленности лежащих в их основе биохимический реакций и их результатам. Однако решают одну общую физиологическую задачу – поддержание гомеостаза, рост, развитие. 

5.  Тема – «Изменчивость микроорганизмов»


Основные закономерности изменчивости микробов (факторы изменчивости, ее диапазон, механизмы изменчивости и пути передачи наследуемых качеств в группе бактерий) являются частными случаями проявления всеобщей связи различных звеньев природы и, в частности, единства организма и внешней среды. 


Обсуждение материала этого раздела, затрагиваемого на ряде занятий, рекомендуется проводить исходя из следующих положений: 


а) среда обитания микробов (организмы, почва, вода) находится в состоянии непрерывных изменений; 


б) микробы и среда едины, вне связи со средой обитание микробов невозможно;


в) неадекватность среды физиологическим способностям микробов вызывает их гибель или же обусловливает адаптацию к изменяющимся условиям среды или мутации, т.е. изменчивость.


Рассмотрение диапазона и глубины изменчивости микробов целесообразно проводить в аспекте действия закона о переходе количественных изменений в новые качественные. Так, изменение антигенной структуры микроба, одного из фенотипических свойств (количественная характеристика) представляет собой проявление перестройки в геноме бактериальной клетки (качественная характеристика).


Определенный уровень количественных изменений биохимических функций микроба может быть обусловлен качественной перестройкой звеньев генетического аппарата клетки. 

Учение  об  инфекции  и  иммунитете

6.  Тема – «Движущие силы инфекционного процесса. 
Экспериментальная инфекция»

Эволюция микробов от сапрофитов к паразитам совершается в соответствии с законом перехода количественных изменений в новые качественные. Промежуточные формы симбиоза: микробы-комменсалы – условно-патогенные микробы – патогенные микробы, - отображают различные стадии количественных изменений взаимоотношений микро- и макроорганизмов. 


Эти изменения приводят к возникновению новых качеств микробов, обусловливающих существенное отличие патогенных видов микробов от их близких предков. 


В свете действия закона о переходе количественных изменений в новые качественные следует обсуждать материал о происхождении и эволюции патогенных микробов на примерах кишечной палочки, ее патогенных вариантов, брюшнотифозной палочки. 


Социальные факторы внешней среды (действие лекарств, антибиотиков, вакцин) могут существенно изменить течение инфекционного процесса, играть решающее значение в его исходе: при легочной чуме антибиотики спасают больного, антирабическая вакцина защищает от бешенства.

7.  Тема – «Приобретенный естественный иммунитет»


Естественный приобретенный иммунитет формируется в недрах инфекционного процесса в соответствии с законом единства и борьбы противоположностей. Патогенные микробы несут в себе противоречивые качества: с одной стороны, они обладают средствами преодоления и подавления защитных сил организма, обеспечивающими их размножение и болезнетворное влияние, с другой – они являются носителями антигенов, вызывающих развитие иммунитета, защиты от данного возбудителя. 


Действие антигенов на организм побуждает организм к формированию специфических защитных механизмов, направленных на более или менее полную нейтрализацию болезнетворных свойств микроба. 


Микроб – возбудитель болезни порождает два единых по причине возникновения, но диаметрально противоположных по направленности процесса – инфекцию и иммунитет, один из которых в конечном счете снимает действие другого.


Таким образом, возникнув на базе закона единства и борьбы противоположностей, явления инфекции и иммунитета в конечном счете могут завершиться в соответствии с действием закона отрицания-отрицания: инфекция, отрицающая защитные силы организма, отрицается этими силами, возникшими в недрах инфекции. 


Обсуждение этого материала в таком плане целесообразно при разборе различных по происхождению форм иммунитета.

8.  Тема – «Механизмы иммунитета и иммунологических реакций»


При обсуждении механизмов иммунитета следует иметь в виду, что студенты часто отождествляют сложное явление иммунитета только с синтезом антител, т.е. одним из частных проявлений иммунного процесса. Эта фактическая и методологическая ошибка должна корректироваться с позиций категорий сущности и явления. 


Постановкой ряда вопросов о роли различных механизмов защиты организма и, в частности, о соотношении гуморальных и клеточных механизмов, следует показать студентам, что каждый из этих механизмов представляет собой явление, отображающее одну из сторон сущности процесса – иммунной перестройки организма. 


Аналогичный подход должен иметь место и в отношении механизмов диагностических реакций иммунитета, внешние проявления которых представляют собой явления, в основе которых лежит невидимая для глаза сущность процесса – взаимодействие антигена, антитела и неспецифических ингредиентов. Последовательное их взаимодействие обусловливает такие изменения свойств антигена, при которых он уже не может оставаться в прежнем состоянии и переходит в новое агрегатное состояние, которое и выявляется как признак положительной реакции. 


Эти методологические закономерности следует выявлять при обсуждении материала о механизмах реакции агглютинации, преципитации, фагоцитоза, иммунной флюоресценции, лизиса и др. 


Аллергическое воспаление – по своей природе специфический клеточно-гуморальный механизм защиты – может в ряде случаев перерасти в свою противоположность – при гиперергии (пример перехода количественных изменений в новое качество).


План методологической работы на практических занятиях по микробиологии прилагается. 

П   Л   А   Н

проведения методологической работы на практических занятиях 
по общей микробиологии

	№№ пп
	Тема практического занятия
	Законы и категории 

диалектики, используемые при изучении материала
	Материал, 

используемый 

для обсуждения

	1.
	История развития микробиологии
	Всеобщая связь явлений природы и общества. Зависимость развития наук от социально-экономических условий жизни общества, философских идей и смежных наук.
	Периоды развития микробиологии

	2.
	Современные методы микроскопического исследования в микробиологии
	Познаваемость мира, относительность наших знаний. Зависимость границ человеческого познания от уровня научно-технического прогресса.


	Результаты электронной, фазово-контрастной и люминесцентной микроскопии.

	3.
	Морфология и строение микробов
	Единство и взаимозависи-мость формы и содержания.
	Морфология и функции микроорганизмов. Явление спорообразования.  

	4.
	Физиология микроорганизмов и круговорот веществ в природе
	Материальность и единство мира. Переход количественных изменений в новые качественные.
	Химический состав микробов. Роль микробов в круго-вороте веществ. 


	Продолжение  плана

	№№ пп
	Тема практического занятия
	Законы и категории диалектики, используемые при изучении материала
	Материал, используемый 

для обсуждения

	5.
	Изменчивость микробов
	Единство и взаимосвязь отдельных звеньев природы. Переход количественных изменений в новые качественные.


	Диапазон глубины изменчивости. Изменчивость антигенных и биохимических свойств.

	6.
	Движущие силы инфекционного процесса. Экспериментальная инфекция.
	Переход количественных изменений в новые качественные.
	Эволюция и происхождение патогенных микробов (например, возбудителей кишечных инфекций, кокковых инфекций).

	7.
	Приобретенный естественный иммунитет
	Единство и борьба противоположностей. Отрицание отрицания.
	Болезнетворные и антигенные свойства микробов. Взаимоотношение инфекции и иммунитета.

	8.
	Механизмы иммунитета и иммунологических реакций
	Сущность, явление.
	Механизмы приобретенного иммунитета и иммунологических реакций в пробирке.

	9.
	Гиперчувствительность замедленного и немедленного типа  (ГЗТ, ГНТ).
	Единство и борьба противоположностей. Переход количественных изменений в новые качественные.
	Единство механизмов иммунитета и аллергии, но возможная противоположность их действия. Гиперергия и нормергия.


Часть  II.  ЧАСТНАЯ  медицинская  микробиология 

ГЛАВА  6.   Б А К Т Е Р И О Л О Г И Я

ЗАНЯТИЕ   1
1. Тема занятия: «Микробиология стафилококковых инфекций»
2. Цель занятия:

 - Выяснить особенности этиологии стафилококковых инфекций           (1 уровень усвоения).

 - Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики стафилококковых инфекций (3 уровень  усвоения). 

      
 - Научиться решать практические задачи по специфической  профилактике и терапии стафилококковых инфекций (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль  учебной  дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия
Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание на то, что гнойно-воспалительные заболевания, вызываемые стафилококками, относятся к числу наиболее распространенных инфекций. Отметить, что стафилококк является возбудителем значительной части внебольничных и нозокомиальных бактериемий, пневмоний, инфекций кожи и мягких тканей, костей и суставов. Особую важность представляет собой распространение стафилококков, резистентных к метициллину (или оксациллину), и стафилококков со сниженной чувствительностью к ванкомицину. Эти особенности стафилококков являются причиной существования ограничения выбора антибактериальных препаратов для лечения инфекций, вызванных такими штаммами микроорганизмов. Особое внимание уделить материалам по изучению механизмов формирования стафилококкового бактерионосительства. 

При разборе материала со студентами педиатрического факультета отметить, что новорожденные очень чувствительны к стафилококковой инфекции благодаря тому, что механизмы клеточного иммунитета окончательно формируются у детей к 12 месяцам.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задающих интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок на занятие. 

3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней письменной работы была дана задача:
Задача. У больного А. в различных участках кожи возникли множественные очаги гнойного характера. Врач клинически поставил диагноз «Фурункулёз» и направил больного на обследование. Было проведено бактериоскопическое, бактериологическое и серологическое исследование для выяснения этиологии заболевания. Дайте диагностическую оценку результатам исследования, заполнив таблицу.

Решение
	Метод исследования
	Диагностическая ценность

	Бактериоскопический
	Диагностическая ценность бактериоскопического метода невелика, т.к. можно предположить заболевание как стафилококковой, так и стрептококковой этиологии.

	Бактериологический
	Наибольшей диагностической значимостью обладает бактериологический метод, который дает возможность выделить возбудителя и определить его видовую принадлежность, а также вирулентные свойства и факторы персистенции.

	Серологический 
	Серологический метод тоже не может дать объективной картины заболевания, т. к. стафилококк является представителем нормальной микрофлоры и в сыворотке крови могут быть антитела к данному микроорганизму не только у больного.


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала
Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Этиология стафилококковых инфекций. 

Обратить внимание студентов на классификацию и свойства возбудителей. Дать характеристику токсинов и ферментов патогенности, факторов персистенции стафилококков.

Демонстрируются макропрепараты: рост стафилококка на ЖСА и кровяном агаре; чашка с антилизоцимной активностью; пробирки с плазмокоагулазной активностью.

- Эпидемиология и патогенез стафилококковых инфекций.

Разобрать разные формы стафилококковых инфекций. Указать причины, определяющие развитие той или иной формы инфекции. Обратить внимание на развитие бессимптомной формы стафилококковой инфекции – бактерионосительства и охарактеризовать его опасность в эпидемиологическом плане. Остановиться на понятиях «госпитальные инфекции  и госпитальный штамм».

- Лабораторная диагностика гнойно-воспалительных заболеваний стафилококковой этиологии.

Дается краткая характеристика основных принципов и методов лабораторной диагностики стафилококковых инфекций, при этом используется таблица: «Лабораторная диагностика стафилококковых инфекций». Обращается внимание на диагностическую ценность, практическую значимость каждого из методов лабораторной диагностики. 

- Лабораторная диагностика стафилококкового бактерионосительства.

Дается краткая характеристика основных методов лабораторной диагностики стафилококкового бактерионосительства, при этом используется таблица: «Лабораторная диагностика стафилококкового бактерионосительства». Обращается внимание на диагностическую ценность, практическую значимость каждого из методов лабораторной диагностики. Дается  понятие: «Резидентное и транзиторное бактерионосительство». При разборе материала студентам можно продемонстрировать методические рекомендации, разработанные  сотрудниками кафедры микробиологии ОрГМА «Диагностика и санация стафилококкового бактерионосительства».

При разборе данного вопроса можно решить задачу: Из носовой полости студентов, прошедших обследование на стафилококковое бактерионосительство, выделены штаммы стафилококков, у которых был определен ряд  биологических свойств. Кто из студентов по результатам бактериологического исследования является резидентным бактерионосителем золотистого стафилококка? Результаты бактериологического исследования представлены в таблице. 

	Обследуемые

студенты
	Вид стафилококка
	Свойства

	
	
	Плазмо-коагулаза
	Лецитовител-лаза
	Антилизоцимная активность

	А.
	S. aureus
	+
	+
	+ (3 мкг/мл)

	Б.
	S. aureus
	+
	+
	-


Решение. Студент А. является резидентным бактерионосителем золотистого стафилококка, т.к. в результате бактериологического исследования у него из носовой полости выделили стафилококк, обладающий видовыми признаками S.aureus (коагулазоположительный, продуцирующий лецитовителлазу) и имеющий  антилизоцимную активность – 3 мкг/мл (фактор персистенции). Студент Б. не является бактерионосителем резидентного типа, т.к. выделенный у него S.aureus не имеет  антилизоцимной активности. 

- Методы санации стафилококковых бактерионосителей.

- Специфическая терапия и профилактика стафилококковых инфекций.

Обратить внимание на способы получения препаратов и  показания к их практическому использованию, а также  на роль социального фактора в эффективности мероприятий по профилактике стафилококковых инфекций. 

При разборе методов экстренной диагностики стафилококковых инфекций обратить внимание на использование  новых отечественных диагностических препаратов для обнаружения α-токсина S. аureus в сыворотке и биологических жидкостях (эритроцитарный антитоксический диагностикум) и эритроцитарного антительного диагностикума для обнаружения антигенов S. аureus и S. еpidermidis в биологических жидкостях.
После разбора теоретической части занятия преподаватель проводит обобщение материала, напоминает цель занятия и формулирует задачи для практической части работы, при этом особое внимание уделяется значимости выполняемой работы для обучения навыкам диагностики, специфической профилактики и терапии, необходимым для практикующего врача. 

4. Методика проведения практической части занятия 

Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике стафилококковых инфекций. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 
Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: 
«Микробиология стафилококковых инфекций»
Задача 1. Провести цитоскопическое исследование на стафилококковое бактерионосительство.

Протокол исследования:
Цель: Провести цитоскопическое исследование на стафилококковое бактерионосительство.

	
	№№  эпителиоцитов
	% клеток с микроколониями

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	...
	28
	29
	30
	

	Наличие

микроколоний стафилококка

	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	30


Вывод: (Ответить на вопросы: Является ли обследуемый стафилококковым бактерионосителем? Почему?).

Студенту выделяется следующий материал для проведения цитоскопического обследования: стерильный тампон, предметное стекло, этиловый спирт, синька Мансона, иммерсионное масло, микроскоп.

Решение задачи.  Каждый студент обследует сам себя и учитывает результаты обследования согласно методике, заполняет протокол и делает вывод (согласно образцу): обследуемый является стафилококковым бактерионосителем, т.к. у него обнаружено 30% эпителиоцитов с микроколониями стафилококка (или   обследуемый не является стафилококковым бактерионосителем, т.к. у него обнаружено 15% (менее 20%) эпителиоцитов с микроколониями стафилококка). 

Задача 2. В послеоперационной палате хирургического отделения у 2-х больных развились гнойные осложнения, возможно, стафилококковой этиологии. Для выявления источника госпитальной инфекции был обследован медперсонал на стафилококковое носительство. Учтите результаты бактериологического исследования материала от 3-х лиц: больного, медицинской сестры и санитарки. Оформите протокол исследования и сделайте соответствующие выводы.

Протокол исследования:
Цель: Провести бактериологическое исследование для установления этиологии послеоперационного осложнения и выявления резидентного стафилококкового бактерионосителя.

	Обследуемое лицо
	Исследуемый материал
	Среда  для  посева
	Изучение колоний
	
	Идентификация  чистой культуры

	
	
	
	ПМО (КОЕ/на тампон)


	Лецитовителлазная  

активность

 
	Микроскопия
	Пигмент
	Анаэробное  расщеп-

ление маннита
	Плазмокоагулаза
	Г е м о л и з и н
	А  Л  А (мкг/мл)
	Антибиотикограмма
	Ф а г о в а р
	Вид

	Больной


	Отделяемое раны
	ЖСА
	5х103
	+
	Рисунок микропрепарата

(Гр+ кокки гроздьями)
	Желтый
	+


	+
	+


	5мкг/мл
	Не чувствите-лен(название антибиотиков)
	53А
	S.aureus

	

	 Обследуемое лицо
	Исследуемый материал
	Среда  для  посева
	Изучение колоний
	Идентификация  чистой культуры

	
	
	
	ПМО (КОЕ/на тампон)


	Лецитовителлазная

активность


	Микроскопия
	Пигмент 
	Анаэробное  расщеп-

ление маннита  
	Плазмокоагулаза 
	Г е м о л и з и н 
	А  Л  А (мкг/мл)
	Антибиотикограмма 
	Ф а г о в а р
	Вид



	Мед. сестра


	Мазок из носа
	ЖСА
	1х103
	+
	Рис. микропрепарата

(Гр+ кокки гроздьями)
	Желтый
	+
	+
	+


	5мкг/мл
	Не чувствителен (название антибиотиков)
	53А
	S.aureus

	Санитарка


	Мазок из носа
	ЖСА
	5х102
	-
	Рисунок микропрепарата

(Гр+ кокки гроздьями)
	Белый
	-
	-


	-
	5мкг/мл
	Чувствителен

(название антибиотиков)
	-


	S.epidermidis


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвердилась ли стафилококковая этиология послеоперационного осложнения? Почему? 2. Выявлен ли резидентный стафилококковый бактерионоситель? Кто? Почему? 3. Явился ли стафилококковый бактерионоситель источником госпитальной инфекции? Почему?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования:  рост стафилококков на питательных средах (ЖСА, кровяной агар); микропрепараты из чистых культур стафилококков, выделенных от больного стафилококковой инфекцией, медсестры и санитарки; планшет со стафитестами; пробирки с тестом на маннит, плазмокоагулазу; чашки Петри с антилизоцимной активностью, антибиотикограммой и фагочувствительностью. 

Решение задачи.  Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. Стафилококковая этиология послеоперационного осложнения подтвердилась, так как из отделяемого раны выделили S.аureus с высоким ПМО, равным 5(103 КОЕ/на тампон, обладающий гемолитической и антилизоцимной активностью. 

2. В результате проведенного обследования выявлен резидентный стафилококковый бактерионоситель – медицинская сестра, у которой выделен  S.аureus с умеренно высоким ПМО  = 1(103КОЕ/на тампон, с гемолитической и антилизоцимной активностью.

3. Стафилококковый бактерионоситель явился источником госпитальной инфекции, так как фаготип и антибиотикограмма стафилококка, высеянного из отделяемого раны  больного совпадает с фаготипом и антибиотикограммой стафилококка, выделенного из носовой полости медицинской сестры.  

Задача 3. Выбрать препарат для санации стафилококкового бактерионосителя.

Протокол исследования:
Цель: Выбрать препарат для санации стафилококкового бактерионосителя. 

	№№

пп
	Название 
препарата
	МПК (разведение препарата)
	1/2

МПК
	Подавление    АЛА

	1.
2.
3.
4.
	Витамин А

Хлорофиллипт

Фурацилин

Риванол
	Цельный

1/10

1/100

1/1000
	1/2

1/20

1/200

1/2000   
	+

+

-

-


Вывод: (Ответить на вопросы: Какой из препаратов будет наиболее эффективен при санации стафилококкового бактерионосителя? Почему?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: набор пробирок с МПК и ½ МПК исследуемых препаратов для санации стафилококкового бактерионосителя (витамин А, хлорофиллипт, фурацилин, риванол); чашки Петри с антилизоцимной активностью.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

- Наиболее эффективны для санации из предлагаемых препаратов витамин А и хлорофиллипт, так как они подавляют антилизоцимную активность микроорганизмов.

Задание 4. Выбрать препараты для специфической терапии острой и хронической стафилококковой инфекции.

Задача 1. Больной Н. страдает хроническим фурункулезом. Из гноя выделен штамм S.aureus, устойчивый к антибиотикам. Какие специфические препараты нужно применять для терапии? Найдите эти препараты, объясните механизм действия. Ответ оформите в виде протокола исследования.

Задача 2. В детскую больницу поступил ребенок А. со стафилококковым сепсисом. Какие специфические препараты следует назначать для спасения жизни больному? Найдите эти препараты, объясните механизм действия. Ответ оформите в виде протокола исследования. 

Протокол исследования:
Цель: Выбрать препараты для специфической терапии острой и хронической стафилококковой инфекции.
	Название

препарата
	Состав

(класс

препарата)
	Способ

получения
	Механизм действия
	Кому из больных показано применение

препарата?

	Стафилокок-ковый анатоксин 
	АГ

Вакцина
	Экзотоксин стафилококка, обезврежен-ный формалином 
	Десенсибили-зация, создание активного антитоксического иммунитета 
	Применяется для терапии больных хронической формой стафилококковой инфекции. 

(Больной Н.)

	Стафилококковый антифагин  


	Комплекс растворимых термостабильных АГ стафилококка. Химическая вакцина 
	Комплекс растворимых термостабильных антигенов стафилококка.
	Десенсибилизация, активный антибактериальный иммунитет  
	Применяется для лечения больных с хроническими гнойничковыми пораже-ниями кожи стафило-кокковой этиологии. 

(Больной Н.)

	Гиперим-мунная антистафило-кокковая плазма


	Антитела - антитоксины. Сыворотка иммунная, лечебная
	Из крови людей-доноров, иммунизированных адсорбированным стафило-кокковым анатоксином
	Нейтрализация токсинов, пассивный иммунитет
	Плазма применяется для лечения больных стафилококковым сепсисом и другими острыми стафилококк-ковыми заболеваниями
(Больной А.)

	Антистафи-лококковый  иммуно-глобулин


	Антитела к стафилококковому экзотоксину.

Лечебный иммуноглобулин 
	Из сыворотки иммунизиро-ванных доноров 
	Нейтрализация токсинов, пассивный иммунитет
	Применяется для лечения больных стафилокок-ковым сепсисом и другими острыми стафилококковыми заболеваниями.

(Больной А.)


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для терапии и профилактики стафилококковых инфекций. 

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указать АГ или АТ. 2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина – плановая, лечебная; если сыворотка, иммуноглобулин – экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется.  3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – пассивный иммунитет и нейтрализация АГ (возбудителя, токсина); для вакцин – активный антитоксический или антибактериальный иммунитет.

5. Методика оценки знаний студентов 

Общая оценка знаний и умений каждого студента на занятии пишется словом и складывается из следующих 5 оценок: исходный тестовый контроль (цифра), оценка за теоретическую часть занятия (цифра), оценка за практическую часть занятия на основании беседы при проверке протоколов исследования («вып»), оценка за домашнюю СРС (цифра), оценка за макропрепарат (балл).

Выполнение («вып») ставится только при общей положительной оценке.

Образец оформления оценок

	Тесты

(цифра)
	Теория

(цифра)
	Практика

(«вып»)
	СРС

(цифра)
	Препарат (цифра)
	Общая оценка (слово)

	
	
	
	
	
	


6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология стафилококковых инфекций»

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:

1. Этиология стафилококковых инфекций: классификация и свойства возбудителей. Характеристика токсинов и ферментов патогенности, факторов персистенции.

2. Эпидемиология и патогенез стафилококковых инфекций. Госпитальные инфекции.

3. Лабораторная диагностика гнойно-воспалительных заболеваний стафилококковой этиологии.

4. Лабораторная диагностика стафилококкового бактерионосительства.

5. Методы санации стафилококковых бактерионосителей.

6. Специфическая терапия и профилактика стафилококковых инфекций. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Приобрести навык проведения и оценки результатов цитоскопического исследования на стафилококковое бактерионосительство. Студент должен вспомнить методику простого метода окраски;

· Провести бактериологическое исследование для установления этиологии послеоперационного осложнения и выявления резидентного стафилококкового бактерионосителя. Студент должен вспомнить навыки учета: антибиотикограммы, реакции фаготипирования, планшетов с биохимическими тестами (стафитест), факторов вирулентности (гемолизин, плазмокоагулаза, лецитиназа) и персистенции (АЛА).

· Выбрать препарат для санации стафилококкового бактерионосителя; 

· Выбрать препараты для специфической терапии острой и хронической стафилококковой инфекции. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических и диагностических препаратов.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке методов лабораторной диагностики стафилококковых инфекций  (см. пункт 3.4.).   

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология стафилококковых инфекций»
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	10

	5.
	Теоретический разбор материала
	40

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                            ИТОГО 
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Перечень учебных таблиц:  
1.Схема лабораторной диагностики стафилококковых инфекций.

2.Схема лабораторной диагностики стафилококкового бактерионосительства.

Рост стафилококка на питательных средах (ЖСА, кровяной агар); микропрепараты из чистых культур стафилококков, выделенных от больного стафилококковой инфекцией, медсестры и санитарки; планшет со стафитестами; пробирки с тестом на маннит, плазмокоагулазу; чашки Петри с антилизоцимной активностью, антибиотикограммой и фагочувствительностью; набор пробирок с МПК и ½ МПК исследуемых препаратов для санации стафилококкового бактерионосителя (витамин А, хлорофиллипт, фурацилин, риванол); набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики.
7.3. Интеграция темы: «Микробиология стафилококковых инфекций»
	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре 
микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия стафилококковых инфекций. 
	Кафедры общей хирургии и детской хирургии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия стафилококковых инфекций. 

Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия стафилококковых инфекций (стафилококковые пневмонии и сепсис).


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология стафилококковых инфекций»
При изучении микробиологии стафилококков можно остановиться на работах Луи Пастера (1880) об изучении роли стафилококка в развитии гнойно-воспалительного процесса. Разбирая вопрос патогенеза стафилококковых инфекций, преподаватель может рассказать о русском композиторе Александре Николаевиче Скрябине, умершем в 1915 году от генерализованной формы стафилококковой инфекции, вызванной Staphylococcus aureus. 
В начале апреля по пути из Санкт-Петербурга в Москву в вагоне поезда Скрябин заметил на верхней губе небольшую припухлость и покраснение. По свидетельству композитора М.М. Ипполитова-Иванова во время поездки он неосторожно срезал на лице маленький фурункул, куда, очевидно, попала инфекция. Композитор не придал этому особого значения, несмотря на то, что по воспоминаниям современников, он был страшно мнительным и очень боялся всяких болезней. Мало болевший А.Н. Скрябин при малейшем нарушении своего здоровья впадал в панику и ипохондрию, теряя присутствие духа. Композитор забеспокоился и обратился к своему другу, доктору В.В. Богородскому. Внешний вид пораженного участка не оставлял сомнений о том, что у Скрябина А.Н. сформировался карбункул лица, а тяжелое общее состояние, наряду с высокой температурой, не позволяло исключить возможность генерализации инфекции. Его заболевание оставляло мало шансов на выздоровление с учетом характера нагноительного процесса и отсутствия возможностей этиотропной антибактериальной терапии. Ведь еще 20 лет было до появления сульфаниламидов и почти 30 лет до начала промышленного производства пенициллина. Композитор скончался утром 14 апреля 1915 года.
7.5. Литература   для  преподавателей по теме «Микробиология стафилококковых инфекций»:

1. Бухарин О.В. Персистенция патогенных бактерий. М., «Медицина», 1999.
2. Бухарин О.В., Усвяцов Б.Я., Карташова О.Л. Биология патогенных кокков. М., 2002.  
3. Белобородов В.Б., Митрохин С.Д. Стафилококковые инфекции //Журн. инфекции и антимикробная терапия, 2003. № 1. С.12-17.

4. Дерябин Д.Г. Стафилококки. Экология и патогенность. Екатеринбург, 2000.

5. Диагностика и санация стафилококкового бактерионосительства. Методические рекомендации. М., 2001.
6. Стафилококки и стафилококковая инфекция. /Под ред. А. К. Акатова. Изд. Саратовского университета, 1980.

7. Чистович Г.Н. Патогенез стафилококковых инфекций. Л., 1961.
8. Экология микроорганизмов человека. /Под ред. академика РАМН О.В. Бухарина. Екатеринбург, 2006.

ЗАНЯТИЕ   2

1. Тема занятия: «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»
2. Цель занятия:

- Выяснить особенности этиологии стрептококковых и нейссериальных инфекций (1 уровень усвоения).

- Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики стрептококковых и нейссериальных инфекций (3 уровень усвоения).

- Научиться решать практические задачи по специфической профилактике  и терапии стрептококковых и нейссериальных  инфекций (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль  учебной  дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание на  рост заболеваемости менингитом и гонореей в России, социальный характер нейссериальных инфекций, особенности «современной» гонореи: экстрагенитальные формы, атипичные формы со стертыми клиническими проявлениями,  важность современной диагностики менингита  и гонореи. Врач должен хорошо знать причины, условия развития и распространения стрептококковых и нейссериальных инфекций,  владеть эффективными методами терапии и профилактики данных заболеваний. 

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задающих интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок на занятие. 

3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней письменной работы была дана задача: 

Задача. У больного Б.  на 3 день заболевания был поставлен клинический диагноз «Гонорея». Врач для подтверждения диагноза взял кровь для исследования сыворотки с помощью РСК. Каким должен быть результат этой реакции? В чем состояла ошибка врача при выборе метода лабораторного исследования? Когда при подозрении на гонорею будет обосновано проведение серологического метода исследования?

Решение. Результат РСК будет отрицательным, ошибка врача состоит в том, что он рекомендовал серологический метод исследования для острой формы гонореи (3 день заболевания – нет достаточного количества антител в сыворотке крови больного).  При подозрении на гонорею будет обосновано проведение серологического метода исследования только для подтверждения диагноза «Хроническая гонорея». 
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала 

Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Стрептококки. Таксономия.  

Обратить внимание студентов на классификацию и свойства возбудителей. Дать характеристику токсинов и ферментов патогенности, факторов персистенции. Демонстрируется макропрепарат: рост стрептококка  на кровяном агаре. Используется таблица: «Streptococcus pneumoniae».

- Патогенез стрептококковых инфекций.

Разобрать разные формы стрептококковых инфекций. Показать роль стрептококков группы А, стрептококка пневмонии, стрептококков группы В, энтерококков в этиологии и патогенезе стрептококковых инфекций.  

- Лабораторная диагностика стрептококковых инфекций.

Дается краткая характеристика основных принципов и методов лабораторной диагностики стрептококковых инфекций, при этом используется таблица: «Лабораторная диагностика стрептококковых инфекций». Обращается внимание на диагностическую ценность, практическую значимость каждого из методов лабораторной диагностики. 

С целью более успешного усвоения методов лабораторной диагностики стрептококковых инфекций рекомендуется решить задачу: У больного, находящегося в терапевтическом отделении, на основании клинических и рентгенологических данных заподозрено крупозное воспаление легких. В мокроте при микроскопии  обнаружены Гр+ кокки. Достаточны ли эти данные для подтверждения диагноза? 

Решение. Студент характеризует  бактериоскопический метод диагностики и делает вывод, что данного метода недостаточно, т.к. можно предположить заболевание как стафилококковой, так и стрептококковой этиологии. Наибольшей диагностической значимостью обладает бактериологический метод, который дает возможность выделить возбудителя,  определить его видовую принадлежность и факторы патогенности. Важное значение имеет  биологическая проба для обнаружения в мазке-отпечатке с органа погибшей мыши диплококков, покрытых капсулой, что свидетельствует о вирулентности микробов и подтверждает диагноз крупозной пневмонии.  

Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту можно задать дополнительный вопрос: «Какое значение имеет капсула в патогенности данного возбудителя?». Ответ: Защита от иммунных сил макроорганизма.

- Патогенные нейссерии: менингококки и гонококки.

Разбираются вопросы таксономии и биологические свойства патогенных нейссерий. Используется таблица: «Neisseria gonorrhoeae».

- Лабораторная диагностика нейссериальных инфекций.

Дается краткая характеристика основных методов лабораторной диагностики нейссериальных инфекций, при этом используются таблицы: «Лабораторная диагностика менингококковой инфекции» и «Лабораторная диагностика гонококковой инфекции». Обращается внимание на диагностическую ценность, практическую значимость каждого из методов лабораторной диагностики. С целью более успешного усвоения методов лабораторной диагностики нейссериальных инфекций рекомендуется решить задачу: 

Задача. В клинику потупил больной без сознания, с высокой температурой, ригидностью затылочных мышц. Возникло подозрение на эпидемический цереброспинальный менингит. Для подтверждения диагноза сделана спинномозговая пункция и проведена микроскопия полученной жидкости. В мазке обнаружены Гр- диплококки. Врач подтвердил диагноз менингококкового менингита. Согласны ли Вы с этим?

Решение задачи. Врач исследованием спинномозговой жидкости подтвердил диагноз менингококкового менингита, т.к. при бактериоскопическом исследовании  обнаружены Гр- кокки (менингококки), тогда как у здорового человека  спинномозговая жидкость стерильна.

- Специфическая терапия и профилактика стрептококковых и нейссериальных инфекций.

Обратить внимание на способы получения препаратов и  показания к их практическому использованию.  Отметить  роль социального фактора в эффективности мероприятий по профилактике нейссериальных инфекций.
4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике стрептококковых и нейссериальных инфекций. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»
Задача 1. В клинику поступил больной без сознания, с высокой температурой, ригидностью затылочных мышц. Возникло подозрение на эпидемический цереброспинальный менингит. Для подтверждения диагноза сделана спинномозговая пункция. Получена спинномозговая жидкость, мутная. Приготовлен микропрепарат из осадка спинномозговой жидкости, окрашен по Граму. Изучите препарат, зарисуйте и решите вопрос о подтверждении диагноза. 
Протокол исследования:
Цель: Провести бактериоскопический метод диагностики менингита. 

	Исследуемый

материал   
	Метод диагностики
	Рисунок с обозначениями

	Спинномозговая 

жидкость
	Бактериоскопический
	Явление незавершенного фагоцитоза менингококков (нейтрофилы с диплококками+ бактерии вне фагоцитов)


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвержден ли диагноз менингококкового менингита? Почему? 2. Какие особенности взаимодействия менингококков с лейкоцитами?). 

Студенту дается микропрепарат из спинномозговой жидкости больного менингитом.

Решение задачи. Студент просматривает микропрепарат, заполняет протокол и делает выводы:

1. Диагноз менингококкового менингита подтвердился, т.к. в мазке обнаружены Гр–  диплококки бобовидной формы.

2. Особенность взаимодействия менингококков с лейкоцитами  - незавершенный фагоцитоз.  

Задача 2. У больной, находящейся в терапевтическом отделении, на основании клинических и рентгенологических данных заподозрено крупозное воспаление легких. В мокроте обнаружены Гр+ диплококки. Достаточны ли эти данные для подтверждения диагноза? Если нет, то оцените результат проведенного бактериологического исследования, оформите протокол и сделайте вывод. 

Протокол исследования:
Цель: Оценить результат бактериологического метода диагностики стрептококковой инфекции. 


	Выделение чистой культуры
	Идентификация чистой культуры

	Исследуе-мый 
материал
	Электив-ная среда для посева
	Характе-ристика колоний
	Морфо- логия
	Определение вирулентности на белой мыши

	
	
	
	
	Объект

изучения
	Метод окраски
	Микроскопия

	Мокрота
	Кровяной агар
	Бесцвет-ные, прозрачные с зоной гемолиза
	Рисунок

(микро-препарат)

Гр+ диплококки в виде пламени свечи
	Белая мышь – мазок отпе-чаток с селезенки
	Прос-той, фукси-ном
	Рисунок:

Пневмококки с капсулой на фоне клеток селезенки (лимфоциты), капсула не окрашена, фон - красный

	Биохимические свойства (СТРЕПТОтест)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16

	HIP
-
	PHS
-
	LAP
+
	GLP
-
	aGA
+
	ESL
-
	ARG
+
	URE
-
	MAN
-
	SOR
-
	TRE
+
	LAC
+
	RAF
+
	INU
+
	MLB
-
	RIB
-


Вывод: (ответить на вопросы: 1. Вид выделенного микроорганизма (латынь). Какие обнаружены факторы вирулентности? 2. Сформулируйте этиологический диагноз заболевания. 3. Почему недостаточно данных бактериоскопического исследования?). 

Студенту выделяется следующий материал для учетов результатов исследования: рост S.pneumoniae на питательной среде (кровяной агар); микропрепараты: чистая культура S.pneumoniae и мазок-отпечаток органа мыши; планшет со стрептотестами.

Решение задачи.  Студент  учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. Вид выделенного микроорганизма S.pneumoniae. 

2. При проведении бактериологического исследования обнаружены следующие факторы вирулентности: гемолизин и капсула.

3.  Данных бактериоскопического исследования недостаточно, так как для того чтобы доказать, что стрептококк является возбудителем, необходимо обнаружить факторы патогенности.

Задача  3. На прием к врачу в областной кожвендиспансер пришел больной с жалобами на болезненность при мочеиспускании и выделение гноя из уретры. Врач заподозрил у больного гонорею и отправил необходимый исследуемый материал в лабораторию. Какой исследуемый материал был взят от больного? Какие были проведены исследования? Оформите протокол исследования и решите вопрос о диагнозе заболевания. 

Протокол исследования:
Цель: Оценить результаты бактериоскопического и серологического методов диагностики гонореи. 

Бактериоскопический метод

	Исследуемый   
материал
	Метод диагностики
	Вари-анты
	Рисунок с обозначениями

	Гной из уретры
	Бактериоскопический
	I
II
	Незавершенный фагоцитоз гонококков (гонококки внутри лейкоцитов и вне лейкоцитов)




Серологический метод

	Иссле-дуемый

мате-риал
	Реак-ция 
имму-нитета
	Ингредиенты

реакции
	Варианты
	Результат

	
	
	
	
	Опыт
	Контроль сыворот-ки
	Контроль антигена

	Сыво-ротка крови


	 РСК
	1. Диагностикум

2.Сыворотка больного

3. Комплемент

4. Гемолитическая 

   сыворотка

5. Эритроциты барана
	I
	-

(гемолиз)
	-
	-

	
	
	
	II
	+

(отсутст-вие гемолиза)
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз заболевания? Почему? Какая форма течения болезни? Почему? 3. Возможна ли смешанная инфекция? Как это доказать?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепараты  гноя из уретры, взятые от больного острой и хронической формой гонореи; пробирки с РСК (сыворотки больных с острой и хронической формой гонореи). 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. I вариант: Диагноз заболевания – “Острая форма гонореи”, т.к. в мазке гноя из уретры обнаружены Гр- бобовидные кокки внутри фагоцитов, а РСК отрицательна (антитела еще не образовались).

     II вариант: Диагноз заболевания – “Хроническая гонорея”, т.к. РСК положительна, а в мазке обнаружен незавершенный фагоцитоз гонококков. 

2.  Смешанная инфекция возможна. Для того чтобы выяснить является ли данная инфекция смешанной, необходимо провести бактериологическое исследование.

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:  

1. Стрептококки. Таксономия. Характеристика токсинов и ферментов патогенности. 

2. Патогенез стрептококковых инфекций. Роль стрептококков группы А в этиологии и патогенезе ангины, скарлатины, рожистого воспаления, острого гломерулонефрита, ревматизма и др. Роль стрептококка пневмонии, стрептококков группы В, энтерококков в патологии. 

3. Лабораторная диагностика стрептококковых инфекций. 

4. Анаэробные грамположительные кокки: пептококки, пептострептококки. Таксономия. Роль в патологии. Лабораторная диагностика заболеваний. 

5. Патогенные нейссерии: менингококки и гонококки. Таксономия. Биологические свойства. 

6. Патогенез менингококковой инфекции, острой и хронической гонореи. 

7. Лабораторная диагностика нейссериальных инфекций. 

8. Терапия и профилактика стрептококковых и нейссериальных инфекций. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Приобрести навык бактериоскопической диагностики менингита. Студент должен вспомнить понятие «незавершенный фагоцитоз»;

· Оценить результат бактериологического метода диагностики стрептококковой инфекции. Студент должен вспомнить навыки учета: планшетов с биохимическими тестами (стрептотест), факторов вирулентности (гемолизин и капсула).

· Оценить результаты бактериоскопического и серологического методов диагностики гонореи.  Студент должен вспомнить механизм и ингредиенты РСК.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по лабораторной диагностики  гонореи (см. пункт 3.4.).    

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»

	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	40

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                                ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Перечень учебных таблиц:

1.  Схема лабораторной диагностики стрептококковых инфекций.

2.  Схема лабораторной диагностики гонореи.

3.  Схема лабораторной диагностики менингита.

4.  Neisseria gonorrhoeae (морфология).

5.  Streptococcus pneumoniae (морфология).
Рост стрептококка на питательной среде (кровяной агар); микропрепараты: чистая культура стрептококка и мазок-отпечаток органа мыши; планшет со стрептотестами; микропрепарат спинномозговой жидкости больного менингитом; микропрепараты гноя из уретры, взятые от больного острой и хронической формой гонореи; пробирки с РСК (сыворотки больного с острой и хронической формой гонореи); набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики.

7.3. Интеграция темы: «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»
	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия стрептококковых и нейссериальных инфекций. 
	Кафедра кожно-венерических болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия гонореи. 

Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика, терапия стрептококковых инфекций (скарлатина, ревматизм) и менингита.



7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология стрептококковых и нейссериальных  инфекций»
Студентам можно рассказать о том, что Streptococcus pneumoniae, играющий очень важную роль в патологии человека, был открыт Луи Пастером в 1881 году. Его роль в этиологии крупозной пневмонии установили     А. Френкель и А. Вейксельбаум в 1886 году, поэтому Streptococcus pneumoniae получил название пневмококка.
При разборе вопроса микробиологии скарлатины на педиатрическом факультете целесообразно отметить, что в качестве этиологического фактора при скарлатине рассматривались разные микроорганизмы. Решающий вклад в выяснение истинной причины заболевания сделали русские ученые Г.И. Габричевский и И.Г. Савченко, а также американские исследователи супруги Дик (G.F. Dick и G.H. Dick). И.Г. Савченко еще в 1905-1906 гг показал, что стрептококк, вызывающий скарлатину, вырабатывает токсин, а полученная им антитоксическая сыворотка, обладает хорошим лечебным действием.
7.5. Литература   для  преподавателей по теме «Микробиология стрептококковых и нейссериальных инфекций»:
1. Брико Н.И. Состояние и перспективы лабораторной диагностики стрептококковой инфекции в России //Клин.лаб.диагностика, 2000. № 8.  С.2-15.

2. Брико Н.И., Ещина А.С., Ряпис Л.А. Лабораторная диагностика стрептококковых инфекций. М., 2000.

3. Брико Н.И. и др. Инвазивная стрептококковая (группа А) инфекция: взгляд на проблему (обзор) //Терапевтический архив, 2004. № 11. С. 65-68.

4. Бухарин О.В., Усвяцов Б.Я., Карташова О.Л. Биология патогенных кокков. М., 2002. 

5. Котельникова О.В. и др. Протективные свойства синтетических пептидов наружной мембраны менингококков //Бюллетень экспериментальной биологии и медицины, 2005. № 5. Т.139.  С.5553-5556.

6. Королева И. С. Этиология и лабораторная диагностика гнойных бактериальных менингитов //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 3.  С. 5-9.

7. Баснякьян И. А. и др. Менингококк в состоянии стресса перекрестно реагирует с антигенами других бактерий и человека //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005.  № 3. С. 9 – 14.

8. Костюкова Н.Н., Бехало В.А. Современные  представления о механизмах патогенного действия менингококка //Журн. Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 3.  С. 40-42.

9. Костюкова Н.Н., Бехало В.А. Гонококк и лабораторная диагностика (лекция) //Клиническая лабораторная диагностика, 2005. № 1. С. 25-32.  

10. Платов А.Е. Резистентность человека к генерализованным бактериальным инфекциям (на примере менингококковой инфекции) //Журн. Вестник РАМН, 1999. № 5. С. 40-45.

11. Экология микроорганизмов человека. /Под ред. академика РАМН О.В. Бухарина. Екатеринбург, 2006.
ЗАНЯТИЕ   3

1. Тема занятия: «Микробиология дифтерии, туберкулеза»
2. Цель занятия:

-   Выяснить особенности этиологии, патогенеза туберкулеза и дифтерии

     (1 уровень усвоения). 

-  Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики 

    туберкулеза и дифтерии (3 уровень усвоения). 

-  Научиться решать практические задачи по специфической профилактике

    и терапии туберкулеза и дифтерии (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль  учебной  дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия
Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на рост заболеваемости туберкулезом в России, социальный характер туберкулезной инфекции, важность своевременной диагностики туберкулеза и дифтерии, формирование штаммов устойчивых к химиотерапевтическим препаратам, L-форм.  Врач должен хорошо знать причины, условия развития и пути  распространения туберкулеза и дифтерии,  владеть эффективными методами диагностики, терапии и профилактики данных заболеваний.
3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задающих интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок на занятие. 

3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней письменной работы была дана задача: 
В семье заболела дочь-студентка, предполагаемый диагноз «Туберкулез легких». Проведено лабораторное обследование на туберкулез всех членов семьи, результаты представлены в таблице.

	Виды исследований
	
	Отец
	Мать
	Дочь
	Сын
	Какие методы диагностики  были использованы?

(Ответы)

	
	Проба Манту
	+
	-
	-
	-
	Аллергический

	
	Обнаружение антител к M.tuberculosis  
	+
	+
	-
	-
	Серологический

	
	Обнаружение M.tuberculosis  в мокроте

(окраска по Цилю-Нильсену)
	-
	-
	+
	-
	Микроскопический

	
	Выделение чистой культуры M.tuberculosis  
	-
	-
	+
	+
	Бактериологичес-кий

	Вопросы
	Кто болен туберкулезом?
	-
	-
	+
	+
	

	
	У кого скрытая форма инфекции?
	+
	+
	-
	-
	

	
	Кто был раньше всех инфицирован?
	+
	-
	-
	-
	

	
	У кого бессимптомная форма болезни?
	-
	-
	-
	+
	


В таблице даны правильные ответы (ответы, которые в таблице пишут студенты, выделены жирным шрифтом), по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. 

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала 

Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Морфологические и биологические свойства возбудителя туберкулеза. 

Обратить внимание студентов на морфологическую изменчивость туберкулезной палочки, особенности ее химического состава.

Используется таблица “Морфология палочек туберкулеза в чистой культуре и мокроте”. Демонстрируется макропрепарат: рост туберкулезной палочки на яичной среде.

- Формы инфекционного процесса при туберкулезе.

Разобрать разные варианты развития бессимптомной инфекции при туберкулезе, а также формы типичного и атипичного заболевания. Указать причины, определяющие развитие инфекции. Обратить внимание на роль гиперчувствительности замедленного типа в патогенезе туберкулезной инфекции.

- Лабораторная диагностика туберкулеза.

Дается краткая характеристика основных методов лабораторной диагностики туберкулеза, при этом используется таблица: “Лабораторная диагностика туберкулеза”. Обращается внимание на диагностическую ценность и практическую значимость каждого из методов лабораторной диагностики. 

С целью выявления знаний студентами принципов и методов лабораторной диагностики туберкулеза и значимости каждого из них для подтверждения диагноза рекомендуется решить задачу: В туберкулезном диспансере при лабораторном обследовании семьи, состоящей из девочки 7 лет и 3 взрослых людей (матери, отца и дяди ребенка), установлено следующее:

· у девочки положительная реакция Манту. Микроскопия мокроты, посев ее и биологическая проба дали отрицательные результаты. 

· у матери обнаружены туберкулезные палочки только в посеве мокроты. 

· у отца туберкулезная палочка обнаружена при микроскопии мокроты. 

· у брата матери – положительная реакция Манту, результаты всех остальных исследований – отрицательные.

Вопросы: 1.У кого из них лабораторно подтверждается диагноз туберкулеза? 2. Кто из них должен быть оставлен под наблюдением врача  диспансера?

Для решения задачи, данные лабораторного исследования можно написать на доске и попросить проанализировать их, привлекая всю группу (спросить не менее 4 студентов). 

	
	р. Манту
	Микроскопия

мокроты
	Посев 
мокроты
	Биологическая проба

	Ребенок
	+
	-
	-
	-

	Отец
	-
	+
	Не проводился
	-

	Мать
	-
	-
	+
	Не проводилась

	Брат матери
	+
	-
	-
	-


В ходе анализа задачи обращается внимание студентов на значение и оценку каждого отдельного метода лабораторного исследования для диагностики заболевания (желательно добиться развернутого ответа).

Решение. Применительно к задаче данные лабораторного обследования свидетельствуют о наличие возбудителя в организме и подтверждают диагноз «Туберкулез» у отца и матери ребенка (открытая форма).
Положительная реакция Манту у ребенка объясняется тем, что  девочка, по-видимому, инфицирована туберкулезной палочкой, т. к. все условия к этому имелись. Следует отметить, что имеет значение диаметр инфильтрата, чтоб исключить вакцинальную реакцию. Положительная реакция Манту может свидетельствовать и о заболевании, поэтому, чтобы исключить заболевание, необходимо клиническое и рентгенологическое обследование ребенка и взятие его под наблюдение диспансера. Необходимо также, выяснить срок вакцинации или последней ревакцинации вакциной БЦЖ, которая может также вызывать сенсибилизацию организма.

Положительная реакция у брата матери  - взрослого человека, по-видимому, свидетельствует о встрече организма с туберкулезной палочкой, которая обусловила эту сенсибилизацию, но не вызвала заболевание. Для подтверждения такого заключения необходимо дополнительное рентгенологическое обследование.

- Механизм иммунитета при туберкулезе, роль ГЧЗТ в иммунитете.

Дать оценку состояния отрицательной и положительной анергии при туберкулезе. При разборе данного вопроса рекомендуется решить задачу.

Задача. Ребенок 2-х лет с положительной реакцией Манту заболел корью. Через 2 недели после выздоровления у него появилась субфебрильная температура, общее недомогание. Повторная реакция Манту оказалась отрицательной. Что заподозрил врач? Почему повторно была поставлена реакция Манту? Как объяснить исчезновение аллергической реакции к туберкулину?

Решение задачи. При решении задачи, студент должен показать знание того, что интеркуррентные инфекционные заболевания (в частности корь) резко снижают реактивность организма. На этом фоне аллергическая реакция становится отрицательной – организм не может реагировать даже на чрезвычайный раздражитель в связи с истощением его защитных сил. Развивается состояние так называемой «отрицательной анергии». Клинические симптомы, обнаруженные у ребенка, дают основание предположить возможность заболевания туберкулезом. Для подтверждения диагноза необходимо провести дополнительные исследования. Через определенный промежуток времени реакцию Манту следует повторить.

- Особенности морфологии возбудителя дифтерии.

При разборе данного вопроса используется таблица «Морфология палочек дифтерии».

- Особенности патогенеза дифтерии.

Характер местного и общего действия факторов патогенности дифтерийных палочек. Подчеркнуть основную роль  экзотоксина в патогенезе дифтерии, его локальное действие (образование пленок, спаенных с тканью) и системное действие на нервную систему (невриты), миокард (миокардиты дифтеритические), надпочечники (гиперемия, кровоизлияние).  Отметить важное эпидемиологическое значение бактерионосительства токсигенной дифтерийной палочки.

- Методы лабораторной диагностики дифтерии.

Обратить внимание, что основной принцип диагностики – обнаружение возбудителя. Главные задачи бактериологического исследования состоят в следующем: а) дифференциация дифтерийной палочки от ложнодифтерийных бактерий; б) доказательство токсигенности дифтерийных бактерий, т.к. нетоксигенные штаммы болезнь не вызывают. При введении морским свинкам бульонной культуры, продуцирующей экзотоксин, при вскрытии животных обнаруживается гиперемия надпочечников с кровоизлиянием, миокардиты и поражение периферических нервов.

Используется таблица: «Лабораторная диагностика дифтерии» и готовый препарат: «Реакция преципитации в геле для обнаружения токсигенности дифтерийной палочки».

- Особенности иммунитета при дифтерии.

После перенесенного заболевания вырабатывается стойкий антитоксический иммунитет. Напряженность иммунитета у человека после болезни или вакцинации определяют в серологическом методе путем постановки РПГА.

- Препараты для специфической профилактики туберкулеза и  дифтерии, терапии дифтерии.

Обратить внимание на способы получения препаратов, показания к  практическому использованию, сроки вакцинации. Показать роль социального фактора в эффективности мероприятий по профилактике туберкулеза и дифтерии.

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике туберкулеза и дифтерии. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология туберкулеза и дифтерии»
Задача 1. В инфекционную больницу поступила девочка двух лет с высокой температурой, жалобами на боли в горле. На слизистой зева с трудом снимающиеся серовато-белые налеты. Лечащий врач поставил диагноз дифтерии зева, ввел немедленно 5000 АЕ противодифтерийной сыворотки и направил в лабораторию материал для исследования. Оцените результат бактериологического исследования. Оформите протокол. Сделайте вывод.

Протокол исследования:
Цель: Оценить результаты бактериологической диагностики дифтерии и освоить принцип специфической терапии болезни.

	Исследуемый

материал
	Элективная

среда
	Характеристика

колоний
	Идентификация чистой культуры
	Что такое АЕ сыворотки?

	
	
	
	Морфология
	Ферментация
	Проба на уреазу
	Проба

на цистиназу
	Проба на токсигенность
	

	
	
	
	
	глюкозы
	крахмала
	
	
	
	

	Пленка из зева
	Кровяной теллуритовый агар
	Темно-серого

цвета
	Рисунок микропрепарата (окраска щелочной синькой)

палочки
	+
	+
	-
	+
	Рисунок чашки Петри с реакцией преципитации в геле для обнаружения токсигенности
	Одна АЕ – минимальное количество сыворотки, которое нейтрализует 100DLM токсина для морской свинки.


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвердился ли клинический диагноз дифтерии? Почему? 2. Правильной ли была тактика лечащего врача? Почему?).
Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: рост дифтерийных палочек типа «gravis»  на кровяной теллуритовой среде в чашке Петри; микропрепарат чистой культуры дифтерийных палочек (окраска щелочной синькой); рост дифтерийных палочек на средах с глюкозой, крахмалом, цистеином; реакция преципитации в геле для обнаружения токсигенности дифтерийной палочки. 

Решение задачи.  Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы: 

1. Клинический диагноз «Дифтерия зева» подтвердился, так как в исследуемом материале (пленка из зева больного) обнаружен токсигенный штамм Corynebacterium diphtheriae,  типа «gravis». 

2. Тактика лечащего врача, связанная с  немедленным введением  5000 АЕ противодифтерийной сыворотки была правильной, так как наибольшую опасность для больного представляет экзотоксин, продуцируемый Corynebacterium diphtheriae.  

Задача 2. Всем детям начальной школы была своевременно проведена ревакцинация дифтерийным анатоксином. Спустя 2 месяца одна ученица заболела дифтерией. Для оценки уровня антитоксического иммунитета в коллективе была поставлена РПГА. Оцените результаты РПГА при обследовании школьников. Оформите протокол исследования. Сделайте вывод.

Протокол исследования

Цель: Освоить принцип специфической профилактики дифтерии.

	Обследуе-мые школьники
	Метод

диагнос-тики
	Исследуе-мый 

материал
	Диагности-

ческий 

препарат для РПГА
	Разведения 

сыворотки
	Ед. изме-рения активности анатоксина

	
	
	
	
	1/100
	1/200
	1/400
	К 
	

	А.
Б.
Е.
	Сероло-гический

метод
	Сыворот-ка крови
	Дифтерийный анатоксинный эритроцитар-ный диагностикум
	+

+

-
	+

-

-
	+

-

-
	-

-

-
	ИЕ – иммуно-генная единица


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. У кого из обследованных школьников напряженный антитоксический иммунитет к дифтерии? Почему? 2. Кому из обследованных необходимо ввести специфический препарат? Какой? Почему? 3. Как объяснить причину  заболевания дифтерией одной ученицы?).
Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: планшет  с реакцией РПГА.

Решение задачи.  Студент учитывает данные ему результаты, заполняет протокол и делает выводы:

1. Напряженный антитоксический иммунитет к дифтерии выявлен только у школьника А., так как по результатам  РПГА в сыворотке крови обследуемого обнаружен высокий титр антитоксических антител (1/400).

2. Обследуемым детям Б. и Е., у которых не выявлен напряженный иммунитет,  необходимо провести вакцинопрофилактику путем введения дифтерийного анатоксина для того, чтобы создать напряженный антитоксический иммунитет. 

3. Объяснить причину заболевания одной из учениц в школе можно отсутствием напряженного антитоксического иммунитета против дифтерии. Возможные причины: врожденный иммунодефицит, вторичный иммунодефицит, слабая экспрессия генов иммунного ответа, отсутствие вакцинации.

Задача 3. В стационаре находятся двое больных А. и Б. с жалобами на кашель с мокротой, температуру. При рентгеноскопии легких обнаружены очаги затемнения. У врача возникло подозрение на туберкулез легких, так как у обоих больных оказалась положительной проба Манту. Простая микроскопия мокроты не дала положительных результатов, поэтому было проведено обогащение мокроты и применена люминесцентная микроскопия.

Промикроскопируйте мокроту после обогащения и посмотрите препарат (после соответствующей окраски флуорохромом) в люминесцентный микроскоп. Оцените результаты. Оформите протокол исследования. Сделайте вывод.

Протокол исследования:
Цель: Приобрести навыки оценки результатов бактериоскопического метода диагностики туберкулеза легких.

	Обследуемые 
	Исследуемый 
материал
	Результат микроскопии мокроты после обогащения   
	Результат люминесцентной микроскопии мокроты

	Больной А.
Больной Б.

	Мокрота 

Мокрота
	Рисунок с 

M.tuberculosis
(окраска по Цилю-Нильсену)

Рисунок  без

M.tuberculosis
	Рисунок с 

M.tuberculosis
Рисунок  без

M.tuberculosis


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвердился ли диагноз туберкулеза легких у обследованных больных? Почему? 2. Назовите этапы обогащения мокроты, в чем преимущество метода  по сравнению с обычной микроскопией? 3. В чем преимущество метода люминесцентной микроскопии?).
Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепараты мокроты после обогащения (больной А. и Б.)  и микропрепарат, окрашенный флуорохромом.

Решение задачи.  Студент учитывает данные ему результаты, заполняет протокол и делает выводы:

1. Диагноз туберкулеза легких подтвердился только у больного А., так как у него в мокроте после обогащения были обнаружены M.tuberculosis при световой (палочки красного цвета) и люминесцентной микроскопии.

2. Этапы обогащения мокроты: гомогенизация (щелочью) и флотация (жирорастворителем). Преимущество метода, по сравнению с обычной микроскопией, это повышение диагностической ценности бактериоскопического исследования за счет увеличения концентрации бактерий путем обогащения мокроты. 

3. Преимущество метода люминесцентной микроскопии: 

- Высокая чувствительность и контрастность, позволяющие выявить даже малочисленные светящиеся объекты; 

- Возможность обнаружения морфологически измененных форм  возбудителя, включая L-формы.

Задание 4. Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики, терапии, профилактики дифтерии и туберкулеза (работу можно дать как дополнительную для домашнего задания).

Протокол исследования:
Цель: Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики, терапии, профилактики дифтерии и туберкулеза.

	№ пп
	Название 
	Состав 
	К какой группе препаратов относится?
	Механизм действия
	Практическое 
использование

	1.
	Адсорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина (АКДС)  
	Смесь убитых коклюшных палочек, дифтерийного и столбнячного анатоксинов (АГ)
	Вакцины
	Создание активного иммунитета
	Применяется для плановой иммунизации детей против коклюша, дифтерии и столбняка.  

	2
	Адсорбированный дифтерийно-столбнячный анатоксин (АДС)
	Смесь дифтерийного и столбнячного анатоксинов

(АГ)
	Вакцины 
	Создание активного антитоксического иммунитета
	Применяется для плановой иммунизации против  дифтерии и столбняка детей, переболевших коклюшем.  

	3.
	Адсорбированный дифтерийно-столбнячный анатоксин с уменьшенным содержанием антигенов 
(АДС-М)
	Смесь дифтерийного и столбнячного анатоксинов

(АГ)
	Вакцины 
	Создание активного антитоксического иммунтета
	Применяется для плановой ревакцинации детей и взрослых против  дифтерии и столбняка.

	4
	Анатоксин дифтерийный (АД)


	Обезвреженный дифтерийный экзотоксин

(АГ)
	Вакцины 
	Создание активного антитоксического иммунитета  
	Применяется для иммунизации детей и взрослых.

	Продолжение  протокола

	№ пп
	Название 
	Состав 
	К какой группе препаратов относится?
	Механизм действия
	Практическое 
использование

	5
	АД-М-анатоксин
	Дифтерийный анатоксин с уменьшенным содержанием антигена (АГ)    


	Вакцины 
	Создание активного антитоксического иммунитета
	Применяется для  ревакцинации детей и взрослых против  дифтерии.

	6
	Вакцина БЦЖ
	Высушенные живые бактерии вакцинного штамма M.bovis 

(АГ)
	Вакцины 
	Создание активного антибактериального иммунитета  
	Применяется для плановой профилактики туберкулеза. Вводится на 4-7-ой день жизни с последующей ревакцинацией


	7
	Вакцина БЦЖ-М
	Высушенные живые бактерии вакцинного штамма M.bovis с уменьшенным в 2 раза содержанием антигена 

(АГ)   

	Вакцины 
	Создание активного антибактериального иммунитета
	Для профилактики туберкулеза детям, имеющим медицинские отводы по введению БЦЖ 

	8
	Противодифтерийная антитоксическая сыворотка
	Антитела против экзотоксина дифтерийных палочек
	Сыворотка 
	Нейтрализация экзотоксина,

создание пассивного иммунитета. 
	Лечение дифтерии и экстренная профилактика

	9
	АТК – старый жидкий туберкулин 

Коха
	Сгущенный фильтрат убитой культуры микобактерий туберкулеза (АГ)    


	Аллерген 
	ГЗТ
	Выявление аллергии у больных туберкулезом или инфицированных (проба Манту)

	10
	Очищенный туберкулин в стандартном разведении (ППД-Л)
	Очищенный белок туберкулезной палочки.

(АГ)
	Аллерген 
	ГЗТ
	Выявление аллергии к возбудителю туберкулеза (проба Манту)

	11
	Дифтерийный анатоксинный эритроцитарный диагностикум
	Антигены дифтерийного анатоксина, адсорбированные на эритроцитах
	Диагностикум 
	-
	Серологический метод диагностики для выявления антител-антитоксинов в  РПГА. Оценка состояния  антитоксического иммунитета в коллективе


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики дифтерии и туберкулеза.

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указать АГ или АТ. 2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина – плановая, по эпидпоказаниям; если сыворотка, иммуноглобулин – экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется. 3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – пассивный иммунитет, нейтрализация АГ (возбудителя, токсина); для вакцин – активный антитоксический или антибактериальный иммунитет.

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология туберкулеза и дифтерии».
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы:

1. Таксономия и характеристика возбудителей дифтерии.

2. Эпидемиология и патогенез дифтерии. 

3. Лабораторная диагностика дифтерии. Выявление токсигенности дифтерийной палочки.

4. Иммунитет при дифтерии, выявление антитоксинов (РПГА).

5. Специфическая терапия и профилактики дифтерии.

6. Лабораторная диагностика, терапия и профилактика коклюша (для студентов педиатрического факультета)

7. Таксономия микобактерий. Морфо-биологические свойства микобактерий туберкулеза.

8. Эпидемиология и патогенез туберкулеза. Роль ГЗТ в патогенезе и иммунитете при туберкулезе.

9. Методы лабораторной диагностики туберкулеза. Аллергическая проба и ее практическое значение.

10.  Специфическая профилактика туберкулеза. Терапия.

11.  Лабораторная диагностика, профилактика и терапия проказы.

6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Приобрести навык оценки результатов бактериоскопического метода диагностики туберкулеза легких. Студент должен вспомнить сущность окраски по методу Циля-Нильсена и преимущества люминесцентной микроскопии;

· Освоить принцип специфической профилактики дифтерии. Студент должен вспомнить сущность РПГА и учесть ее;

· Оценить результаты бактериологической диагностики дифтерии и освоить принцип специфической терапии болезни. Студент должен вспомнить понятия “элективные среды” и “лечебные сыворотки”; сущность реакции преципитации в геле. 

· Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики, терапии и профилактики дифтерии, туберкулеза. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических и диагностических препаратов.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики туберкулеза (см. пункт 3.4.)    

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология туберкулеза и дифтерии»
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	2 

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	10

	5.
	Теоретический разбор материала
	40

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                             ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Перечень учебных таблиц:

1.  Морфология и структура Mycobacterium tuberculosis
2.  Мycobacterium  в чистой культуре
3.  Лабораторная диагностика туберкулеза
4.  Лабораторная диагностика дифтерии
5.  Сorynebacterium diphtheriae (морфология)
6.  Лабораторная диагностика коклюша (для педиатрического факультета)

Реакция преципитации в геле для определения токсигенности дифтерийной палочки; рост колоний дифтерийной палочки на кровяном теллуритовом агаре; среда Левенштейна-Йенсена для выращивания микобактерий возбудителей  туберкулеза; микропрепараты обогащенной мокроты, окрашенной по Цилю-Нильсену и флуорохромом; рост дифтерийной палочки на средах с глюкозой, крахмалом, цистеином; микропрепарат дифтерийной палочки, окрашенный щелочной синькой; набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики.

7.3. Интеграция темы: «Микробиология туберкулеза и дифтерии»
	Вопросы, обсуждаемые 
на  кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия туберкулеза. 
	Кафедра фтизиопульмонологии: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия туберкулеза. 

Кафедра госпитальной педиатрии: плановая профилактика туберкулеза.

Кафедра патологической анатомии: специфическое воспаление и его морфология.  

	2. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дифтерии. 
	Кафедра детских инфекций, кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дифтерии.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология туберкулеза и дифтерии»

Разбирая вопрос микробиологии возбудителя туберкулеза, студентам необходимо рассказать о работах Роберта Коха, получившего в 1905 году Нобелевскую премии за «доказательство инфекционной природы туберкулеза, открытие его возбудителя и создание методики выявления возбудителя туберкулеза в тканях тела». При изучении профилактики и терапии туберкулеза можно сообщить еще об одном Нобелевском лауреате – Зельмане Абрахаме Ваксмане, удостоенного премии в 1952 году за открытие стрептомицина, первого антибиотика, эффективного против туберкулеза. При разборе микробиологии дифтерии, а именно, вопроса специфической профилактики, преподаватель может рассказать об исследованиях Эмиля Адольфа Фон Беринга, который показал возможность создания у человека и животных пассивного иммунитета путем внутривенного введения готовых антител и успешно использовавшего этот метод для лечения дифтерии (лауреат Нобелевской премии, 1901 г).
7.5. Литература   для  преподавателей по теме «Микробиология туберкулеза и дифтерии»:

1. Арсении С.Л. с соавт. Лабораторная диагностика туберкулеза //Клин.лаб. диагностика, 2001. № 3. С.52-53. 

2. Бибикова М. В. с соавт. Проблема скрининга новых противотуберкулезных антибиотиков. Особенности клеточной стенки возбудителя туберкулеза Mycobacterium tuberculosis //Антибиотики и химиотерапия, 2006. № 6. С.23-26.

3. Иртуганова О.А. Современные возможности микобактериологической лаборатории (лекция) //Клин. лаб. диагностика, 2006. № 1. С.21-36.

4. Костюкова Н.Н. Возбудитель дифтерии и условно-патогенные коринебактерии (лекция) //Клин.лаб.диагностика, 2001. № 6. С.25-36.

5. Костюкова Н.Н. Уроки дифтерии //Журнал микробиология, 1999. №2. С.92-96. 

6. Матохина А.Г., Резепов Ф.Ф., Капустян В.А., Перелыгина О.В.  История развития и современное состояние проблемы серотерапии и дифтерии //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2008. № 1. С.47-49.
7. Маянский А.Н. Микобактерии: туберкулез и микобактериозы. Нижний Новгород.  Изд-во НГМА, 2000.  80с. 

8. Маянский А.Н. Микробиология для врачей (очерки патогенетической микробиологии). Нижний Новгород.  Изд-во НГМА, 1999. 300с.

9. Маянский А.Н. Туберкулез (микробиологические и иммунопатогенетические аспекты) //Иммунология, 2001. № 2. С.53-63.

10. Туберкулез  /Под ред. Хоменко А.М. М., Медицина, 1996. 493с.

11. Хорсеева Г.Г., Москаленко Е.П. Механизмы формирования иммунитета при дифтерийной инфекции //Журн. микробиол., 2008.  № 1. С. 77-82.    
ЗАНЯТИЕ    4 

1. Тема занятия: «Микробиология  эшерихиозов»
2. Цель занятия: 

· Выяснить особенности этиологии, патогенеза эшерихиозов (1 уровень усвоения). 

· Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики эшерихиозов (3 уровень усвоения). 

· Научиться решать практические задачи по специфической профилактике, терапии эшерихиозов (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 
3.1. Контроль учебной дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 


Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что эпидемиологическая ситуация по кишечным инфекциям остается напряженной. Необходимо отметить высокий уровень заболеваемости кишечными инфекциями в РФ. Пояснить причину широкой распространённо​сти колиинфекций, представить данные о мерах профилактики и лечения острых кишечных инфекций. Подчеркнуть значимость неспецифических мер профилактики (соблюдение общих   санитарно-гигиенических норм, обеспечение нормального централизованного водоснабжения   и правильной организации предприятий пищевой промышленности). Следует отметить, что представители большинства серогрупп возбудителей  колиинфекций относятся к условно-патогенным бактериям.  Обратить внимание на важность и трудность диагностики эшерихиозов и необходимость врача владеть эффективными методами терапии, профилактики кишечных инфекций, вызванных патогенными кишечными палочками.  
3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию.  Преподаватель отвечает на вопросы студентов (к ответам можно привлекать и хорошо успевающих студентов).

3.4. Контроль СРС ВУВ 

Студентам для домашней письменной работы была задана задача:  
А) В инфекционную больницу поступил ребенок из ясельного отделения детского сада с клиническими проявлениями острой кишечной инфекции: частый жидкий слизистый стул, высокая температура. Предположительный диагноз: «Колиинфекция?» Проведено бактериологическое исследование. Обнаружена грамотрицательная палочка, перитрих, которая идентифицирована как E.coli. 

Каким образом доказать, что данная кишечная палочка явилась возбудителем заболевания? Какие препараты рекомендуется назначить пациенту с целью коррекции микрофлоры (название и состав)? Каким мог быть источник инфекции? Какие исследования необходимо провести для поиска источника инфекции?


Решение задачи.  1. Для доказательства этиологической роли кишечной палочки необходимо провести бактериологический метод: а) постановка ориентировочной реакции агглютинации с материалом колоний и смесью О-сывороток к патогенным вариантам E.coli - выявление среди колоний кишечных палочек на среде Эндо, представляющих нормальную микрофлору кишечника, колоний возбудителя - патогенных вариантов E.coli; б) проведение развернутой реакции агглютинации с отдельными адсорбированными О-сыворотками с живой и гретой чистой культурой - устранение при нагревании поверхостно-соматических антигенов E.coli, препятствующих агглютинации бактерий за счет О-АГ. Для поиска источника инфекции необходимо провести обследование работающего персонала детского сада (возможно, и членов семьи) с целью выявления носительства. Для специфической профилактики можно применять колипротейный бактериофаг (или бактериофаг коли) - смесь вирусов протея и кишечной палочки разных патогенных серогрупп; механизм действия - специфический лизис бактерий.

Б) студентам предлагается заполнить задание 3 (методическое пособие задание 3 стр. 152). 

Задание 3. Изучите специфические препараты для определения серогруппы патогенных кишечных палочек и  препараты для коррекции микрофлоры кишечника. Оформить протокол. 

Протокол исследования:
 Цель: Изучить специфические препараты для определения серогруппы патогенных кишечных палочек и  препараты для коррекции микрофлоры кишечника.  

	Название препарата
	Состав 
препарата
	Способ получения
	Практическое 
использование
	Максималь-ный и минимальный диагностические титры (только для сывороток)

	Колибакте-рин сухой молочный
	Содержит живую культуру антагонис-тически активного штамма кишечной палочки М17
	Молочный колибактерин готовится путем закваски кипяченого молока растворенным сухим колибактерином
	Применяется для лечения следующих заболеваний:

хронические колиты, в том числе постдизентерийные; неспецифический язвенный колит; дисбактериозы, возникающие в результате применения антибиотиков, сульфаниламидных препаратов и др. причин; санация выздоравливающих после дизентерии    

	

	Бифидум-бактерин
	Содержит живые культуры кишечной палочки и бифидобак-терий    

	Готовится из облигатных для человека анаэробных бифидобактерий
	См. Колибактерин
	

	Продолжение  протокола

	Название препарата
	Состав 
препарата
	Способ получения
	Практическое 
использование
	Максималь-ный и минимальный диагностические титры (только для сывороток)

	Бификол
	Комплекс-ный препарат из бифидум-бактерина и колибакте-рина   
	Готовится из облигатных для человека анаэробных бифидобактерий и живой культуры антогонистически активного штамма кишечной палочки М17  
 
	См. Колибактерин
	

	Лактобак-терин
	Содержит облигатные для человека молочно-кислые бактерии, антагонис-тически активные к патогеным и условно-патогенным энтеробак-териям  

	Готовится из облигатных для человека молочно-кислых бактерий
	См. Колибактерин
	

	Бактерио-фаг коли (жидкий)
	Вирусы кишечной палочки наиболее распростра-ненных серогрупп: О18, О20, О26, О33, О44, О55, О75, О114, О128, О142, О144 и др.

	Смесь стерильных фильтратов фаголизатов колибактерий наиболее распространенных серогрупп: О18, О20, О26, О33, О44, О55, О75, О114, О128, О142, О144 и др.
	Применяют местно на пораженный участок, в рану, в полость при абсцессах и внутрь при заболеваниях внутренних органов
	

	Продолжение  протокола

	Название препарата
	Состав 
препарата
	Способ получения
	Практическое 
использование
	Максималь-ный и минимальный диагностические титры (только для сывороток)

	Бактерио-фаг колипротейный
	Вирусы кишечной палочки наиболее распростра-ненных серогрупп: О18, О20, О26, О33, О44, О55, О119, О124, О125, О127, О151 и др. и протея видов mirabilis и vulgaris.
	Смесь стерильных фильтратов фаголизатов энтеропатогенных эшерихий, активных в отношении наиболее распространенных серогрупп: О18, О20, О26, О33, О44, О55, О119, О124, О125, О127, О151 и др. и протея видов mirabilis и vulgaris.
	Применяют для лечения и профилактики дисбактериозов, инфекций колипротейной этиологии
	

	Агглюти-нирующие ОВ-сыворотки против энтеропа-тогенных серогрупп кишечной палочки: ОВ-колисыво-ротка О26, ОВ-коли-сыворотка О111 и др.
	Антитела
	Получены путем гипериммунизации кроликов взвесью бактерий соответствующей серогруппы E.coli
	Применяют для постановки реакции агглютинации с целью определения серологической группы кишечных палочек в бактериологическом методе
	Указываются титры исходя из представленных на ампуле: максимальный - титр указанный на ампуле, минимальный - ½ от максимального


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

· морфологические и биологические свойства представителей семейства Enterobacteriaceae. 

Используются таблицы «Классификация семейства Enterobacteriaceae», «Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства», «Рост кишечной палочки и бактерий кишечно-тифозной группы на среде Эндо». Следует отметить особую роль кишечной палочки в научных и прикладных исследованиях (молекулярно-биологические исследования, космическая медицина, санитарно-эпидемиологическая практика).

- кишечная палочка как показатель санитарного состояния объектов внешней среды.

Напомнить студентам о роли санитарно-показательных микроорганизмов. Продемонстрировать чашку с результатом определения коли-индекса методом мембран​ных фильтров. 

· двоякая роль кишечной палочки в организме человека

С одной стороны, наличие положительного влияния E. coli на макроорганизм (обеспечение колонизационной резистентности,  антагонистическая активность, метаболическая и детоксикационная функция, стимуляция иммунной системы организма). С другой стороны, Е.coli является представителем условно-патогенной флоры и при наличии ряда факторов может способствовать развитию дисбиоза и повышению агрессивности условно-патогенных микроорганизмов (приобретение плазмид вирулентности). Определить характер патологического про​цесса при активизации патогенных свойств условно-патогенных вариан​тов кишечной палочки; привести примеры заболеваний с участием E.coli. Используются таблица «Колиинфекции».

· патогенные варианты кишечной палочки

Перечислить основные категории диареегенных E.coli (ЭПКП, ЭТКП, ЭИКП, ЭАКП, ЭГКП), выделенные по антигенам микроба. Подчеркнуть наличие разного набора факторов вирулентности у кишеч​ных палочек, вызывающих колиинфекции различного типа. Отметить сходство факторов вирулентности у категорий E.coli и других патогенов, вы​зывающих подобные по клинике заболевания. Подчеркнуть различия эшерихиозов по эпидемиологическим признакам, локализации возбудителей в организме, географическому и территориальному распространению отдельных групп эшери​хиозов. Выделить взаимосвязь серогрупп E.coli (по О-антигену) и их принадлежности к различным этиопатогенетическим категори​ям, описать схему антигенной структуры E.coli. Использовать таблицы "Дифференциация кишечных эшерихиозов" и "Антигены E.coli".

- эпидемиология эшерихиозов

Выделить ос​новной механизм передачи - фекально-оральный и пути распространения возбудителей: пищевой, водный и контактно-бытовой. Отметить значение бактерионосительства. Следует объяснить различия в возрастной структуре заболеваемости эшерихиозами различного ти​па. Высокая восприимчивость детей грудного возраста к колиэнтериту объясняется тем, что трансплацентарно переходят преимущественно IgG, а антитела к энтеропатогенным кишечным палочкам в сыворотке крови матери представлены IgA и IgМ.  Подчеркнуть, что в женском молоке содержатся IgA и IgМ к ЭПКП и шигеллам и они могут обеспечивать иммунитет ребёнка первого года жизни к этому заболеванию и другим ОКИ.

· методы лабораторной диагностики эшерихиозов.

Обратить внимание студентов на особенности диагностики эшерихиозов: основной - бактериологический метод. Дать объяснение приоритетности данного метода (общность морфологических свойств всех энтеробактерий, преимущественная антропонозность инфекции, слабая иммунная реакция организма). Подчеркнуть особенности бактериологического метода диагностики эшерихиозов – постановка реакции агглютинации на этапе выделения чистой культуры (со смесью ОК-сывороток) и на этапе идентификации чистой культуры (с отдельными сыворотками к разным категориям патогенных серогрупп E.coli). Используются таблицы «Лабораторная диагностика колиинфекций», «Антигены E.coli», «Рост кишечной палочки и бактерий кишечно-тифозной группы на среде Эндо».  

- методы специфического лечения и профилактики эшерихиозов. 

Обратить внимание студентов на то, что профилактика эшерихиозов сводится к коррекции микрофлоры кишечника эубиотиками (лечение дисбиозов кишечника). Для неспецифического лечения  используются антибиотики. Препараты для специфической терапии: бактериофаг коли-протейный.
4. Методика проведения практической части занятия

Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике и специфической профилактике эшерихиозов. Преподаватель напоминает студентам схему бактериологического метода исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. Показывает практические навыки: РА на стекле с материалом колонии, рассев исследуемого материала, отсев колоний, учет РА в пробирках.
Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология эшерихиозов»   
Задача 1. Вариант № 1. (Для педиатрического факультета)
В инфекционную больницу поступил двухмесячный ребенок с высокой температу​рой, частым жидким стулом. Предварительный диагноз: «Колиэнтерит». Проведите лабора​торное исследование для диагностики заболевания, оформите протокол  и ответ лечащему врачу:  
Вариант № 2. (Для лечебного и медико-профилактического факультетов)
В инфекционную больницу поступила больная с жалобами на высокую температуру, рвоту, частый жидкий стул со слизью. Предварительный диагноз: «Дизентерия? Эшерихи​оз?». Бактериологический метод не подтвердил наличия дизентерии. Проведите аналогичное исследование для подтверждения возможного диагноза эшерихиоза. Оформите протокол и ответьте на вопросы. 
Протокол  исследования: 

Цель: освоить бактериологический метод диагностики эшерихиозов.    

Бактериологический метод     

	Исследуемый  материал
	Метод  диагностики
	Среда  для  посева
	Изучение колоний и выделение чистой культуры
	Идентификация чистой культуры
	Вид культуры, серогруппа

	
	
	
	Цвет колоний
	Реакция агглютинации со смесью О-сывороток О111+О25 (или О124+85)
	Морфология (рисунок)
	Реакция агглютинации
	

	
	
	
	
	
	
	на стекле
	в пробирках (указать титр)
	

	
	
	
	
	
	
	О111+О26 (или О124+О85)  
	с живой культурой
	с гретой культурой
	

	Испражнения
	Бактериологический
	Эндо
	Красный  с металличесим оттенком
	
	

	
	
	
	Escherichia coli, серогруппа О111 (или 0124)


Биохимические  свойства (ЭНТЕРО-тест)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	LAC
	SCI
	URE
	GLY
	VPT
	INO
	LIP
	PHE

	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-


   
Вывод: (Ответить на вопросы: Вариант №1. Подтвержден ли диагноз эшерихиоза? Почему? Какой эшерихиоз с учетом серогруппы возбудителя? Ответ поясните.  Вариант №2. Подтвержден ли диагноз эшерихиоза? Почему? Какой эшерихиоз с учетом серогруппы возбудителя? Ответ обоснуйте.).


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат чистой культуры кишечной палочки, исследуемый материал в пробирках, чашка Петри со средой Эндо (чистая и с ростом кишечной палочки), пробирка с ростом чистой культуры кишечной палочки на скошенном агаре, планшет с результатами энтеротеста, набор сывороток – смесь ОК-сывороток (для варианта №1 – О111+О26; для варианта №2 – О124+О85), набор диагностических сывороток – отдельные ОК-сыворотки (для варианта №1 – О111 и О26, для варианта №2 – О124 и О85), пробирки с результатами развернутой реакции агглютинации с живой и гретой чистой культурой. 

Решение задачи. Студент учитывает данные им результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. 

Вариант №1: (для педиатрического факультета): Диагноз колиэнтерита подтверждается, т.к. бактериологическим методом диагностики выделена и идентифицирована чистая культура Escherichia coli патогенной серогруппы О111 (или 026)

Вариант №2: (для лечебного и медикопрофилактического факультетов) Подтверждается диагноз дизентериеподобная колиинфекция, так как бактериологическим методом диагностики выделена и идентифицирована чистая культура Escherichia coli патогенной серогруппы 0124. С учетом серогруппы возбудителя – О124, подтверждается диагноз –  эшерихиоз, дизентериеподобное заболевание.
Задание 2. Изучить состав элективных и дифференциально-диагностических сред для культивирования микроорганизмов кишечно-тифозной и дизентерийной групп. Оформить протокол.
Протокол исследования:
 Цель: Изучить состав элективных и дифференциально-диагностических сред для культивирования микроорганизмов кишечно-тифозной и дизентерийной групп.  

	Название 
среды
	К какой группе 
питательных сред
 относится
	Вещества, придающие элективные и дифференциально-диагностические свойства   

	Среда Эндо
	Комплексная дифференци​ально-диагностическая    и слабоселективная      среда для выделения кишечной палоч​Ки
	Вещества, придающие дифференциально-диагностические свойства среде: лактоза – дифференцирующее вещество, фуксин – индикатор.

Вещества, придающие элективные свойства среде: фуксин+сульфит натрия – ингибируют грамположительную флору

	Среда Плоскирева
	Комплексная селективная (с выраженными селектив​ными свойствами) и диф​ференциально-диагнос​тическая среда для выделе​ния шигелл и сальмонелл
    

	Вещества, придающие элективные свойст​ва среде: желчные соли (для сальмонелл), бриллиантовый зелёный, йод - ингибируют грамположительную микрофлору и роение протея. Вещества, придающие дифференциально-диагностические свойства среде: лактоза -дифференцирующее вещество, нейтраль​ный красный - индикатор

	Цистин-селенитовый бульон
	Селективная среда для выделения небольших концентраций сальмонелл в  материале от бактерионосителей, реконвалесцентов 

  
	Вещества, придающие элективные свойст​ва: цистин, селенит - инги​бируют сопутствующую микрофлору 

	Продолжение  протокола

	Название 

среды
	К какой группе 

питательных сред

 относится
	Вещества, придающие элективные и дифференциально-диагностические свойства   

	Висмут-сульфит агар
	Комплексная селективная (с ярко выраженными се​лективными свойствами) и дифференциально-диагностическая среда для выделения сальмонелл
	Вещества, придающие элективные свойст​ва среде: бриллиантовый зеленый и основ​ной сульфит висмута подавляют рост грамположительной флоры и многих энте​робактерий, в том числе шигелл. Вещества, придающие дифференциально-диагностические свойства среде: сульфат железа — дифференцирующее вещество, сульфит висмута – индикатор; из сульфита железа бактериями образуется сероводород, вызывающий почернение индикатора – бесцветного сульфита висмута, преобразуемого в сульфид висмута.        

  



Студентам выделяется следующий материал для изучения и оформления протокола: аннотации к питательным средам. Фотодемонстрации элективных и дифференциально-диагностических сред с характерным ростом энтеробактерий и набор сухих сред в пакетах или флаконах (Эндо, Плоскирева, висмут-сульфит агар).

Проверку этого задания можно осуществить в процессе выполнения практики индивидуально у каждого студента. Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики, терапии эшерихиозов и коррекции дисбиозов. 

5. Методика оценки знаний студентов 
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология эшерихиозов» 

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

- Морфологические и биологические свойства E.coli; 

- Факторы вирулентности; особенности патогенеза  данных возбудителей; 

- Диагностическая ценность различных методов диагностики; 

- Методы специфической профилактики и лечения эшерихиозов.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Оценка результатов бактериологического метода диагностики колиинфекций. 

· Умение постановки реакции агглютинации с сыворотками на стекле. 

· Определение серогруппы чистой культуры кишечной палочки по результатам развернутой агглютинации с живой и гретой культурой эшерихий.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по лабораторной диагностике колиинфекции (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение 
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология эшерихиозов» 

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                 ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Классификация семейства Enterobacteriaceae
2. Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства
3. Рост кишечной палочки и бактерий кишечно-тифозной группы на среде Эндо
4. Колиинфекции 

5. Дифференциация кишечных эшерихиозов
6. Антигены E.coli
7. Лабораторная диагностика колиинфекций

7.3. Интеграция темы: «Микробиология эшерихиозов»   

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия эшерихиозов.
	Кафедра эпидемиологии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия эшерихиозов.

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия эшерихиозов.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия эшерихиозов у детей.

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия эшерихиозов.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология эшерихиозов»    


При обсуждении темы можно использовать примеры из произведений художественной литературы, исторические данные об эпидемических вспышках острых кишечных инфекций в периоды социального неблагополучия и стихийных бедствий – при наличии природных катастроф и других чрезвычайных обстоятельств, в военное время. Обратить внимание на распространение новых вариантов возбудителей кишечных эшерихиозов (ЭГКП, ЭАКП), эпидемические вспышки, связанные с данными возбудителями в США, европейских странах и Японии.

7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробиология эшерихиозов»:   
1. Бондаренко В.М. "Острова" патогенности бактерий //Журн. микробиол., 2001. № 4. С.67-74. 

2. Бухарин О.В., Гриценко В.А. Экологическая детерминированность внутривидового разнообразия патогенных бактерий //Журн. микробиол., 2001. № 1. С.103-106.  

3. Гриценко В.А. Внекишечные эшерихиозы как междисциплинарная проблема: Характеристика возбудителей, факторы риска //Эпидемиология и инфекционые болезни, 2000. № 6. С.52-55. 

4. Дьяченко А.Г., Липовская В.В., Дьяченко П.А. Особенности иммунного ответа при острых кишечных инфекциях, вызванных патогенными энтеробактериями //Журн.микробиол., 2001.  № 5. С.108-113. 

5. Егорова Т.Н., Бондаренко В.М., Зверев Д.В., Светоч Э.А. Роль бактериальных токсинов в патогенезе гемолитико-уремического синдрома, вызываемого энтерогеморрагическими эшерихиями //Журн. микробиол., 2001. № 1. С.82-89. 

6. Короткова Е.Р. Применение "ударных " доз бифидумбактерина форте для лечения больных острыми кишечными инфекциями //Журн. микробиол., 2000. № 6. С. 58-61. 

7. Маянский А.Н. Микробиология для врачей. Нижний Новгород, 1999. 393 с. 

8. Петровская В.Г., Бондаренко В.М. Энтеротоксины энтеротоксигенных E.coli: характеристика, механизм действия и генетический контроль //Журн. микробиол., 1990. № 7. С.92-98. 

9. Полоцкий Ю.Е., Бондаренко В.М., Ефремов В.Е. Патогенез кишечных инфекций и морфологическая оценка вакцин //Журн.микробиол., 1992. № 5-6. С.51-58. 

10. Ратинер Ю.А., Бондаренко, В.М. Siitonen. Энтерогеморрагические кишечные палочки и вызываемые ими заболевания //Журн.микробиол., 1998. № 5. С.87-101. 

11. Степаншин Ю.Г.  и соавт. Эпидемиологическая значимость и характеристика штаммов Esherichia coli 01576Н7 //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 2. С.16-21. 

12. Таболин В.А. и соавт. Патогенетические механизмы и клинические аспекты действия термостабильного эндотоксина кишечной микрофлоры (обзор литературы) //Детская гастроэнтерология и нутрициология, 2003. № 3. С.126-128.  

13. Шендеров Б.А., Манвелова М.А. Функциональное питание и пробиотики: микроэкологические аспекты. М, 1997. 25с. 

14. Энтеробактерии. Руководство /Под ред. Покровского В.И. М., 1985.
ЗАНЯТИЕ    5

1. Тема занятия: «Микробиология  дизентерии» 

2. Цель занятия: 

· Выяснить особенности этиологии, патогенеза дизентерии (1 уровень усвоения). 

· Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики шигеллезов (3 уровень усвоения). 

· Научиться решать практические задачи по специфической профилактике и терапии дизентерии (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 

3.1. Контроль дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на широкое распространение дизентерии и полиэтиологичность заболевания. Можно отметить давнюю историю заболевания, упоминания о котором появились во времена Гиппократа. Отметить исследования  Григорьева, Шига, Флекснера, Зонне и Бойда, изучавших возбудителей шигеллезов. Подчеркнуть значимость неспецифических мер профилактики (соблюдение общих   санитарно-гигиенических норм, обеспечение нормального централизованного водоснабжения   и правильной организации предприятий пищевой промышленности). Подчеркнуть, что в настоящее время отмечается тенденция к  изменению тяжести и летальности дизентерии, происходит снижение заболеваемости и  распространения эпидемических вспышек.  Отметить современные особенности, связанные со сменой возбудителя: шигеллы Григорьева-Шига (середина 30-х годов ХХ века); Флекснера (с 40-х годов); Зонне (с 60-х г); Флекснера (с 90-х годов по настоящее время). В силу легкого течения дизентерии Зонне и Флекснера отмечается появление атипичных форм, в связи с чем актуальной является своевременная бактериологическая диагностика шигеллезов. Выраженность персистентных характеристик возбудителя и иммунодепрессивные свойства шигелл ведут к формированию хронической формы инфекции и бактерионосительству, способствуя распространению возбудителя.
3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. 

3.4. Контроль СРС ВУВ 


Студентам для домашней письменной работы была дана задача:  
А) В связи с нарушением правил переработки сырья на молочном комбинате зарегистрирована вспышка острой кишечной инфекции с клиническими признаками дизентерии (повышение температуры, схваткообразные боли в подвздошной области, тенезмы, диарея). Диагноз дизентерии подтвержден: от больного выделен штамм Sh. sonnei. Для выявления источника и путей передачи инфекции было проведено бактериологическое исследование сметаны. Как доказать, что заражение произошло через сметану? Кто может являться источником заражения дизентерией и как его выявить? 

Решение задачи.  1. Для доказательства заражения пациентов через сметану необходимо провести бактериологический метод с определением фаговара,  биовара и серовара выделенной культуры и сравнением его со штаммом, выделенным от больных. Идентичность штаммов по указанным свойствам говорит о том, что заражение могло произойти через сметану. 

2. Источником заражения могли являться работники комбината. Для поиска источника инфекции необходимо провести бактериологическое обследование работающего персонала на хроническую форму дизентерии, дизентерийное бактерионосительство.

При индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы:  «Назовите и объясните способы повышения диагностической ценности бактериологического метода при диагностике дизентерии?» (бактериологический метод (посев с подращиванием). Взятие материала содержащего эпителиоциты и посев в среду 199 с целью размножения внутриклеточно расположенного возбудителя; серологический метод – постановка метода в динамике – определение роста титра антител. Выявление Ig различных классов – G и M; использование РПГА, позволяющей определить более низкие титры антител у больных дизентерией), «Какие формы инфекционного процесса могли сформироваться у работников комбината после перенесения острой дизентерии в прошлом?» (хроническая форма дизентерии, дизентерийное бактерионосительство), «Какой метод обследования мог быть использован для работников комбината?» (с целью выявления среди работников больного хронической дизентерией или носителя – бактериологический и серологический метод обследования, аналогично диагностике заболевания. Только у носителей и больных хронической дизентерией титр антител будет постоянен (по сравнению с острой)), «Какие средства специфической профилактики можно применить для лиц, уже употреблявших продукцию молочного комбината?» (для экстренной профилактики дизентерии (лицам имевшим опасность заражения) используется дизентерийный бактериофаг).

Б) студентам предлагается заполнить задание 3 (методическое пособие задание 3 стр. 161).
Задание 3. Изучите специфические препараты для диагностики дизентерии. Оформите протокол.

Протокол исследования:
 Цель: Изучить специфические препараты для диагностики дизентерии.
	№ пп
	Название препарата
	Состав препарата
	К какой группе диагностичес-ких препаратов относится
	Практическое использование (метод 
диагностики)

	1
	Адсорбированные агглютинирующие сыворотки для идентификации шигелл (сыворотки Флекснера, Зонне, Григорьева-Шига)   
	Антитела – полученные из крови животных, иммунизированных определенными видами шигелл
	Диагностичес-кие сыворотки
	Бактериологи-ческий метод диагностики, для идентификации чистых культур  (РПГА)

	Продолжение  протокола

	№ пп
	Название препарата
	Состав препарата
	К какой группе диагностичес-ких препаратов относится
	Практическое использование (метод 
диагностики)

	2
	Дизентерийный диагностикум
	Антигены – состоит из взвеси убитых бактерий Флекснера и Зонне
	Диагностикумы
	Серологический метод диагностики (РПГА)

	3
	Дизентерийный эритроцитарный диагностикум
	Антигены – взвесь эритроцитов, сенсибилизированных антигенами шигелл Флекснера, Зонне и др.

	Диагностикумы
	Серологический метод диагностики (РПГА)


При проверке данной домашней работы студенту следует давать для опроса отдельные ампулы из набора препаратов, используемых для диагностики дизентерии.
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов 

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

· Классификация шигелл и эпидемиология дизентерии

Используются таблицы: «Род Shigella», «Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства», «Рост кишечной палочки и бактерий кишечно-тифозной группы на среде Эндо». Целесообразно совместить разбор классификации шигелл с особенностью эпидемиологии возбудителей. Напомнить студентам о теории соответствия Солодовникова об эпидемиологических особенностях шигеллезов. Подчеркнуть наличие общего фекально-орального механизма передачи шигелл.
- Патогенез дизентерии
Отметить, что выделение эндотоксина происходит  при разрушении бактерий в желудке и тонком кишечнике, вызывая интоксикацию в первые дни заболевания. Подчеркнуть внутриклеточное паразитирование шигелл и формирование ГЗТ. Разобрать факторы колонизации, вирулентности и персистенции возбудителей дизентерии, продукцию экзотоксинов (в зависимости от вида шигелл и клинической картины). Отдельно разобрать патогенез формирования хронической дизентерии, ключевыми моментами которой являются: внутриклеточный паразитизм, антигенная мимикрия, низкая иммуногенность антигенов, секреция факторов персистенции шигеллами, сенсибилизация (ГЗТ), дисбиоз кишечника. 

-  Лабораторная диагностика дизентерии

Используется таблица «Схема лабораторной диагностики шигеллезов». Напомнить студентам о методе выделения внутриклеточно паразитирующих бактерий «с подращиванием» в среде 199. Следует отметить различную диагностическую ценность принципов и методов диагностики острой и хронической дизентерии. При острой форме дизентерии ведущим является бактериологический метод, а при хронической – серологический. Отметить появление постоянного титра антител при наличии хронического вялотекущего процесса. 

-  Методы специфического лечения и профилактики дизентерии 

Обратить внимание студентов на то, что дизентерийная спиртовая вакцина и дизентерийный иммуноген являются лечебными вакцинами при хронической дизентерии, тогда как при остром процессе преимущественно применяются антибиотики (неспецифическая терапия). В качестве специфической профилактики используют дизентерийный бактериофаг, который назначают контактным лицам, имеющим опасность заражения. 

4. Методика проведения практической части занятия 


Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике и специфической профилактике шигеллезов. Преподаватель напоминает студентам схемы бактериологического метода исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология дизентерии»  

Задача 1. В инфекционной больнице в течение нескольких дней лечится больной с диагнозом: «Острая дизентерия». Жалобы при поступлении на высокую температуру, частый жидкий стул со слизью и кровью, боли в животе. Для подтверждения диагноза проведено бактериологическое исследование соскоба со слизистой оболочки кишечника и поставлена РПГА с парными сыворотками на 3-й и 6-й дни болезни. Учтите результаты бактериологического и серологического исследования. Оформите протокол  и ответьте на вопросы.

Протокол  исследования:
Цель: Провести бактериологический и серологический методы диагностики дизентерии. Оценить их диагностическую ценность. Ознакомиться со специфическими препаратами для экстренной профилактики дизентерии.

Бактериологический метод

	Варианты
	Исследуемый материал
	Среда для посева
	Характеристика колоний 


	Идентификация чистой культуры
	Чувст-витель-ность к антиби-отикам и бактери- офагу

	
	
	
	
	Морфология  бактерий из колоний
	Агглютинация
	

	
	
	
	
	
	Сыворотка Флекснера
	Сыворотка Зоне
	С типовыми
 сыворотками
	

	
	
	
	
	
	
	
	I
	II
	III
	IV

	

	1 ва-ри-ант
	Соскоб со слизистой кишечника
	Плоскирева
	Бесцветные, полупрозрачные
	

	+
	-
	+
	-
	-
	НС
	Чувствителен к антибиотикам (перечислить) и поливалентному бактериофагу

	2 ва-ри-ант
	
	
	
	
	-
	+
	НС
	НС
	НС
	НС
	

	3 ва-ри-ант
	
	
	
	
	+
	-
	-
	-
	НС
	+
	

	4 ва-ри-ант
	
	
	
	
	+
	-
	-
	-
	+
	НС
	


НС – отсутствие сыворотки

Биохимические свойства (ЭНТЕРО-тест)

	Варианты
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	LAC
	SCI
	URE
	GLY
	VPT
	INO
	LIP
	PHE

	1 вариант
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2 вариант
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	3 вариант
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	4 вариант
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтвержден ли диагноз острой дизентерии? На основании каких методов поставлен диагноз? Какой специфический препарат используется для экстренной профилактики острой дизентерии у контактных? Ответ поясните.


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат чистой культуры дизентерийной палочки, пробирка с ростом чистой культуры в 0,7% агаре (определение подвижности), пробирка с тампоном в среде 199, пробирка с ростом чистой культуры на скошенном агаре, планшет с результатами энтеротеста, набор диагностических монорецепторных видовых и типовых сывороток, пробирки с результатами (соответственно 1-4 варианты), реакция пассивной гемагглютинации, поставленной в динамике, планшет с закрепленными специфическими лечебно-профилактическими препаратами, применяемыми при дизентерии. 

Решение задачи. Студент учитывает данные им результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. 

Вариант №1: подтверждается диагноз – острая дизентерия. Диагноз подтверждается на основании бактериологического метода диагностики – у обследуемого выделена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) культура шигелл Флекснера (Shigella flexneri), серовар I и серологическим методом – в РПГА с 3-го на 6-й день заболевания выявлено нарастание титра антител в 2 раза от 1/100 до 1/200, что свидетельствует  о наличии острого заболевания. Для экстренной профилактики следует применить дизентерийный бактериофаг.

Вариант №2: Подтверждается диагноз – острая дизентерия. Диагноз подтверждается на основании бактериологического метода диагностики – у обследуемого выявлена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) культура шигелл Зонне (Shigella sonnei) и серологическим методом – в РПГА с 3-го на 6-й день заболевания выявлено нарастание титра антител в 2 раза, что свидетельствует о наличии острого заболевания. Низкий рост антител может быть связан с коротким временным периодом между повторным исследованием, явлением антигенной мимикрии у шигелл. Для экстренной профилактики дизентерии у контактных лиц следует применить поливалентный дизентерийный бактериофаг или интести-бактериофаг, содержащий фаги шигелл Зоне.

Вариант №3: Подтверждается диагноз – острая дизентерия. Диагноз подтверждается на основании бактериологического метода диагностики – у обследуемого выявлена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) культура шигелл Флекснера (Shigella flexneri) серовар IV (Ньюкастл) и серологическим методом – в РПГА с 3-го на 6-й день заболевания выявлено нарастание титра антител в 2 раза, что свидетельствует о наличии острого заболевания. Низкий рост антител может быть связан с коротким временным периодом между повторным исследованием, явлением антигенной мимикрии у шигелл. Для экстренной профилактики дизентерии у контактных следует применить поливалентный дизентерийный бактериофаг или интести-бактериофаг, содержащий фаги I, II, III, IV и VI (Ньюкастл) сероваров Флекснера.

Вариант №4: Подтверждается диагноз – острая дизентерия. Диагноз подтверждается на основании бактериологического метода диагностики – у обследуемого выявлена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) культура шигелл Флекснера (Shigella flexneri) серовар III и серологическим методом – в РПГА с 3-го на 6-й день заболевания выявлено нарастание титра антител в 2 раза, что свидетельствует о наличии острого заболевания. Низкий рост антител может быть связан с коротким временным периодом между повторным исследованием, явлением антигенной мимикрии у шигелл. Для экстренной профилактики дизентерии у контактных следует применить поливалентный дизентерийный бактериофаг или интести-бактериофаг, содержащий фаги I, II, III, IV и VI (Ньюкастл) сероваров Флекснера.

Задача  2. В инфекционную больницу поступил больной, который перенес острую дизентерию 8 месяцев назад. В течение всего этого времени были боли в животе, периодически жидкий стул со слизью. Предварительный диагноз: «Хроническая дизентерия». В соскобе со слизистой прямой кишки обнаружена палочка Флекснера. Сыворотка крови отправлена для РПГА. Учтите реакцию и оцените ее диагностическую ценность. Какой специфический препарат нужно назначить больному, учитывая, что антибиотикотерапия не дала эффекта? Подтвердить серологическим методом диагноз хронической дизентерии. Ознакомиться с препаратами для специфической терапии хронической дизентерии. Оформить протокол.
Протокол исследования:
 Цель: Освоить серологический метод диагностики хронической дизентерии.
Серологический метод

	Диагностикум
	Разведение сыворотки больного

	Флекснера
	1/100
	1/200
	1/400
	Контроль

	
	+
	+
	+
	-


Специфические препараты

	Название 
препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Механизм лечебного действия

	Дизентерийный 
иммуноген
	Содержит антигены, извлеченные химическим путем из палочек Флекснера и Зоне
	Применяется в комбинации с антибиотиками для лечения хронической дизентерии и санации бактерионосителей
	Стимуляция активного иммунититета; провокация (обострение) процесса с выходом возбудителя из клеток, после чего эффективнее воздействие антибактериальных средств; десенсибилизация    

	Спиртовая дизентерийная вакцина
	Содержит палочки Флекснера и Зонне, убитые спиртом
	Применяется для лечения больных хронической дизентерией
	То же


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтверждается ли диагноз хронической дизентерии? Какие данные анамнеза и результаты исследований свидетельствуют о хронической дизентерии? Какие специфические препараты следует использовать для терапии? Ответ поясните).


Студенту выделяется следующий материал для изучения и оформления протокола: пробирки с результатом реакции пассивной гемагглютинации (с диагностикумом Флекснера и сывороткой больного), планшет с закрепленными на нем специфическими лечебно-профилактическими препаратами. 

 
Решение задачи: Студент учитывает данные им результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод.

Диагноз хронической дизентерии подтвержден. О наличии хронической дизентерии свидетельствуют данные анамнеза – перенесенная ранее острая дизентерия, периодические рецидивы с характерными клиническими проявлениями и данные лабораторной диагностики – высокий (1/400) диагностический тир антител, выявленный в серологическом методе диагностики (РПГА). Для специфической терапии хронической дизентерии можно применять дизентерийную спиртовую вакцину или дизентерийный иммуноген.

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология дизентерии»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 
- Морфологические и биологические свойства шигелл; 

- Особенности эпидемиологии и патогенеза шигеллезов;  

- Диагностическая ценность различных методов диагностики шигеллезов;  
- Методы специфической профилактики и лечения острой и хронической дизентерии.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Оценка результатов бактериологического и серологического методов диагностики острой дизентерии. 

· Оценка результатов серологического метода диагностики хронической  дизентерии. 

· Умение выбрать препараты для специфической профилактики острой дизентерии и лечения хронической дизентерии.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по лабораторной диагностике дизентерии (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология дизентерии» 

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                   ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства 
2. Рост кишечной палочки и бактерий кишечно-тифозной группы на среде Эндо 

3. Классификация бактерий из рода Shigella 

4. Лабораторная диагностика шигеллезов 
5. Классификация семейства Еnterobacteriaceae
7.3. Интеграция темы: «Микробиология эшерихиозов» 

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дизентерии.
	Кафедра эпидемиологии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дизентерии.

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дизентерии.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дизентерии у детей.

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия дизентерии.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология дизентерии»   


При обсуждении темы можно отметить историю изучения заболевания – само название произошло во времена Гиппократа (dys - расстройство, enteros - кишка). Отметить широкое распространение и летальность заболевания в прошлые века, особое распространение его в военное время при наличии социальных катастроф и стихийных бедствий. Можно привести следующие исторические факты: 1) число погибших от дизентерии солдат во время «наполеоновских» войн не уступало количеству погибших при ведении военных действий 2) опустошительные эпидемии дизентерии в средние века 3) вспышки дизентерии во время войны Севера и Юга, упоминаемые в романе М. Митчелл «Унесенные ветром». 

7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробиология дизентерии»:  

1. Бондаренко В.М. Проблема специфической профилактики шигеллезов //Журн.микробиол., № 5. С.101-109.  
2. Бондаренко В.М., Шахмарданов М.З. Современные представления о молекулярно-генетических основах патогенеза шигеллезов //Журн. микробиол., 1998. № 6. С.88-92 . 
3. Бухарин О.В., Бондаренко В.М., Малеев В.В. Шигеллы и шигеллезы. Екатеринбург: УрО РАН, 2003. 179 с. 
4. Дизентерия и другие острые кишечные диарейные инфекции. Указания по диагностике, лечению и профилактике в Вооруженных Силах Российской Федерации. Москва , 1999. 
5. Покровский В.И., Ющук Н.Д. Бактериальная дизентерия. М,1994.256с. 
6. Солодовников Ю.П. Теория соответствия – научная основа эпидемиологического надзора за кишечными инфекциями //Эпидемиология и инфекционные болезни, 1999. № 2. С.35-38. 
7. Солодовников Ю.П. Теория соответствия и этиологическая структура шигеллёзов //Журн. микробиол., 1992. № 3. С. 48-52. 
8. Энтеробактерии. Руководство /Под ред. Покровского В.И. М., 1985. 
ЗАНЯТИЕ    6

1. Тема занятия: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии»
2. Цель занятия: 

· Выяснить особенности этиологии, патогенеза сальмонеллезной инфекции (1 уровень усвоения). 

· Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики сальмонеллезов (3 уровень усвоения). 

· Научиться решать практические задачи по специфической профилактике, терапии брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 

3.1. Контроль дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 


Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на достаточно высокий уровень заболеваемости сальмонеллезными ПТИ в мире, РФ и отдельных регионах. Отметить спорадический уровень заболеваемости брюшным тифом и паратифами в развитых странах Европы и большинстве регионов России при достаточно высоком уровне смертности в азиатских странах.  Оценить необходимость  своевременной диагностики заболевания и выявления носительства для профилактики сальмонеллезов. Роль миграции населения в их распространении. Подчеркнуть особенность специфических мер профилактики сальмонеллезов (в сравнении с изученными ранее кишечными инфекциями). Показания к применению препаратов вакцинного типа. Напомнить о существовании неспецифических мер профилактики заболевания. Необходимо выделить особенность сальмонеллезных внутрибольничных инфекций по этиологическим (свойства госпитальных штаммов, пантропность возбудителя), эпидемиологическим (широкий перечень путей передачи) и клиническим (гнойно-воспалительный и/или гнойно-септический характер заболевания) признакам.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов (можно привлекать к ответам и хорошо успевающих студентов).

3.4. Контроль СРС ВУВ 


Студентам для домашней письменной работы была дана задача: 

А) В инфекционную больницу поступил пациент с высокой температурой 39,50С. Температура сохранялась в течение трех дней. Возникло подозрение на брюшной тиф. Как подтвердить диагноз? Какой взять основной исследуемый материал? Какой метод диагностики применить и по какому свойству точно можно определить вид возбудителя?

Решение задачи.  1. Для подтверждения диагноза необходимо провести лабораторное исследование (1 принцип – обнаружение возбудителя (бактериологический метод), 2 принцип – обнаружение специфических изменений в организме (серологический метод). 2. В фазу бактериемии (о чем свидетельствует клинические проявления) необходимо взять кровь на гемокультуру, если появится сыпь – соскоб с розеол. 3. Необходимо применить 1 принцип (обнаружение возбудителя), бактериологический метод и на этапе идентификации чистой культуры определить антигенный состав возбудителя (РА).

При индивидуальном опросе студентам задаются дополнительные вопросы:  «С помощью каких методик можно обнаружить антитела в сыворотке крови больного?» (В сыворотке пациента определяют антитела, титр которых нарастает к концу второй недели болезни. Ставят реакцию агглютинации по Видалю, РНГА с эритроцитарными диагностикумами, ИФА), «Каким образом проводят диагностику брюшнотифозного бактерионосительтва?» (С целью обнаружения возбудителя исследуют испражнения, мочу, желчь; с целью обнаружения Vi-антител ставят РНГА с эритроцитарным Vi-диагностикумом. «Какие препараты используют для профилактики заболеваемости контактных лиц?» (Контактным лицам назначается брюшнотифозный бактериофаг).

Б) студентам предлагается заполнить задание № 3 (методическое пособие задание № 3 стр. 171).
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляет в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

- Классификация сальмонелл и их антигенная структура

Используются таблицы «Род Salmonella», «Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства», «Антигенная структура сальмонелл (таблица Кауфмана-Уайта)». Целесообразно совместить разбор классификации сальмонелл с особенностью эпидемиологии возбудителей. Подчеркнуть многообразие антигенной структуры сальмонелл (65 серогрупп, внутри которых сальмонеллы делятся на серовары). Напомнить, что представители разных подвидов могут иметь общие (идентичные) групповые антигены.                                                                                                 
- Патогенез брюшного тифа

Используется таблица «Фазы патогенеза брюшного тифа».
Выделить основные фазы, обратить внимание на последовательность и длительность течения отдельных фаз, их соответствие определенным периодам инфекционного заболевания и активности клинических проявлений. Подчеркнуть особенности формирования и клинического течения («мнимое выздоровление») аллергически-выделительной фазы, указав опасность развития осложнений и формирования бактерионосительства. Обратить внимание студентов на поздние сроки госпитализации как недопустимый факт в работе инфекциониста.  

- Методы лабораторной диагностики брюшного тифа и паратифов

Используются таблицы «Схема лабораторной диагностики бюшного тифа, паратифов», «Схема лабораторной диагностики бюшнотифозного бактерионосительства».
При разборе данного вопроса необходимо провести сравнительную оценку диагностической ценности разных методов исследования, указать особенности их  использования при проведении диагностики брюшного тифа и паратифов. Отметить, что на основании клинической картины дифференцировать брюшной тиф и паратифы невозможно, поэтому реакция Видаля всегда проводится параллельно с тремя видовыми диагностикумами, а при подозрении на другую сальмонеллезную инфекцию – с дополнительными диагностикумами. Подчеркнуть необходимость комплексного обследования больного в связи с относительной ценностью большинства методов диагностики на разных сроках заболевания. При серологическом методе диагностики вспомнить об анамнестических и групповых реакциях при учете результата агглютинации (реакция Видаля). Напомнить необходимость использования различных способов для повышения диагностической ценности при дифференциации заболевания и анамнестических реакций (метод «парных сывороток», определение титра  антител классов М и G и их смену в динамике развития заболевания).   Учитывая высокую летальность при брюшном тифе можно рекомендовать использование РИФ для экспресс-диагностики заболевания. Разобрать со студентами принципы и методы диагностики брюшнотифозного бактерионосительства и объяснить необходимость использования дополнительных методов обследования   и забора материала для исследования. Выделить использования РПГА (как более чувствительной реакции) при поиске Vi-антител в сыворотке обследуемого.   Отметить реакцию фаготипирования для установления источника инфекции.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         
- Этиология и эпидемиология пищевых токсикоинфекций (ПТИ) – сальмонеллезов

Используется таблица «Этиология ПТИ». Подчеркнуть, что пищевые токсикоинфекции – полиэтиологичное заболевание, возникающее после употребления в пищу продуктов, инфицированных возбудителями и их токсинами. Расшифровать сам термин «пищевая токсикоинфекция» («пищевая» - отражает путь и условия передачи инфекции). Отметить особенности клинической картины ПТИ сальмонеллезной этиологии (тяжелое течение, эпидемические вспышки).  Обратить внимание на наименование сероваров сальмонелл, отражающих эпидемическую особенность сальмонеллезных ПТИ (зооантропонозы). Выделить условия, способствующие широкому распространению ПТИ: нарушение правил производства, транспортировки и хранения пищевых продуктов, несвоевременное выявление носителей среди работников сферы обслуживания (пунктов общественного питания, предприятий по переработке сельхозпродукции и пищевой промышленности). Следует отметить особенности эпидемиологиии сальмонеллезов в последние годы (преобладание S.enteritidis), роль птицы и птицепродуктов в передаче инфекции, рост внутрибольничных сальмонеллезных ПТИ, увеличение заболеваемости детей до 14 лет.

- Патогенез пищевых токсикоинфекций

Выделить, что в основе патогенеза ПТИ лежит действие микробных токсинов, накопившихся в продуктах при размножении и гибели бактерий. Охарактеризовать клинические проявления заболевания: краткий инкубационный период, краткость течения, развитие гастроэнтерита. Подчеркнуть наличие первичной и вторичной интоксикации, внутриклеточное паразитирование и персистирование сальмонелл, способствующее формированию реконвалесцентного бактерионосительства. 

- Лабораторная диагностики сальмонеллезных пищевых токсикоинфекций  
Используется таблица «Схема лабораторной диагностики сальмонеллезных ПТИ». Выделить сходство и различия в диагностике сальмонеллезных ПТИ и брюшного тифа, паратифов. Общность подхода в плане выбора принципов и методов диагностики данных заболеваний, необходимость исследования пищевых продуктов при ПТИ. Подчеркнуть относительную ценность лабораторных методов диагностики при кратковременном течение заболевания, ретроспективность серологического исследования, необходимость проведения его в динамике, длительность и позднее подтверждение диагноза при бактериологическом методе исследования. Обратить внимание студентов на эпидемиологическую важность проведения данных исследований в целях контроля за распространением эпидемической вспышки и поиска источника инфицирования. Отметить высокую ценность используемых методов диагностики при генерализации процесса и тифоидной форме сальмонеллеза.

- Специфическая профилактика и терапия брюшного тифа, паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.

Используется таблица «Специфическая профилактика и терапия брюшного тифа, паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии». Напомнить студентам о понятиях «экстренная» профилактика и профилактика «по эпидпоказаниям». Определить их различия. Отметить, что для экстренной профилактики используются бактериофаги, а для профилактики по эпидпоказаниям для брюшного тифа – вакцины (убитые, химические). Обратить внимание студентов на то, что бактериофаги можно использовать не только для экстренной профилактики заболевания, но и для его лечения. В качестве препарата для лечения сальмонелезных ПТИ (у детей, при тяжелый формах заболевания) возможно использование лактоглобулина.

4. Методика проведения практической части занятия 


Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике и специфической профилактике сальмонеллезов. Преподаватель напоминает студентам схемы бактериологического метода исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии»  

Задача 1. В инфекционную больницу поступила женщина на 6-й день болезни. Предварительный диагноз: «Брюшной тиф? Паратиф А, В? Сальмонеллез (ПТИ)?». С целью подтверждения диагноза был сделан посев крови, мочи, испражнений больной для выявления чистой культуры. Поставлена серологическая реакция с сывороткой больной. Оформите протокол  и ответьте на вопросы.

Протокол  исследования:
Цель: провести бактериологический и серологический метод диагностики сальмонеллезной инфекции.

Бактериологический метод

	№ варианта
	Иссле-дуемый материал
	Идентификация чистой культуры

	
	
	Морфоло-гия (рис.)
	Подвиж-ность
	Антигенные свойства (реакция 
Агглютинации)
	Вид культуры, серовар

	
	
	
	
	О – сыворотки
	Н - сыворотки
	

	
	
	
	
	IV
	II
	IX
	D
	a
	i
	

	1
	Кровь
	
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	Salmonella enteritica серовар 
S. typhi, фаговар D.

	2
	Испраж-нения
	
	+
	-
	+
	
	
	+
	-
	Salmonella enteritica серовар S.paratyphi A

	3
	кровь
	
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	Salmonella enteritica серовар S.typhimu-rium


Биохимические свойства (ЭНТЕРО-тест)

	Варианты
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	LAC
	SCI
	URE
	GLY
	VPT
	INO
	LIP
	PHE

	1 вар.
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2 вар.
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	3 вар.
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-


Серологический метод (реакция Видаля)

	Диагностикумы
	Разведение сыворотки больного

	
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	К

	Брюшнотифозный
	+
	-
	-
	-
	-

	Паратифозный А
	-
	-
	-
	-
	-

	S. typhimurium
	-
	-
	-
	-
	-


Специфическая терапия и профилактика (препараты)

Вариант №1:

	Название препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается 
в организме?

	Бактериофаг брюшнотифозный
	Бактериофаги – фильтрат фаголизатов сальмонелл брюшного тифа (живой вирус)
	Применяется для лечения и экстренной профилактики
	Иммунитета против брюшного тифа не создает, механизм действия – специфический лизис бактерий вирусами  

	Вакцина брюшнотифозная ВИ-полисахаридная (ВИ-АНАВАК)
	Антигены – раствор полисахарида, извлеченного из супернатанта культуры сальмонелл


	Предназначена для профилактики брюшного тифа у взрослых по эпидпоказаниям 


	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа


	Химическая сорбированная тифо-паратифозная столбнячная вакцина (ТАБТе)
	Полноценные антигены брюшнотифозных, паратифозных А- и В- бактерий и столбнячный анатоксин
	Предназначен для профилактики брюшного тифа, паратифов, столбняка по эпидпоказаниям
	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа, паратифов А и В, антитоксический против столбняка



	Брюшнотифозная вакцина с секста (тетра) анатоксином
	О- и Vi – антигены брюшнотифозных бактерий и очищенные концентрированные анатоксины возбудителей столбняка, ботулизма (типы А, В, Е), газовой гангрены (perfringens типа А и odematiens), сорбированные на гидроокиси алюминия.
	Предназначен для профилактики по эпидпоказаниям
	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа, антитоксический против столбнака, ботулизма (А, В и Е), газовой гангрены

	Вакцина брюшнотифозная спиртовая сухая, инактивированная
	Антигены - брюшнотифозные палочки, инактивированные спиртом
	Используется для профилактики брюшного тифа у взрослых по эпидпоказаниям
	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа

	Продолжение  протокола

	Название препарата
	Состав препарата
	Показания 

к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается 

в организме?

	Вакцина брюшнотифозная спиртовая, обогащенная ВИ-антигеном
	Антигены – сухая брюшнотифозная вакцина и ВИ антиген
	Используется дя профилактики брюшного тифа у взрослых по эпидпоказаниям
	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа  


Вариант №2: 

	Название 
препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается 
в организме?

	Интести-бактериофаг
	Бактериофаги – фильтрат фаголизатов шигелл Флекснера 1, 2, 3, 4, 6 сероваров, шигелл Зонне, сальмонелл паратифа А, В, тифимуриум, инфантис, холерасуис, ораниенбург, энтеритидис, наиболее распространенных серовариантов кишечной палочки (О18, О20, О26, О76, О111, О 114, О128, О142, О144, О154), протеус вульгарис и мирабилис, энтерококков, стафилококков, псевдомонад.
	Применяется для лечения и экстренной профилактики
	Иммунитета против брюшного тифа не создает, механизм действия – специфический лизис бактерий вирусами

	Бактериофаг сальмонеллезный групп А, В, С, Д, Е.
	Бактериофаги – фильтрат фаголизатов наиболее распространенных сальмонелл паратифа А, паратифа В, тифимуриум, гейдельберг, ньюпорт, инфантис, холера суис, ораниенбург, дублин, энтеритидис, галлинариум, анатум, ньюленд.
	Предназначен для лечения и экстренной профилактики
	Иммунитета против паратифов не создает. Механизм действия – специфический лизис широкого спектра возбудителей паратифов А, В, других сальмонеллезов (12 возбудителей), вирусы которых входят в состав препаратов

	Химическая сорбированная тифо-паратифозная столбнячная вакцина (ТАБТе)
	Полноценные антигены брюшнотифозных, паратифозных А- и В- бактерий и столбнячный анатоксин
	Предназначен для профилактики брюшного тифа, паратифов, столбняка по эпидпоказаниям
	Активный искусственный приобретенный антибактериальный против брюшного тифа, паратифов А и В, антитоксический против столбняка

	Продолжение  протокола

	Название 
препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается 
в организме?

	Дивакцина спиртовая паратифозная сухая, инактивированная
	Антигены возбудителей паратифов А и В, инактивированных спиртом
	Используется для профилактики паратифов у взрослых по эпидпоказаниям
	Активный искус-ственный приобре-тенный антибакте-риальный против паратифов А и В


Вариант №3:

	Название препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается в организме?

	Интести-бактериофаг
	Бактериофаги – фильтрат фаголизатов шигелл Флекснера 1, 2, 3, 4, 6 сероваров, шигелл Зонне, сальмонелл паратифа А, В, тифимуриум, инфантис, холерасуис, ораниенбург, энтеритидис, наиболее распространенных серовариантов кишечной палочки (О18, О20, О26, О76, О111, О 114, О128, О142, О144, О154), протеус вульгарис и мирабилис, энтерококков, стафилококков, псевдомонад.
	Применяется для лечения и экстренной профилактики
	Иммунитета против брюшного тифа не создает, механизм действия – специфический лизис бактерий вирусами

	Бактериофаг сальмонеллезный групп А, В, С, Д, Е.
	Бактериофаги – фильтрат фаголизатов наиболее распространенных сальмонеллпарати-фа А, паратифа В, тифимуриум, гейдельберг, ньюпорт, инфантис, холера суис, ораниенбург, дублин, энтеритидис, галлинариум, анатум, ньюленд.
	Предназначен для лечения и экстренной профилактики
	Иммунитета против паратифов не создает. Механизм действия – специфический лизис широкого спектра возбудителей паратифов А, В, других сальмонеллезов (12 возбудителей), вирусы которых входят в состав препаратов   

	Продолжение  протокола

	Название препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Какой вид иммунитета по происхождению создается в организме?

	Лактоглобулин против условно-патогенных бактерий и сальмонелл коровий сухой для перорального применения
	Антитела – очищенная фракция глобулинов молозива коров, иммунизированных сальмонеллами групп В (тифимуриум) и Д (энтеритидис, дублин), протеем (мирабилис и вульгарис), клебсиеллой пневмония, псевдомонас аеругиноза   
	Предназначен для лечения диарейных заболеваний у детей, вызванных вышеперечисленными бактериями - возбудителями  гнойно-воспалительных заболеваний
	Создание местного, пассивного искусственного приобретенного антибактериаль-ного  иммунитета


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтверждается ли диагноз брюшного тифа, паратифа или сальмонеллеза (ПТИ)? Если подтверждается, то какие данные бактериологического и серологического методов свидетельствуют о болезни? Какой специфический препарат используется для лечения больного? Какие специфические препараты необходимы для профилактики болезни? Ответ поясните).


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат чистой культуры брюшнотифозной (партифозной) палочки или сальмонелл – возбудителей ПТИ, пробирка с ростом чистой культуры в 0,7% агаре (определение подвижности), пробирка с ростом чистой культуры на скошенном агаре, планшет с результатами энтеротеста, набор диагностических монорецепторных О-, Н-сывороток, пробирки с результатом реакции Видаля с тремя диагностикумами, планшет с закрепленными специфическими лечебно-профилактическими препаратами применяемыми при сальмонеллезной инфекции. 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. 

Вариант №1: подтверждается диагноз – брюшной тиф. Диагноз подтвержден на основании бактериологического метода исследования: из крови обследуемого выделена и идентифицирована по биохимичеким и антигенным свойствам гемокультура Salmonella typhi. Отдельно взятый серологический метод не позволил бы подтвердить диагноз – антитела к Salmonella typhi выявлены в низком титре (низкий титр объясняется начальной стадией заболевания). Для специфической терапии больной следует применять брюшнотифозный бактериофаг. Для профилактики можно применить: в эпидочаге брюшнотифозный бактериофаг (экстренная профилактика контактных лиц), а при наличии обширной эпидемической вспышки в районе по эпидпоказаниям – брюшнотифозные вакцины (для не контактных лиц).
Вариант №2: Подтверждается диагноз - паратиф А. Диагноз подтверждается бактериологическим методом диагностики – выделена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) копрокультура Salmonella paratyphi A и серологическим методом диагностики – выявлены антитела к Salmonella paratyphi A в высоком диагностическом титре 1/400. Кроме того выявлены антитела в низком титре 1/100 при проведении реакции с брюшнотифозным диагностикумом, что можно объяснить групповой агглютинацией за счет наличия у близкородственных бактерий Salmonella typhi и Salmonella paratyphi A общих групповых и родовых антигенов. Для терапии больной следует применить бактериофаг сальмонеллезный или интести-бактериофаг, содержащие в своем составе бактериофаги (смесь фильтратов фаголизатов бактерий) различных сальмонелл и других распространенных возбудителей острых кишечных инфекций (интести-бактериофаг), в том числе бактериофаги Salmonella paratyphi A. Для профилактики следует применить – в эпидочаге для контактировавших с больными или имевших опасность заразиться из того же источника (экстренная профилактика) – бактериофаг сальмонеллезный или интести-бактериофаг. При наличии обширной эпидемической вспышки в районе для неконтактировавших с больными - химическую сорбированную тифо – паратифозную столбнячную вакцину ТАВТе или спиртовую паратифозную дивакцину.

Вариант №3:  Подтверждается диагноз сальмонеллез, вызванный Salmonella typhimurium. Диагноз подтверждается бактериологическим методом исследования – из крови обследуемой выделена и идентифицирована (по биохимическим и антигенным свойствам) гемокультура Salmonella typhimurium; отдельно взятый серологический метод не позволил бы подтвердить диагноз – антитела к Salmonella typhimurium выявлены в низком титре 1/100, низкий титр объясняется начальной стадией болезни. Для терапии больной следует применить бактериофаг сальмонеллезный или интести-бактериофаг содержащий в своем составе бактериофаги (смесь фильтратов фаголизатов бактерий) различных сальмонелл, а также других распространенных возбудителей острых кишечных инфекций (интести-бактериофаг), в том числе бактериофаги Salmonella typhimurium. Также возможно использование лактоглобулина против условно-патогенных возбудителей острых кишечных инфекций, в том числе к Salmonella typhimurium, выделенного из молозива иммунизированных коров. Для профилактики следует применить в эпидочаге для контактировавших с больными или имевших опасность заразится из того же источника (экстренная профилактика) – бактериофаг сальмонеллезный или интести-бактериофаг.

Задача 2. Больной перенес брюшной тиф. Перед выпиской из стационара он был обследован для выявления бактерионосительства: возбудитель обнаружен в испражнениях, из мочи и желчи микроорганизмы не выделены. Проведен серологический метод диагностики: поставлена реакция Vi – гемагглютинации. Оформите протокол  и ответьте на вопросы.

Протокол исследования:
Цель: провести исследования для диагностики брюшнотифозного бактерионосительства.
Серологический метод

	Диагностикум
	Разведение сыворотки больного

	Vi - эритроцитарный брюшнотифозный
	1/20
	1/40
	1/80
	Контроль

	
	+
	+
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтверждается ли диагноз брюшнотифозного носительства? Почему? Ответ поясните).


Студенту выделяется следующий материал для изучения и оформления протокола: пробирки с результатом реакции Vi–гемагглютинации (РПГА с Vi–эритроцитарным брюшнотифозным диагностикумом с сывороткой обследуемого).

Решение задачи: Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод.

Диагноз брюшнотифозного бактерионосительства подтвержден. В сыворотке крови обследуемого присутствуют антитела к Vi–антигену брюшнотифозной палочки в титре 1/40, которые быстро исчезают при выздоровлении больного и полной элиминации возбудителя из организма (в отличии от анамнестических анитител к О– и, особенно, Н–антигенам возбудителя, длительно сохраняющихся и после полной реконвалесценции). Наличие данных антител свидетельствует о сохранении возбудителя в организме и формировании (наличии) бактерионосительства.
Задание 3. Изучить специфические препараты для диагностики сальмонеллезных инфекций. Оформите протокол. Проверку этого задания можно осуществить в п. 3.4.

Протокол исследования:
Цель: Изучить специфические препараты для диагностики сальмонеллезных     инфекций.

	№ п/п
	Название 
препарата
	Состав препарата
	Практическое использование. Метод диагностики
	Максимальное и минимальное разведение сывороток

	1
	Люминесцирующая брюшнотифозная сыворотка
	Антитела, окрашенные флюорохромом
	Применяется для определения вида бактерий в исследуемом материале в реакции иммунофлюоресцен-ции (экспресс-метод).
	Учитывать, используя прилагающиеся ампулы с препаратом: максимальный титр указан на ампуле, минимальный – ½ от указанного максимального.

	2
	Адсорбированные сальмонеллезные агглютинирующие сыворотки: монорецепторные групповые О- и типовые Н 

	Антитела к отдельным О- и Н- антигенам сальмонелл
	Диагностические иммунные сыворотки
	-

(указывается только для поливалентных сывороток)


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики сальмонеллезных инфекций. 

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

1. Морфологические и биологические свойства сальмонелл; факторы вирулентности; особенности эпидемиологии и патогенеза брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.  
2. Диагностическая ценность различных методов диагностики. 
3. Методы специфической профилактики и лечения брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.  
6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Оценка результатов бактериологического метода диагностики брюшного тифа, сальмонеллезов – ПТИ. 

· Оценка результатов серологического метода диагностики брюшнотифозного бактерионосительства.  

· Умение выбрать специфические препараты для профилактики брюшного тифа и ПТИ, сальмонеллезной этиологии.
6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по лабораторной диагностике брюшного тифа. (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение 

7.1. Хронокарта занятия «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии» 

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                    ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Ферментативная активность представителей кишечно-тифозного семей​ства
2. Род Salmonella
3. Антигенная структура сальмонелл

4. Фазы патогенеза брюшного тифа

5. Лабораторная диагностика брюшного тифа в различные фазы заболевания.

6. Диагностика брюшнотифозного бактерионосительства

7.  Лабораторная диагностика ПТИ сальмонеллезной этиологии.

8.  Специфическая профилактика и лечение брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии. 
7.3. Интеграция темы: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии»  

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.
	Кафедра эпидемиологии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии у детей.

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии» 


При обсуждении темы можно отметить спорадический уровень заболеваемости (0,2 тыс. на 100 тыс.) брюшным тифом и паратифами в развитых странах Европы и американского континента, в большинстве регионов РФ (в т.ч. Оренбургской области) при достаточно высоком уровне смертности (до 10% от числа заболевших) в эндемичных районах – азиатской части бывшего СССР, развивающихся странах Южной Америки, Африки, Южной и Восточной Азии (на которые приходятся до 70% смертельных случаев). По данным ВОЗ ежегодно регистрируются до 16 миллионов случаев заболевания в мире и до 600 тыс. смертельных исходов. Около 70% смертельных случаев – в странах Азии. В этих районах широко распространено хроническое носительство в течение нескольких месяцев или лет.

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Микробиология  брюшного тифа и паратифов, пищевых токсикоинфекций сальмонеллезной этиологии»:  

1. Ackers M, Puhr N, Tauxe R, Mintz E. Laboratory-based surveillance of Salmonella Typhi infections in the United States: antimicrobial resistance on the rise. JAMA 2000; 283: 2668-2673. 
2.  Mermin JH, Townes JM, Gerber M, et al. Typhoid fever in the United States, 1985- 1994: changing risks of international travel and increasing antimicrobial resistance. Arch In​tern Med 1998; 158:633-638.
3. Бондаренко В.М. "Острова" патогенности бактерий //Журн. микробиол., 2001. № 4. С.67-74.

4. Брюшной тиф, паратифы А и В. Методические указания по диагностике, лечению и профилактике в ВС РФ. Москва, 1998.

5. Бухарин О.В., Каган Ю.Д., Бурмистрова А.Л. Сальмонеллы и сальмонеллезы.  Ека​теринбург: УрО РАН, 2000.

6. Гафиев X .К., Нестеренко В.Е., Лукьянов Н.Б. с соавт. Вспышки брюшного тифа в республике Таджикистан //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2003. № 2. С.9-11.
7. Лобзин Ю.В. и соавт. Узловые вопросы патогенеза брюшного тифа //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2006. № 1. С.55-61. 
8. Онищенко Г.Г. Актуальные вопросы санитарно-эпидемиологической безопасности питания населения //Здравоохранение Российской Федерации, 2005. № 1. С.3-13.

9. Онищенко Г.Г. Инфекционные болезни - важнейший фактор биоопасности //Эпиде​миология и инфекционные болезни, 2003. № 3. С.4-16.

10. Петров Р.В., Хаитов Р.М., Апарин П.Г. Новые технологии в борьбе с эпидемией. Брюшной тиф: тревожные тенденции //Бюллетень "Вакцинация", 1999. № 3 (3). май-июнь. С.38-40.
11. Полоцкий Ю.Е., Бондаренко В.М., Ефремов В.Е. Патогенез кишечных инфекций и морфологическая оценка вакцин //Журн. микробиол., 1992. № 5-6. С.51-58.

12. Чайникова И.Н., Смолягин А.И., Иванова А.С. с соавт. Эффективность использо​вания полиоксидония для санации сальмонеллезных бактерионосителей //Иммунология, 2004. т.25. № 6. С.339-343.
13. Энтеробактерии. Руководство /Под ред. Покровского В.И. М, 1985.

ЗАНЯТИЕ    7 

1. Тема занятия: «Микробиология холеры»
2. Цель занятия: 

1. Выяснить особенности этиологии и патогенеза холеры (1 уровень усвоения). 

2. Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики холеры (3 уровень усвоения). 

3. Научиться решать практические задачи по специфической профилактике, терапии холеры (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль дисциплины:  посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 


Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что холера - особо опасная инфекция, из группы карантинных, с диарейным синдромом, фекально-оральным механизмом передачи возбудителя. Следует напомнить основные критерии особо опасных заболеваний и осуществление глобального контроля за ними. Обратить внимание студентов на то, что в настоящее время имеет место 7-я пандемия холеры. Отметить значимость существования очагов заболевания и значение миграции населения в распространении холеры. Подчеркнуть, что своевременная точная диагностика и принятие системы мер по ограничению распространения холеры эффективно предупреждает вспышку заболевания. Отметить высокую международную оценку, данную отечественной системе мер ограничения распространения эпидемической вспышки холеры.   

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов (к ответам можно привлекать и хорошо успевающих студентов).

3.4. Контроль СРС ВУВ  


Студентам для домашней письменной работы была дана задача:

Произошла вспышка острого диарейного синдрома. Заболело несколько десятков человек. Возникло подозрение на холеру. Для предотвращения распространения заболевания необходимо срочно поставить диагноз и назначить профилактические мероприятия. Перечислите методы экспрессной (ускоренной) диагностики холеры? Какие неспецифические препараты необходимо назначить для экстренной профилактики контактных лиц?

Решение задачи.  1. К ускоренным методам лабораторной диагностики холеры относятся метод Ермольевой, реакция фаголизиса, РИФ, реакция иммобилизации вибрионов (РИВ), ИФА, ПЦР. 2. При неспецифической экстренной профилактике назначают  антибиотики тетрациклинового ряда и фторхинолоны. 


Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студентам задаются дополнительные вопросы: «Назовите особенности постановки бактериологического метода диагностики и дайте им объяснение?» 1) использование элективных сред: щелочной агар и 1% пептонная вода;     2) быстрый результат – вибрион быстро растет и через 6 часов можно проводить исследования с культурой), «Перечислите основные отличия холерного вибриона Эльтор от классического?» (устойчивость к полимиксину, чувствительность к различным фагам «Эльтор» и «классическому-С», положительный результат в реакциях Фогес-Проскауэра, гемагглютинация куриных эритроцитов, гемолиз бараньих эритроцитов), «Каков принцип лечения больных холерой?» (используется петогенетическая терапия, борьба с обезвоживанием - введение солевых растворов, этиотропная терапия); «Перечислите необходимые меры специфической и неспецифической профилактики для ограничения распространения эпидемической вспышки?» (изоляция и лечение больных, выявление, изоляция и санация носителей, исследование и обеззараживание водоисточников, вакцинация на территории региона). 
3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов 

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

- Классификация вибрионов. 

Используются таблицы «Классификация вибрионов».  Отметить, что при современной классификации все вибрионы объединяются в семейство Vibrionaceae, включающее патогенные и непатогенные для человека виды. Медицинское значение имеют представители рода Vibrio. Обратить внимание, что только токсигенные варианты холерных вибрионов вида Vibrio cholerae способны вызывать холеру.

- Особенности эпидемиологии холеры.

Обратить внимание студентов на то, что у холерных вибрионов в процессе паразитического приспособления сохранились некоторые черты сапрофитизма, которые дают им возможность существования во внешней среде. Отметить  существование резервуаров холеры в природных водоемах на определенных территориях. Этому способствует устойчивость вибрионов к факторам окружающей среды и образование симбиотических связей с представителями фито- и зоопланктона. Таким образом, холеру можно рассматривать как природноочаговый сапроноз, первично связанный с природными экосистемами. Холера является высококонтагиозным заболеванием и при наличии больного или носителя существует высокая вероятность фекально-орального механизма передачи заболевания контактно-бытовым или пищевым путем. При проведении противоэпидемических мероприятий обязательно не только выявлять неблагополучный водоисточник (обеззараживание, гиперхлорирование воды), но и изолировать больных и контактных, выявлять, изолировать и санировать носителей.

- Патогенез холеры. 

Используется таблица «Этапы патогенеза  холеры».

Обратить внимание студентов на основные этапы патогенеза холеры. Сделать вывод о том, что в основе патогенеза холеры - действие  экзотоксина-холерогена возбудителя. Подчеркнуть, что все характерные клинические симптомы определяются обезвоживанием организма (гиповолемия, нарушение водно-электролитного баланса). 

- Методы лабораторной диагностики холеры.

Используются таблицы «Лабораторная диагностика холеры», «Определение биовара холерного вибриона»

Обратить внимание студентов на то, что взятию и транспортировке исследуемого материала придается большое значение (соблюдение мер безопасности, pH среды, температуры). Необходимо наряду с классической бактериологической диагностикой обсудить методы ускоренной лабораторной диагностики холеры (метод Ермольевой, реакцию фаголизиса, РИФ, РИВ, ИФА, ПЦР). Подчеркнуть необходимость определения биоваров и сероваров возбудителя при проведении бактериологического исследования с эпидемическими целями, для выявления носительства. Отметить невозможность использования 2-го принципа диагностики заболеваниям (поиск специфических изменений в организме) в связи с быстрым развитием клинических симптомов и тяжестью заболевания. Титр антител можно выявить только после перенесенного заболевания. Определить необходимость и способы выявления вибрионосительства.

 
- Профилактика холеры

Разбор вопроса по профилактике холеры можно совместить с вопросом о формировании иммунитета при холере. Обратить внимание студентов  на то, что индивидуальная резистентность связана с общей сопротивляемостью организма и кислотностью желудочного сока. В связи с этим одна из профилактических мер при контакте с больным холерой - прием пищи или ацидин-пепсина перед посещением больного. Подчеркнуть важность неспецифических мер профилактики (соблюдение личной гигиены и т.д.). Отметить, что у переболевших формируется антибактериальный и антитоксический иммунитет. В настоящее время не удается достигнуть эффективной профилактики при вакцинации. Вакцины быстро формируют иммунитет, но он нестоек. Для экстренной профилактики используют бактериофаг, антибиотики тетрациклинового ряда и фторхинолоны. Следует отметить рост антибиотикорезистентности холерного вибриона. Необходимо перечислить ряд мер неспецифической профилактики, направленных на разрыв эпидемиологической цепочки. Используется таблица «Профилактика холеры», наборы специфических препаратов для профилактики холеры. 

4. Методика проведения практической части занятия 


Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике холеры. Преподаватель напоминает студентам схемы методов диагностики холеры, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология холеры»  


Задача 1. В инфекционную больницу поступил больной с жалобами на неукратимую рвоту и частый жидкий стул. В анамнезе контакт с больным холерой. Для подтверждения предварительного диагноза: «Холера» проведено бактериологическое исследование испражнений больного. Учтите результаты и определите их диагностическую ценность. Оформите протокол исследования. 

Протокол  исследования:
Цель: Провести бактериологический метод диагностики для подтверждения диагноза холера.

Бактериологический метод

	Исследуемый материал
	Среда 

для посева
	Идентификация чистой культуры

	
	
	Мор-фология

(рисунок)


	Под-виж- ность
	Биохимические  свойства
	Антиген- ные свойства

	Испражнения, 

рвотные массы
	Щелочной  агар
	
	+
	Н2S


	MAN
	LYS
	IND
	ORN
	SCI
	URE
	ONP
	VPT
	INO
	LIP
	PHE
	с  О-1 – есть агглютинация; 

с О-139 – нет агглютинации

	
	
	
	
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	

	
	
	
	
	MAL


	ADO
	CEL
	RHA
	ARA
	SUC
	SOR
	ESL
	TRE
	DUL
	GLU
	
	

	
	
	
	
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	
	


Определение биовара холерного вибриона

	Исследуемая культура
	Среда 

с поли-миксином
	Действие бактериофага
	Гемагглюти-нация куриных эритроцитов
	Гемолиз бараньих эритро-цитов
	Реакция Фогес-Проскауэра
	Биовар холерного вибриона

	Выделенная чистая культура 

V.cholerae Ol
	Есть рост
	+ Результат с фагом Эль-Тор 

во всех разведениях
	+
	+
	+
	Биовар Эль-Тор


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвержден ли диагноз холеры 2. Дайте обоснование – какой результат диагностики подтверждает диагноз, какой биовар вибриона выделен из исследуемого материала?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат чистой культуры холерного вибриона; планшет с результатами энтеротеста для биохимической идентификации вибриона; рост колоний вибриона на плотной питательной среде; результат определения биовара холерного вибриона (рост бактерий на среде с полимиксином; результат реакции с диагностическими фагами «Эль-Тор» и «С (классическим)»; реакции гемагглютинации куриных эритроцитов и гемолиза бараньих эритроцитов; результат реакции Фогес-Проскауэра); диагностические монорецепторные сыворотки для постановки реакции агглютинации на стекле.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты, а также полученный им самим результат реакции агглютинации на стекле, заполняет протокол и делает вывод: «Диагноз холеры подтвержден. Диагноз подтверждается по результатам бактериологического метода диагностики – выделен в чистой культуре и идентифицирован возбудитель V.cholerae О1 (по морфологическим, биохимическим и антигенным свойствам), биовар Эль-Тор (по ряду биологических свойств – устойчивости к полимиксину, по чувствительности к фагу «Эль-Тор», по результатам реакций гемагглютинации куриных эритроцитов, гемолиза бараньих эритроцитов и положительной пробе в реакции Фогес-Проскауэра).  


Задача 2. Для лечебного, педиатрического факультетов. После посещения по туристической путевке Индии зарегистрирована семейная вспышка ОКИ. У 2 госпитализированных членов семьи (А, Б) по клиническим признакам и данным анамнеза врач заподозрил холеру. Взятый у больных исследуемый материал (испражнения) направлен для проведения ускоренного исследования на холеру в отдел ООИ областного ЦГСЭН. Проведено ускоренное исследование по методу З.В. Ермольевой, а также полимеразная цепная реакция (ПЦР) для определения гена холерного токсина (ctx АВ). Учтите результаты. Оформите протокол.
Для медико-профилактического факультета. После посещения по туристической путевке Индии зарегистрирована семейная вспышка ОКИ. У 2 госпитализированных членов семьи (А, Б) по клиническим признакам и данным анамнеза врач заподозрил холеру. Взятый у больных исследуемый материал (испражнения) направлен для проведения ускоренного исследования на холеру в отдел ООИ областного ЦГСЭН. Проведено ускоренное исследование по методу З.В. Ермольевой, а также полимеразная цепная реакция (ПЦР) для определения гена холерного токсина (ctx АВ). В связи с выделением в предшествующие годы нетоксигенного штамма V.cholerae из водоисточников данного региона, также, для ускоренного исследования (ПЦР) направлен ряд проб воды (1, 2, 3, 4) из местных водоемов. Учтите результаты. Оформите протокол.

Протокол исследования: 

Цель: Овладеть навыками оценки результатов ускоренной (экспресс-методы) диагностики холеры (метод З.В. Ермольевой; ПЦР).
Протокол исследования 1 (для лечебного, педиатрического и 
медико-профилактического факультетов)

	Обследуе-мый
	Исследуе- мый  
материал
	Метод диагностики
	Результат  посева

	
	
	
	1%-я пептонная 
вода
	1%-я пептонная вода + 

О-сыворотка
	1%-я пептонная вода+ О-сыворотка+ крахмал+ йод

	Больной  А
	Испраж-нения
	Ускоренная (экспресс- диагностика)
	Нет роста
	Нет  агглюти- нации
	Цвет не меняется (синий) 

	Больной  Б
	Испраж-нения
	Ускоренная (экспресс- диагностика)
	Рост (пленка)
	Агглюти-нация
	Изменение цвета


Результаты  ПЦР-анализа

	Опытные и контрольные 
Пробы
	Пробы исследуемо

го материала от больных
	ДНК токсигенного штамма V.cholerae 
 В-1307
	ПЦР амплификация без матрицы

	Результат детекции продук-тов ПЦР-амплификации  (+/-; см. фото «Электрофорез продуктов ПЦР-амплификации»)
	А
	Б
	К+
	К-

	
	-
	+
	+
	-


Протокол исследования 2 

(для медико-профилактического факультета)

	Опытные и контрольные пробы
	Пробы   воды
	ДНК-токсигенного штамма 

V.cholerae  В-1307
	ПЦР ампли-фикация без матрицы

	Результат детекции продуктов ПЦР-амплификации       (+/-; см. фото «Электрофорез продуктов ПЦР-амплификации»)
	1
	2
	3
	К+
	К-

	
	-
	+
	-
	+
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. У кого из больных подтвержден диагноз «Холера» и почему? 2. Наличие каких генов и почему выявляется при экспресс-диагностике холеры с использованием ПЦР? 3. Для медико-профилактического факультета: Опасны ли местные водоисточники в плане заражения холерой или данная семейная вспышка связана с поездкой в Индию и является примером распространения холеры, связанной с миграцией населения?  Ответ поясните. 


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: пробирки с результатами ускоренной диагностики холеры по Ермольевой 2-х обследуемых, фотографии электрофореза (результат ПЦР), аннотации к задаче «Принцип метода полимеразной цепной реакции».  

Решение задачи. 1) Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. По результатам ускоренного метода диагностики можно подтвердить диагноз «Холера» у обследуемого Б. Это подтверждает результат диагностки по З.В. Ермольевой: рост в виде пленки, агглютинация с О-1 холерной сывороткой, отсутствие синего цвета при добавлена йода (расщепление крахмала) говорит о наличии у больного «Б» V.cholerae О1. Данные ПЦР -  в результате проведенной амплификации с праймерами на электрофореграмме опытной пробы Б выявляются характерные полоски (на уровне 520 bp), что говорит о наличии гена ctxA, т.е.  о наличии токсигенного холерного вибриона в исследуемом материале обследуемого Б. У обследуемого А холера данным экспресс методом не подтверждается, но необходимо проведение полного бактериологического исследования. 2) При экспресс-диагностике холеры важно выявление гена синтеза экзотоксина ctxAВ или его компонентов (ctxA в данном случае), так как токсин-холероген холерного вибриона определяет патогенез заболевания и только токсигенные культуры способны вызывать холеру. 3) Для медико-профилактического факультета.  Местные водоисточники опасны. По результатам ПЦР с пробами воды выявлено наличие в пробе «2» ctxA гена, что свидетельствует о наличии токсигенного варианта холерного вибриона в водоисточнике. Необходимо использование мер эпидпрофилактики, предотвращающих заражение других людей из данного водоисточника и распространение эпидемической вспышки. Возможно, это заболевание не связано с поездкой в Индию и больной Б был инфицирован здесь, т.е. это не «завезенный», связанный с туристической поездкой, а «местный» случай холеры.  Необходимо подтвердить результатами полного бактериологического исследования материала от больного и проб воды с определением идентичности выделенных штаммов при использовании различных вариантов эпидемиологического маркирования (определения биоваров, сероваров, резистоваров). 

Задача 3. В сельской местности зарегистрировано 3 случая заболевания холерой. Проведена ускоренная диагностика населения на вибрионосительство. Какие специфические и неспецифические препараты надо применить для профилактики холеры у лиц, бывших в контакте с больными, и у людей, живущих в этом районе. Оформите протокол.  

Протокол  исследования № 1:
Цель: Провести ускоренную диагностику холерного вибрионосительства. 

	Исследуемый 
материал
	Метод диагностики
	Среда для посева
	Результат посева

	Содержимое кишечника, взятое ректальной трубкой
	Ускоренная диагностика вибрионосительства
	1%  пептонная вода + О-сыворотка
	Хлопья агглютинации


Протокол исследования №2:
Цель: Изучить препараты для профилактики холеры.
	Название 
препарата
	Состав препарата
	Показания 
к применению
	Характер действия в организме

	Вакцина холерная корпускулярная инактивированная живая
	Взвесь равных количеств холерных вибрионов Огава, Инаба, классических или Эль-Тор биоваров
	Применяется для профилактики по эпидпоказаниям
	Создает активный антибактериальный иммунитет

	Вакцина холерная
	Холероген-анатоксин+О-антиген из бульонной культуры холерного вибриона 569 – В серовар Инаба)
	Применяется для профилактики по эпидпоказаниям
	Создает активный антибактериальный и антитоксический  иммунитет

	Вакцина холерная бивалентная химическая
	Холероген-анатоксин сероваров Инаба и Огава и соматические О-антигены
	Применяется для профилактики по эпидпоказаниям
	Создает активный антибактериальный и антитоксический  иммунитет

	Поливалентный холерный бактериофаг
	Вирусы бактерий
	Для экстренной профилактики
	Специфический лизис холерного вибриона


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз холерного вибрионосительства? 2. Какой метод диагностики проведен? 3. Обоснуйте положительный результат проведенного исследования? 4. Какие специфические и неспецифические препараты используются для профилактики холеры в данной местности?).  


Студентам выделяется следующий материал для учета результатов исследования: ускоренный метод диагностики холерного вибрионосительства (10 ректальных трубочек в емкости с 1% пептонной водой и О-холерной сывороткой с хлопьями агглютинации, планшет с закрепленными специфическими лечебно-профилактическими препаратами. 


Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: «Диагноз холерного вибрионосительства подтвержден. Проведен ускоренный метод диагностики бактерионосительства. Результаты исследования подтверждают наличие среди обследуемых лиц вибрионосителей, так как в емкости с внесенным исследуемым материалом и 1% пептонной водой с О-холерной сывороткой после культивирования отмечается наличие хлопьев агглютината. Это говорит о присутствии холерного вибриона в материале как минимум от одного обследуемого. Необходимо полное бактериологическое исследование каждого с целью точного определения носителей из числа обследуемых. Для профилактики холеры в данной местности могут быть использованы: для контактных и имевших опасность заразиться – поливалентный холерный бактериофаг (специфическая профилактика) и антибиотики тетрациклинового ряда, фторхинолоны (неспецифическая профилактика); для остальных проживающих в районе лиц – вакцины различного типа (специфическая профилактика по эпидпоказаниям). 


Задание 4. Изучить препараты, используемые для диагностики холеры. Результаты оформить в виде протокола. 
Протокол  исследования: 

Цель: Изучить препараты, используемые для диагностики холеры.
	Название препарата
	Состав препарата
	К какой группе диагностических препаратов 
относится
	Практическое использование (метод 
диагностики)

	Противохолерные агглютинирующие ОН-, О-сыворотки
	Антитела полученные из сыворотки крови кроликов, иммунизированных вибрионами
	Иммунные диагностические сыворотки
	1 принцип, бактериологический метод, на этапе идентификации чистой культуры, реакция агглютинации 


	Типовые фаги (холерный фаг Эль-Тор, холерный монофаг С)
	Вирусы бактерий
	Диагностичес-кие фаги
	1 принцип, бактериологический метод, на этапе идентификации чистой культуры, реакция фаготипирования


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики холеры. 

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология холеры» 

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

1. Морфологические и биологические свойства возбудителя холеры; особенности эпидемиологии и патогенеза холеры. 

2. Особенности циркуляции возбудителей во внешней среде,  природный резервуар данных возбудителей. 

3. Диагностическая ценность различных методов исследования.

4. Методы специфической и неспецифической профилактики и лечения.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

- Оценка результатов бактериологического метода диагностики холеры. 

- Оценка ускоренных и экспресс-методов диагностки холеры

- Оценка результатов ускоренного метода диагностики вибрионосительства.    

- Умение выбрать препараты для специфической профилактики холеры.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики холеры (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение 
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология холеры» 

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                               ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Классификация вибрионов 

2. Этапы патогенеза  холеры 

3. Лабораторная диагностика холеры

4. Определение биовара холерного вибриона

5. Профилактика холеры

7.3. Интеграция темы: «Микробиология холеры»   

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия холеры.
	Кафедра эпидемиологии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия холеры.

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия холеры.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия холеры у детей.

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия холеры.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология холеры»    


При обсуждении темы можно использовать примеры из литературы – отрывки из произведений, например, из повести Вересаева В.В. «Без дороги», повести Каверина В.А. «Открытая книга», а также исторические данные об эпидемических вспышках и предшествующих 6 пандемиях холеры.

Напомнить о героических страницах в истории открытия возбудителя (экспедиция Р.Коха в Индию) и изучение биологии возбудителя (И.И. Мечников, З.В. Ермольева) 

7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробиология холеры»:    

1. Бардых И.Д. с соавт. Экспериментальная оценка эффективности лактобацилл для профилактики и лечения холеры //Журн. микробиол., 2001. № 2. С.68-71.
2. Бухарин О.В., Литвин В.Ю. Патогенные бактерии в природных экосистемах.Екатеринбург: Изд-во УрО РАН, 1997. 276с.

3. Гинцбург АЛ., Романова Ю.М. Полимеразная цепная реакция в диагностике и контроле     лечения     инфекционных    заболеваний //Клиническая     лабораторная диагностика, 1998. № 2. С.35-39.

4. Ефременко В.И., Ломов Ю.М., Онищенко Г.Г., Тихонов Н.Г. Особо опасные инфекции  (Материалы   11   сессии  Общего  собрания  РАМН  "Медицинские проблемы биобезопасности", 3-6 апреля, 2002, Москва) //Вестник РАМН, 2002. № 10. С.34-39.
5. Зиатдинов В.Б. Особенности эпидемиологии современной холеры (Обзор) //Журн. микробиол., 2000. №  5. С.87-91.
6. Карбышев Г.Л. с соавт. Холера в Дагестане //Журн. микробиол., 1995.  № 2 (Приложение). С.71-74.

7. Кирьякова Л.С.,  Хайтович А.Б.  Холера как внутрибольничная  инфекция //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2003. № 5. С.48-51.
8. Кутыров В.В. Актуальные вопросы особо опасных инфекционных болезней и санитарная охрана территорий в современных условиях //Журн.микробиол., 2008. № 1. С.17-23. 
9. Кэрри Б. Необычайная история о том, как родилась полимеразная цепная реакция //В мире науки ( Scientific American). 1990.    № 6 С.25-36.
10. Лабораторная диагностика холеры. Методические указания МЦК 4.2.2218-07  //Справочник заведующего КДЛ, 2008. № 1. С.43-63. 
11. Лабораторная диагностика холеры: Методические указания.- М.: Федеральный центр Госсанэпиднадзора Минздрава России, 2002. 95 с.

12. Марамович А.С. и соавт. Эволюция эпидемиологии холеры //Журн.микробиол., 2006. № 6. С.63-71.
13. Марамович А.С. с соавт. Холера Эльтор в Латинской Америке (Обзор) //Журн.микробиол.,  2001. № 5. С.82-90.

14. Москвитина Э.А., Горобец А.В., Прометной В.И. Эпидемиологическое значение миграции населения при холере //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2003. № 1. С.15-19.
15. Мухарская Л.М., Кирьякова Л.С., Хайтович А.Б. Распространение холеры в мире и Украине //Журн. микробиол., 2004. № 4. С.93-96.

16. Поль де Крюи. Охотники за микробами. М: Наука, 1987. 120с.

17. Сергиев В.П., Марамович А.С. Эпидемиологические и экологические проблемы холеры Эль-Тор //Журн. микробиол., 1988. № 1. С.88-94. 

18. Смирнова   Н.И.,   Кириллина   О.А.,   Кутырев   В.В.   Генетические   маркёры эпидемических штаммов Vibrio cholerae (Обзор) //Журн. микробиол., 2000. № 5. С.87-91.
19. Смирнова Н.Н., Кокушкин A.M. Эпидемически значимые штаммы холерного вибриона: генетические особенности и возникновение //Эпидемиология инфекционных болезней, 2000. № 3. С.25-29.

ЗАНЯТИЕ    8  

1. Тема занятия: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма 
человека. Дисбиозы»

2. Цель занятия:

· Изучить количественный и качественный составы нормальной микрофлоры важнейших биотопов организма человека (пищеварительный тракт, мочеполовая система, кожа, дыхательные пути), ее значение для макроорганизма (1 уровень усвоения). 

· Овладеть основными методами лабораторной диагностики дисбиоза кишечника и принципами его коррекции (3 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности. 

3.2. Формулировка темы занятия
Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что в  настоящее  время отмечается  неуклонный  рост  заболеваний,  связанных с  нарушением сложившегося  в  процессе эволюции равновесия  между  макроорганизмом (человеком) и  разнообразными  популяциями  микроорганизмов,  составляющими его микрофлору. Наиболее  часто встречается  дисбиоз  кишечника, от  которого  (по  данным  Российской  академии   медицинских  наук)  страдает около  90%  населения  страны. Необходимо обратить внимание студентов на связь дисбиотических нарушений с загрязненностью окружающей среды, аллергическими состояниями в организме, на роль внутрибольничных штаммов в формировании дисбиоза кишечника новорожденного. Врач также должен знать основные диагностические критерии дисбиотических состояний организма человека и методы их коррекции.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ
Студентам для домашней письменной работы было дано задание:

Заполните таблицу:

Препараты, используемые для коррекции дисбиозов

	Группа

препарата
	Определение
	Примеры

	Пробиотики
	
	

	Эубиотики
	
	

	Пребиотики
	
	

	Синбиотики
	
	


  Решение
Препараты, используемые для коррекции дисбиозов

	Группа 

препарата
	Определение
	Примеры

	Пробиотики
	Пищевая (кормовая) добавка из живых микроорганизмов (необязательно представителей нормофлоры), которые благотворно влияют на макроорганизм путем улучшения микробного баланса кишечника


	Споробактерин,

энтерол

	Эубиотики
	Препараты из группы пробиотиков, содержащие биологически активные штаммы микробов-антагонистов, представителей нормальной микрофлоры
	Колибактерин,

бифидумбактерин, лактобактерин

	Пребиотики
	Неперевариваемый (неусвояемый) пищевой ингредиент, который благотворно влияет на организм хозяина путем избирательной стимуляции роста и/или активности нормальной микрофлоры
	Инулин,

олигофруктоза

	Синбиотики
	Комбинация производственных штаммов пробиотиков с биологически активными веществами, усиливающими рост и/или антимикробное действие пробиотиков
	Биовестин-лакто,

мальтидофилюс,

бифидо-бак


Оценка выставляется по соответствию заполненных ячеек правильным ответам, данным в решении задания. Домашнюю работу преподаватель оценивает в конце занятия при приеме протоколов исследований. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. Оценка (цифра) за домашнее задание выставляется в журнале.

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Понятия «микробиоценоз», «биотоп», «экологическая ниша», «аутохтонная» и «аллохтонная» микрофлора.  

Обратить внимание студентов на то, что нормальная микрофлора выполняет ряд гомеостатических функций. Разобрать понятие «колонизационная резистентность» - способность микрофлоры во взаимодействии с иммунными механизмами и факторами естественной резистентности хозяина противостоять заселению различных биотопов потенциально патогенными микроорганизмами.

- Основные представители нормальной микрофлоры кожи, ротовой полости, дыхательных путей, мочевыводящих путей, половых путей. 

При разборе данного материала использовать таблицу «Состав микробиоценозов тела человека».

- Микрофлора кишечника. Основные представители, их количественное содержание. Обратить внимание студентов на современные нормативы содержания бактерий в кишечнике. При разборе материала использовать таблицу «Количественный и качественный состав кишечной микрофлоры».

Качественный и количественный состав основной микрофлоры 

толстого кишечника у здоровых людей (КОЕ/г фекалий)
(Приказ Минздрава РФ от 9 июня 2003 г. N 231 "Об утверждении отраслевого стандарта "Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника")

	Виды микроорганизмов
	Возраст, годы

	
	< 1
	1-60
	> 60

	Бифидобактерии    
	1010-1011
	109-1010
	108-109

	Лактобактерии
	106-107
	107-108
	106-107

	Бактероиды
	107-108
	109-1010
	1010-1011

	Энтерококки    
	105-107  
	105-108  
	106-107  

	Фузобактерии
	< 106    
	108-109
	108-109  

	Эубактерии
	106-107  
	109-1010
	109-1010

	Пептострептококки
	    < 105  
	109-1010
	1010    

	Клостридии
	( 103
	( 105   
	(  106   

	E.coli типичные          
	107-108  
	107-108  
	107-108  

	E.coli лактозонегативные
	< 105    
	< 105  
	< 105   

	E.coli гемолитические    
	0
	0
	0

	Другие условно-патогенные 

энтеробактерии*
	< 104    
	< 104    
	< 104    

	Стафилококк золотистый   
	0
	0
	0

	Стафилококки 

(сапрофитный, эпидермальный)            
	( 104   
	(  104   
	(  104   

	Дрожжеподобные грибы рода Candida
	(  103   
	(  104   
	( 104   

	Неферментирующие бактерии**               
	(  103   
	(  104   
	(  104  


Примечание.
* - представители родов Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia, Citrobacter и др.

** - Pseudomonas, Acinetobacter и др.

- Дисбактериозы. Определение, классификации. Микробиологические критерии дисбиоза. Степени дисбактериоза кишечника.

Обратить внимание студентов на то, что основным критерием для определения степени дисбиоза кишечника является количество бифидобактерий в исследуемом материале (Бондаренко В.М. с соавт., ЖМЭИ, 2006, № 4. – С.57-63)
	I степень
	II степень
	III степень
	IV степень

	Количество бифидобактерий составляет не более 109 КОЕ/г
	Количество бифидобактерий составляет не более 108 КОЕ/г
	Количество бифидобактерий составляет не более 107КОЕ/г
	Количество бифидобактерий составляет менее 107 КОЕ/г


- Методы лабораторной диагностики дисбиоза кишечника: классический (бактериологический) и экспресс-методы (скрининговые). 

При разборе материала использовать таблицу «Лабораторная диагностика дисбиоза кишечника». Обратить внимание студентов на методику бактериологического исследования фекалий на дисбиоз кишечника, которая будет использована на практической части занятия:
1. Из пробирки с надписью «Испражнения. Разведение 10-1»  0,1 мл суспензии фекалий перенести стерильной пипеткой в пробирку с 9,9 мл изотонического раствора хлорида натрия и тщательно перемешать. Получается разведение испражнений 10-3. 

2. Подобным образом готовятся разведения 10-5, 10-7  и  10-9. Разведение 10-8 получают при добавлении 1,0 мл разведения испражнений 10-7 в пробирку с 9,0 мл изотонического раствора хлорида натрия. 

3. Из пробирок с разведениями фекалий 10-7, 10-8 и 10-9  1 мл суспензии посеять глубоким уколом в среду Бактофок. Пробирки поместить в термостат на 96 часов при 370С. 

4. Из пробирки с разведением фекалий 10-3  0,1 мл суспензии посеять на Кандида агар (для выявления грибов рода Candida). Из пробирки с разведением фекалий 10-5 0,1 мл суспензии посеять на чашку Петри с желточно-солевым агаром (для выделения стафилококков и учета продукции лецитовителлазы). Из пробирки с разведением фекалий 10-7 0,1 мл суспензии посеять на чашки Петри со средой Эндо (для выделения бактерий дизентерийной и кишечно-тифозной группы), 5% кровяным агаром (для изоляции многих видов микроорганизмов и выявления бактерий с гемолитической активностью). Капли суспензии тщательно растереть шпателем по поверхности агара. Чашки инкубировать в термостате 24 часа при 370С. 

5. Произвести учет результатов посевов: подсчитать количество колоний каждого типа на всех чашках, дать полную характеристику колоний (размеры, форма, цвет, прозрачность, характер поверхности и краев и т.п.). По одной колонии каждого типа пересеять на скошенный 1,5% мясо-пептонный агар. Пробирки инкубировать в термостате 24 часа при 370С. 

6. Произвести идентификацию чистых культур: изучить готовые микропрепараты стафилококков и энтеробактерий, окрашенных по Граму; определить биохимические свойства стафилококков с помощью стафитеста и энтеробактерий с помощью энтеротеста. Определить вид выделенных микробов.  Наличие грибов рода Candida на Candida-агаре определяют по культуральным свойствам (бело-бежевые колонии сметанообразной консистенции) и морфологии микроорганизмов (микроскопия препарата, окрашенного по Грамму). Грибы рода Candida представляют собой очень крупные овальные клетки темно-фиолетового цвета. Наличие бифидобактерий в среде Бактофок определяют по характерному росту в виде «хвоста кометы», «гвоздиков» и характерной морфологии в виде «рогатки»  (изготовить микропрепарат и окрасить его по Граму).

7. Подсчитать количество каждого вида микроорганизмов в 1 г фекалий. Для этого количество колоний на чашке Петри умножают на 10 (поскольку на питательные среды засевалось по 0,1 мл суспензии) и на показатель разведения. Пример: на среде Эндо выросло 17 колоний кишечной палочки. Содержание ее в 1 г фекалий составляет 17х10х107, то есть 1,7х109 КОЕ/г. Количество бифидобактерий определяется по наличию типичных для них клеток в соответствующем разведении. Бифидобактерии – грамположительные, вариабельные по форме палочки. Для них характерно ветвление в виде буквы «Y», булавовидная, изогнутая форма. 

С целью более полного усвоения студентами бактериологического метода диагностики дисбиоза кишечника   рекомендуется решить задачу:
При выполнении бактериологического исследования фекалий на дисбактериоз кишечника у пациентов А и Б были получены следующие результаты. Пациент А: содержание бифидобактерий – 107 КОЕ/г, условно-патогенные энтеробактерии не выделены. Пациент Б: содержание бифидобактерий – 109 КОЕ/г, выделен штамм Klebsiella pneumoniae в количестве 8,0х104 КОЕ/г. У кого из пациентов более глубокие микроэкологические нарушения. Почему?
Решение
Более глубокие микроэкологические нарушения у пациента А, так как установлено, что содержание бифидобактерий в фекалиях данного обследуемого составляет 107 КОЕ/г и соответствует III степени дисбиоза кишечника. У пациента Б - I степень дисбиоза кишечника, поскольку количество бифидобактерий составляет 109 КОЕ/г. 

- Разбираются вопросы: принципы коррекции и профилактики дисбиозов. Основные группы лечебно-профилактических препаратов и их механизм действия. 

Следует обратить внимание студентов на то, что ведущей группой лекарственных средств для коррекции дисбиозов являются пробиотики, поскольку применение антибиотиков и химиопрепаратов нецелесообразно (учитывая масштабы роста антибиотикорезистентности штаммов патогенных бактерий, токсические и аллергические реакции при использовании химиопрепаратов). Пояснить, что механизм лечебного действия пробиотических препаратов связан с продукцией производственными штаммами антагонистически активных субстанций (органических кислот, перекиси водорода, бактериоцинов) по отношению к условно-патогенной и патогенной флоре. Эти соединения не только снижают число жизнеспособных клеток, но также влияют на метаболизм бактерий или продукцию токсинов, блокируют сайты адгезии на эпителиальной выстилке кишечника, стимулируют иммунитет. Однако, многие производственные штаммы обладают низкой антагонистической активностью (например E. coli M-17 из колибактерина), переживают в биотопе ограниченное время, в связи с чем не удается получить длительный лечебный эффект. В этом плане очень перспективной является комбинация пробиотиков с пребиотиками (синбиотики).
4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике и коррекции дисбиоза кишечника. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека.
Дисбиозы»
Задача 1. В бактериологическую лабораторию поступили три образца фекалий от больных с предварительным диагнозом «Дисбиоз кишечника». Проведите лабораторное исследование для подтверждения данного диагноза и оцените его результат. 

Протокол исследования:

Цель:  Овладеть навыком бактериологической диагностики дисбактериоза кишечника. 

I  вариант

	Исследуемый материал
	Разведение фекалий
	Посевная доза, мл
	Питательная среда
	Характеристика

 колоний
	Число 

колоний

	Фекалии
	10-7
	0,1
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	10

0

	
	10-7
	0,1
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	10                0

	
	10-5
	0,1
	Желточно-солевой агар
	Лец+ (Д)

Лец- (Е)
	0

0

	
	10-3
	0,1
	Кандида агар
	Бело-кремовые, сметано-образной консистенции (Ж)
	0

	
	10-7
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», «гвоздиков» 
	+



	
	10-8
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», «гвоздиков»
	+

	
	10-9
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», «гвоздиков»
	+


Под таблицей рисунок: 
· бифидобактерии: грамположительные палочки средних размеров, с утолщениями на полюсах клетки, образующие скопления, «рогатки».

	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства (энтеротест)
	Вид микроорганизма
	Количество, КОЕ/г

	
	
	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	ORN
	SCI
	URE
	ONP
	VPT
	INO
	LIP
	PHE
	
	

	А
	Грам «-»

палочки
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	Escherichia  coli
	109

	В
	Грам «-»

палочки
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	Escherichia  coli
	109


II  вариант  

	Исследуемый материал
	Разведение фекалий
	Посевная доза, мл
	Питательная среда
	Характеристика

 колоний
	Число 

колоний

	Фекалии
	10-7
	0,1
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	3

7

	
	10-7
	0,1
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	0                10

	
	10-5
	0,1
	Желточно-солевой агар
	Лец+ (Д)

Лец- (Е)
	5

0

	
	10-3
	0,1
	Кандида агар
	Бело-кремовые, сметанообразной консистенции (Ж)
	0

	
	10-7
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», 

«гвоздиков» 
	+



	
	10-8
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», 

«гвоздиков»
	-

	
	10-9
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», 

«гвоздиков»
	-


Под таблицей рисунок: 
- бифидобактерии: грамположительные палочки средних размеров, с утолщениями на полюсах клетки, образующие скопления, «рогатки». 

	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства (энтеротест)
	Вид микроорганизма
	Количество, КОЕ/г

	
	
	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	ORN
	SCI
	URE
	ONP
	VPT
	INO
	LIP
	PHE
	
	

	А
	Грам «-»

палочки
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	Escherichia  coli
	3(108

	Б
	Грам «-»

палочки
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	Кlebsiella pneumoniae
	7(108


	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства

(стафитест)
	Вид

микроорганизма
	Количество, КОЕ/г

	
	
	GLY
	SUC
	TRE
	MAN
	URE
	VPT
	NIT
	CAT
	
	

	Д
	Грам «+»

кокки
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	Staphylococcus aureus
	5(106


III  вариант  

	Исследуемый материал
	Разведение фекалий
	Посевная доза, мл
	Питательная среда
	Характеристика

 колоний
	Число 

колоний

	Фекалии
	10-7
	0,1
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	4

0

	
	10-7
	0,1
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	0                4

	
	10-5
	0,1
	Желточно-солевой агар
	Лец+ (Д)

Лец- (Е)
	0

0

	
	10-3
	0,1
	Кандида агар
	Бело-кремоые, сметано-образной консистенции (Ж)
	10

	
	10-7
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы», 

«гвоздиков» 
	+



	
	10-8
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста в виде «хвоста кометы»,

«гвоздиков»
	+



	
	10-9
	1,0
	Бактофок
	Наличие роста 
	-


Под таблицей рисунки: 
· бифидобактерии: грамположительные палочки средних размеров, с утолщениями на полюсах клетки, образующие скопления, «рогатки».

· дрожжеподобные грибы рода Candida: грамположительные крупные овальные клетки.
	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства (энтеротест)
	Вид микроорганизма
	Количество, КОЕ/г

	
	
	H2S
	MAN
	LYS
	IND
	ORN
	SCI
	URE
	ONP
	VPT
	INO
	LIP
	PHE
	
	

	А
	Грам «-»

палочки
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	Escherichia  coli
	4(108


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Есть ли дисбиотические нарушения кишечника у данного больного? Почему? (Сформулируйте развернутое заключение о состоянии микробиоценоза толстой кишки). 2. Какая степень дисбактериоза кишечника выявлена у данного больного? 3. Какой основной показатель используется для определения степени дисбактериоза?)

Студенту выделяется следующий материал для проведения работы и учета результатов исследования: 1 штатив на вариант (в каждом 10 пробирок – 6 пробирок с физраствором для  разведения фекалий и 4 – со средой Бактофок), стерильные пипетки, шпатели, чашки со средами Эндо, кровяной агар, желточно-солевой агар, Кандида агар, среда Бактофок и чашки Петри с выросшими колониями на средах: (Эндо, кровяной агар, желточно-солевой агар, Кандида агар); среда Бактофок с ростом бифидобактерий; тест-системы и таблицы для учета результатов биохимической идентификации; комплект микропрепаратов (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bifidobacterium bifidum, Candida albicans)

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

I вариант: У обследуемого выявлен дисбиоз кишечника I степени (количество бифидобактерий составляет 109 КОЕ/г), характеризующийся наличием гемолитической Escherichia coli в количестве 109 КОЕ/г. Основным показателем для определения степени дисбактериоза кишечника является количество бифидобактерий в исследуемом материале.
II вариант: У обследуемого выявлен дисбиоз кишечника III степени, характеризующийся дефицитом бифидофлоры (количество бифидобактерий составляет 107 КОЕ/г), повышенным количеством Кlebsiella pneumoniae (7х108 КОЕ/г) и наличием золотистого стафилококка  (5х106 КОЕ/г). Основным показателем для определения степени дисбактериоза кишечника является количество бифидобактерий в исследуемом материале.
III вариант: У обследуемого выявлен дисбиоз кишечника II степени, характеризующийся дефицитом бифидофлоры (количество бифидобактерий составляет 108 КОЕ/г), повышенным количеством грибов рода Candida (105 КОЕ/г).  Основным показателем для определения степени дисбактериоза кишечника является количество бифидобактерий в исследуемом материале.
Задание  2. Бактерийные биологические препараты для коррекции дисбиоза кишечника.

Протокол исследования:

Цель: Изучить бактерийные биологические препараты для коррекции дисбиотических состояний кишечника. 

	Название 
препарата
	Состав препарата (вид (ы) 
микроорганизмов)
	Показания к применению

	Колибактерин


	Еscherichia coli  М-17

	Колибактерин и бификол назначают взрослым, а также детям, начиная с 6-месячного возраста. Препараты показаны:

а) для лечения больных острой дизентерией взрослых и детей в случаях развития выраженных явлений дисбактериоза кишечника, при наличии сопутствующих заболеваний желудочно-кишечного тракта, а также при непереносимости химиотерапевтических препаратов; 

б) для долечивания реконвалесцентов дизентерии, сальмонеллеза и смешанных кишечных инфекций в случаях затягивания инфекционного процесса (отсутствие нормализации стула и повторное выделение возбудителя);

в) для лечения больных постдизентерийным колитом; 

г) для лечения больных затяжной и хронической формами дизентерии; 

д) для лечения больных колитами и энтероколитами на фоне дисбактериоза, возникающего в результате заболеваний, требующих длительного применения антибиотиков (туберкулеза, ревматизма и др.), а также при длительном контакте с антибиотиками, в случаях развития дисфункции кишечника; 

е) для лечения больных неспецифическим язвенным колитом взрослых в комплексе с другими  патогенетическими средствами в случаях развития дисбактериоза кишечника. У детей, страдающих неспецифическим язвенным колитом, эти препараты могут быть применены только при легкой форме болезни; 

ж при вирусных диареях (ротавирусных и др.) у взрослых и детей при наличии дисбактериоза. Назначение колибактерина показано при преимущественном нарушении аэробной микрофлоры, бификола – при нарушении как аэробной, так и анаэробной микрофлоры. В процессе лечения колибактерином и бификолом в редких случаях возможно появление диспепсических расстройств, которые обычно проходят са​мостоятельно и не требуют отмены препарата или ока​зания какой-либо специальной помощи. В случае более выраженной реакции целесообразны временная отмена или прекращение лечения указанными препаратами.



	Бификол


	Еscherichia coli  М-17;

Bifidobacterium bifidum 1
	

	Продолжение  протокола

	Название 

препарата
	Состав препарата (вид (ы) 

микроорганизмов)
	Показания к применению

	Бифидумбактерин

	Bifidobacterium bifidum 1

	Бифидумбактерин и лактобактерин разрешены к применению детям с первых дней жизни, а также взрослым людям. Препараты показаны:

а) при длительной кишечной дисфункции неустановлен​ной этиологии;

б)  при острых кишечных инфекциях (острая дизентерия, сальмонеллез, эшерихиоз, вирусные диареи (в случаях развития выраженных явлений дисбактериоза кишечника, а также для долечивания реконвалесцентов при продолжающейся дисфункции кишечника;

в) при хронических воспалительных заболеваниях тонкого и толстого кишечника (хронические энтероколиты и колиты, в том числе неспецифический язвенный холит, протекающих на фоне глубоких нарушений микрофлоры с дефицитом или отсутствием бифидофлоры;

г) при кишечных дисфункциях на фоне дисбактериоза кишечника, возникшего как следствие длительной антибактериальной терапии, гормонотерапии и др. Детям первого полугодия жизни, в том числе недоношенным, ослабленным и с отягощенным преморбидным состоянием (гипотрофия, рахит, анемия, аллергия) особенно показано лечебное и профилактическое применение бифидумбактерина. Препарат рекомендуется также:

д) для долечивания детей, больных стафилококковой инфекцией с поражением желудочно-кишечного тракта, а также детей первого полугодия жизни, перенесших дизентерию, сальмонеллез;

е) при раннем переводе детей грудного возраста на искусственное вскармливание или вскармливаемых донорским молоком;

ж ж) . практической части занятия:































































































) новорожденным группы "риска", родившимся прежде​временно или с признаками недоношенности, получаю​щим антибиотики в раннем неонатальном периоде; де​тям, матери которых страдали тяжелыми токсикозами беременности, экстрагенитальными заболеваниями, име​ли длительный безводный период или другую патологию в родах; детям матерей, имеющих лактостаз, трещины сосков и возобновляющих кормление грудью, после выздоровления от мастита; 

з)  з) в комплексном лечении детей, в том числе новорож​денных, недоношенных, больных сепсисом, пневмонией и другими гнойно-инфекционными заболеваниями, осо​бенно при наличии у них любых расстройств функции кишечника (метеоризм, изменение частоты и характера стула).

	Лактобактерин
	Lactobacillus fermentum или
Lactobacillus plantarum
	


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для коррекции и профилактики дисбиозов. 

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать виды микроорганизмов.  2. В графе «Показания к применению» указать для лечения и профилактики каких заболеваний, каким группам лиц назначаются препараты. 

5.  Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека. Дисбиозы»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 
· Понятия «микробиоценоз», «биотоп», «экологическая ниша», «аутохтонная» и «аллохтонная» микрофлора.  

· Основные представители нормальной микрофлоры кожи, ротовой полости, дыхательных путей, мочевыводящих путей, половых путей. Гомеостатитческие функции нормофлоры. Понятие о колонизационной резистентности.

· Микрофлора кишечника. Основные представители, их количественное содержание. Обратить внимание студентов на современные нормативы содержания бактерий в кишечнике.

· Дисбактериозы. Определение, классификации. Микробиологические критерии дисбиоза. Степени дисбактериоза кишечника.

· Методы лабораторной диагностики дисбиоза кишечника: классический (бактериологический) и экспресс-методы (скрининговые). 

· Принципы коррекции и профилактики дисбиозов. Основные группы препаратов и их механизм действия. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Навык проведения и умение оценить результат бактериологического метода диагностики дисбактериоза кишечника.

· Умение подобрать препараты для коррекции и профилактики дисбиотических нарушений.

6.3. Предлагается студенту дома письменно оформить задание по препаратам, используемым для  коррекции дисбиозов (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека. Дисбиозы»
	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	10

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                      ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

       Перечень  учебных таблиц: 

1. Состав микробиоценозов тела человека.

2. Количественный и качественный состав кишечной микрофлоры.

3. Лабораторная диагностика дисбиоза кишечника.

Штативы (в каждом 10 пробирок: 6 – с физраствором для  разведения фекалий и 4 – со средой Бактофок), шпатели, пипетки, чашка с «рельсами», краситель (метиленовый синий), предметные стекла, петли бактериологические, спиртовки со спиртом, карандаш по стеклу, спички, иммерсионное масло, чашка и стакан с дезраствором, чашки Петри со средами: Эндо, кровяной агар, желточно-солевой агар, Кандида агар; тест-системы и таблицы для учета результатов биохимической идентификации (ENTEROtest STAPHYtest); комплект микропрепаратов (E. coli, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, Bifidobacterium bifidum, Candida albicans), набор бактерийных биологических препаратов для коррекции дисбиотических состояний.

7.3. Интеграция темы: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека. Дисбиоз кишечника»
	Вопросы, обсуждаемые
 на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 

кафедрах

	1. Основные представители нормальной микрофлоры кожи, ротовой полости, дыхательных путей, мочевыводящих путей, половых путей. Микрофлора кишечника

 
	Кафедра кожных и венерических болезней: Основные представители нормальной микрофлоры кожи, мочевыводящих путей, половых путей

	
	Кафедра терапии: представители нормальной микрофлоры кожи, ротовой полости, дыхательных путей, мочевыводящих путей, половых путей. Микрофлора кишечника

	
	Кафедра детских болезней: возрастные особенности состава микрофлоры кишечника, кожи, ротовой полости, дыхательных путей, мочевыводящих путей, половых путей

	2. Дисбиоз кишечника. Определение и классификация. Микробиологические критерии дисбиоза. Методы лабораторной диагностики дисбиоза кишечника. Принципы коррекции дисбиоза кишечника. Основные группы препаратов и их механизм действия. 


	Кафедра терапии: классификация, лабораторная диагностика  и коррекция дисбиозов у взрослого населения

	
	Кафедра лабораторной и клинической диагностики: современные методы лабораторной диагностики дисбактериоза кишечника: классический (бактериологический) и экспресс-методы (скрининговые).  

	
	Кафедра детских болезней: классификация, лабораторная диагностика  и коррекция дисбиозов у детей.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека. Дисбиозы»
В начале занятия напомнить студентам о рабочей форме одежды, обратить внимание на эстетический вид одежды. Напомнить о правилах поведения в бактериологической лаборатории. Обратить внимание на традиционные этико-деонтологические вопросы медицины: способность оказать помощь больному на основе правильно поставленного диагноза; способность дать квалифицированные рекомендации по профилактике и коррекции микроэкологических нарушений. Отметить роль И.И. Мечникова, который был одним из первых, кто обратил внимание на микрофлору кишечника и ее влияние на здоровье человека. Описывая результаты своих исследований, наблюдений и размышлений о проблемах старения и смерти, И.И. Мечников пришел к выводу о наличии закономерной связи между продолжительностью жизни и кишечной микрофлорой; о необходимости использования кисло-молочных продуктов для профилактики старения. 

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Микробиоценозы важнейших биотопов организма человека. Дисбиозы»:
1. Блохина И.Н., Дорофейчук В.Г. Дисбактериозы. Л.: Медицина, 1979.

2. Бойков С.С., Мороз А.Ф., Бабаева Е.Е. Ассоциации грибов Candida albicans с некоторыми условно-патогенными микроорганизмами при дисбиозе кишечника у пациентов разных возрастных групп. //Журн. микробиол., 2005. № 2. С. 65-69.

3. Бондаренко В. М. Прикладные аспекты молекулярной биологии бифидобактерий и лактобацилл. //Журн.микробиол., 2006. № 2. С. 89-97.

4. Бондаренко В. М., Лыкова Е. А., Мацулевич Т. В. Синдром избыточного бактериального роста в тонкой кишке в аспекте дисбактериоза кишечника. //Журн.микробиол., 2006. № 4. С. 57-63.

5. Бондаренко В.М., Учайкин В.Ф., Мурашова А.О., Бевз Н.И., Абрамов Н.А. Дисбактериоз. Современные возможности профилактики и лечения. М., 1994. 

6. Бухарин О.В., Валышев А. В., Гильмутдинова Ф. Г. и др. Экология микроорганизмов человека. Екатеринбург: УрО РАН, 2006.

7. Вахитов Т. Я., Петров Л.Н., Бондаренко В. М., Воробьев А.А. Перспективы создания пробиотических препаратов на основе «чувства кворума» у бактерий. //Журн.микробиол., 2006. № 3. С. 105-113. 

8. Вахитов Т.Я., Петров Л.Н., Бондаренко В.М. Концепция пробиотического препарата, содержащего оригинальные микробные метаболиты. //Журн.микробиол., 2005. № 5. С. 108-114. 

9. Воеводин Д. А., Розанова Г. Н., Стенина М. А. Дисбактериоз и иммунопатологический процесс //Журн.микробиол., 2005. № 2. С. 89-92.

10. Волков М.Ю., Ткаченко Е.И., Воробейчиков Е.В,, Синица А.В. Метаболиты Bacillus subtilis как новые перспективные пробиотические препараты //Журн.микробиол., 2007. № 2. С. 75-80.

11. Глушанова Н. А., Блинов А. И., Бахаев В. В. Об антагонизме пробиотических лактобацилл //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2004. № 6. С. 37-39.

12.   Глушанова Н. А., Шендеров Б. А. Взаимоотношения пробиотических и индигенных лактобацилл хозяина в условиях совместного культивирования in vitro //Журн.микробиол., 2005. № 2. С. 56-61.

13. Ефимов Б.А. и соавт. Плазмиды бифидобактерий и их использование в генетической инженерии //Вестник РАМН, 2008. № 2. С.16-21.

14. Зорина В.В., Николаева Т.Н, Шаповалова О.В. Влияние бактерий рода Lactobacillus на миграционную активность макрофагов //Журн.микробиол., 2006. № 6. С. 40-44.

15. Красноголовец В.Н. Дисбактериоз кишечника. М.: Медицина, 1989.

16. Куваева И.Б., Ладодо К.С. Микроэкологические и иммунные нарушения у детей: Диетическая коррекция. М.: Медицина, 1991.

17. Лахтин В.М. и соавт. Стратегические аспекты конструирования пробиотиков будущего //Вестник РАМН, 2008. № 2. С.33-44.

18. Митрохин С. Д. Дисбактериоз: современные представления. Диагностика. Возможности лечения //Антибиотики и химиотерапия, 2004.     № 7. С. 22-33.

19. Нобл У.К. Микробиология кожи человека: Пер. с англ.М.: Медицина, 1986.

20. Пинегин Б.В., Мальцев В.Н., Коршунов В.М. Дисбактериозы кишечника. М.: Медицина, 1984. 

21. Украинцев С.Е., Нетребенко О.К. Грудное молоко: пребиотик, пробиотик или синбиотик? //Педиатрия, 2008. № 1, С.95-96.

22. Черкасов С.В. Бактериальные механизмы колонизационной резистентности репродуктивного тракта женщин //Журн.микробиол., 2006. № 4. С. 100-105.

23. Шендеров Б.А. Медицинская микробная экология. В 3-х т. М.: Грант, 2001. 

ЗАНЯТИЕ    9  

1. Тема занятия: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике» 

2. Цель занятия:

· Изучить роль основных групп условно-патогенных микроорганизмов (УПМ) в патологии человека (1 уровень усвоения). 

· Овладеть основными методами лабораторной диагностики заболеваний, вызванных УПМ (3 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.
3.2. Формулировка темы занятия
Актуальность и практическая значимость темы: отметить, что жизнедеятельность человека неотделима от микроорганизмов, заселяющих все органы, имеющие сообщение с внешней средой. Поскольку представители нормофлоры являются условно-патогенными микроорганизмами, многие из них способны вызывать при определенных условиях эндогенные инфекции. Обратить внимание студентов на роль условно-патогенных микроорганизмов в развитии септических осложнений при терапевтической, хирургической и акушерской патологии, высокую инвалидизацию и летальность от этих осложнений, связь оппортунистических инфекций с иммунодефицитными состояниями, в т.ч. ВИЧ, и значение  медицинских учреждений в развитии внутрибольничных инфекций. Врач также должен знать основные диагностические критерии этиологической значимости условно-патогенных микроорганизмов; владеть методами выявления заболеваний, вызванных условно-патогенными микроорганизмами, уметь проводить специфическую профилактику и лечение данных заболеваний.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ

Студентам для домашней письменной работы было дано задание: 

Заполните таблицу (впишите род):

Условно-патогенные микроорганизмы, возбудители болезней микробной 

этиологии в неинфекционной клинике

	Анаэробные микроорганизмы
	Факультативно анаэробные 

микроорганизмы

	Грамположительные
	Грамотрицательные 
	Грамположительные
	Грамотрицательные 

	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 

	
	
	
	
	
	
	
	


Решение
	Анаэробные микроорганизмы
	Факультативно анаэробные 

микроорганизмы

	Грамположительные
	Грамотрицательные 
	Грамположительные
	Грамотрицательные 

	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 
	Палочки 
	Кокки 

	Clostridium

Eubacterium

Atopobium

Collinsella

Eggerthella
	Peptostreptococcus

Anaerococcus

Peptoniphilus
Finegoldia

Micromonas
	Bacteroides

Prevotella

Porphyromonas

Fusobacterium

Bilophila
	Veillonella

Anaeroglo-bus

Megasphaera


	Mycobacterium

Bacillus

Listeria

Corynebacterium

Actinomyces

Gardnerella
	Staphylococcus

Streptococcus

Enterococcus
	Escherichia

Klebsiella

Proteus

Yersinia

Citrobacter

Pseudomonas

Legionella 

	Neisseria

Moraxella

Acinetobacter

Kingella


Оценка выставляется по соответствию заполненных ячеек правильным ответам, данным в решении задания. Домашнюю работу преподаватель оценивает в конце занятия при приеме протоколов исследований. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. Оценка (цифра) за домашнее задание выставляется в журнале.

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.  
3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Понятия «условно-патогенный микроорганизм», «оппортунистическая инфекция». Факторы, способствующие развитию оппортунистической инфекции.

При разборе данного материала можно использовать таблицу «Состав микробиоценозов тела человека». Обратить внимание студентов на то, что чаще всего оппортунистические инфекции развиваются у иммунокомпрометированных лиц, как вторичные инфекции на фоне основного заболевания. 

- Морфо-физиологические особенности основных групп условно-патогенных бактерий (УПБ).

Рассматриваются основные группы грамположительных и грамотрицательных кокков и палочек, извитые формы микроорганизмов, которые могут быть этиологическим фактором оппортунистических и внутрибольничных инфекций.

- Факторы патогенности УПБ (факторы колонизации, вирулентности и персистенции). Механизмы персистенции бактерий.

Обратить внимание на то, что развитию инфекционного процесса, вызванного условно-патогенными микроорганизмами, способствует наличие у последних факторов вирулентности (токсины, ферменты защиты и агрессии) и персистенции. Напомнить студентам о четырех основных механизмах персистенции микроорганизмов, направленных на защиту пептидогликана от факторов иммунитета: «экранирование» клеточной стенки (механическая защита); инактивация факторов иммунитета (секреторная защита пептидогликана); образование форм с отсутствием (дефектом) клеточной стенки бактерий (L-формы, микоплазмы); схожесть детерминант паразита и хозяина (антигенная мимикрия).

- Понятие о внутрибольничных (нозокомиальных) инфекциях (ВБИ). Основные клинические формы локализованной и генерализованной ВБИ. 

При разборе данного материала можно использовать таблицу «Механизмы и пути передачи инфекционных заболеваний».

- Эпидемиология ВБИ. Факторы, способствующие распространению ВБИ в лечебных учреждениях.

Обратить внимание на то, что развитию внутрибольничных инфекций способствуют нарушение правил асептики в стационарах, широко используемые для диагностики инвазивные методы исследования, использование для лечения иммунодепрессантов, циркуляция в больничных учреждениях госпитальных штаммов микроорганизмов, обладающих полирезистентностью. Разобрать вопрос о свойствах госпитальных штаммов (полирезистентность к различным антибиотикам, снижение чувствительности к антисептикам и дезинфектантам, высокий полиморфизм популяций, широкий набор факторов вирулентности и персистенции, выраженная способность к колонизации кожи и слизистых оболочек организма человека).

- Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных УПБ. Критерии этиологической значимости возбудителя. 

Обратить внимание студентов на методику определения показателя микробной обсемененности (ПМО) по Gould:

Бактериологической петлей диаметром 3 мм произвести посев (30 – 40 штрихов) исследуемого материала на 1-й сектор чашек Петри с питательными средами (Эндо и 5%-м кровяным агаром). После этого петлю прожечь и произвести четыре штриховых посева из 1-го сектора во 2-й, аналогичным образом из 2-го сектора в 3-й и из 3-го в 4-й (см. схему), прожигая петлю после пересева с каждого сек​тора. Чашки инкубировать в термостате при 37°С в течение 18—24 часов.  


Подсчитать число колоний, выросших в разных секто​рах. Количество бактерий в 1 мл жидкости определить по рас​четной таблице:

Расчетная таблица для определения количества бактерий в 1 мл жидкости

(Цит. по Ю. М. Фельдман и др. Количественное определение бактерий в клинических материалах  //Лаб. дело. 1984. № 10. С. 616-619.)

	Количество бактерий, выросших на секторе
	Количество бактерий 

в 1 мл жидкости

	1-м
	2-м
	3-м
	4-м
	

	1—6
	Нет роста 
	Нет роста
	Нет роста 
	1 000 

	8—20
	То же
	То же
	То же
	1 000

	21—30
	— " —
	— " —
	— " —
	5000

	31—60
	— " —
	— " —
	— " —
	10000

	70—80
	— " —
	— " —
	— " —
	50000

	100—150
	5—10
	— " —
	— " —
	100000

	Очень 

большое

количество
	20—30
	— " —
	— " —
	500000

	То же
	40—60
	— " —
	— " —
	1 000000

	— " —
	100—140
	10—20
	— " —
	5000000

	— " —
	Очень

большое

количество
	30—40
	— " —
	10000000

	— " —
	То же
	60—80
	Единичные
	50000000

	— " —
	— " —
	80—140
	От единичных

до 25
	100000000


Разобрать вопрос о критериях, характеризующих условно-патогенный микроорганизм как возбудителя оппортунистической инфекции: высокий показатель микробной обсемененности (не менее 105 КОЕ/г (мл)), наличие факторов вирулентности и персистенции (в частности уровень антилизоцимной активности: для энтеробактерий АЛА ≥5 мкг/мл; для стафилококков АЛА ≥3 мкг/мл), нарастание титра антител к аутоштамму.

При обсуждении вопроса использовать таблицу «Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных условно-патогенными энтеробактериями».

 - Лечение и профилактика заболеваний, вызванных УПБ. Значение принципов рациональной антибактериальной терапии для профилактики ВБИ.

Разобрать вопрос о препаратах для лечения оппортунистических и внутрибольничных инфекций  - это специфические сыворотки или иммуноглобулины, бактериофаги, эубиотики, а также антибиотики. Обратить внимание на то, что существует ряд вакцин, которые применяются как для профилактики по эпидпоказаниям, так и для лечения хронических форм нозокомиальных инфекций.

С целью более полного усвоения студентами диагностической ценности  бактериологического  метода при оппортунистических инфекциях  рекомендуется решить задачу:

В результате бактериологического исследования из экссудата при гнойничковом поражении кожи выделены два микроорганизма: Staphylococcus epidermidis и Staphylococcus. hominis. Для S. epidermidis ПМО составил 103 КОЕ/мл, гемолизина нет, для S. hominis  ПМО составил 106 КОЕ/мл, обнаружен гемолизин, антилизоцимная активность 3 мкг/мл. Какой из выделенных микроорганизмов является причиной инфекционного процесса?

Решение
Этиологическим фактором гнойничкового поражения кожи является  S.hominis, поскольку у выделенного штамма высокая степень обсемененности, соответствующая клинически значимому уровню, выявлен фактор вирулентности (гемолизин) и высокий уровень антилизоцимной активности.

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной 

этиологии в неинфекционной клинике»
Задача 1.  В бактериологическую лабораторию поступили три образца мочи от пациентов с предварительным диагнозом «Инфекция мочевых путей». Проведите лабораторное исследование для подтверждения возможного диагноза и оцените его результат. 

Протокол исследования:

Цель:  Овладеть навыком бактериологической диагностики инфекции мочевых путей. 
I  вариант

I этап. Выделение чистой культуры

	Исследуемый материал
	Метод 

диагностики
	Питательная среда
	Характеристика колоний
	Число колоний и типов 

по секторам
	Степень 

бактериурии, КОЕ/мл

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	

	Моча
	Бактериологи-ческий
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	0

0
	0

0
	0

0
	0

0
	

	
	
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	Сплошь

0
	5

0
	0

0
	0

0
	105



II этап. Идентификация чистой культуры

	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства

(энтеротест или стафитест)
	АЛА, мкг/
мл
	Вид 

микроорганизма

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	
	

	А
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Б
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	В
	Грам «+» кокки
	GLY  +
	SUC  +
	TRE  -
	MAN  -
	URE  +
	VPT  +
	NIT  +
	CAT  +
	
	
	
	
	5
	Staphylococcus
epidermidis

	Г
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


 II  вариант

I этап. Выделение чистой культуры
	Исследуемый материал
	Метод 

диагностики
	Питательная 
среда
	Характеристика колоний
	Число колоний и типов
 по секторам
	Степень 

бактериурии, КОЕ/мл

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	

	Моча
	Бактериологический 
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	Сплошь

0
	10

0
	0

0
	0

0
	105


	
	
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	0 
Сплошь
	0

10
	0

0
	0

0
	105


II этап. Идентификация чистой культуры

	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства

(энтеротест или стафитест)
	АЛА, мкг/ мл
	Вид

микроорганизма

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	
	

	А
	Грам «-»

палочки
	H2S  -
	MAN  +
	LYS  +
	IND  +
	ORN  -
	SCI  -
	URE  -
	ONP  +
	VPT  -
	INO  -
	LIP  -
	PHE  -
	5
	Escherichia coli

	Б
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	В
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Г
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


III  вариант

I этап. Выделение чистой культуры
	Исследуемый материал
	Метод

диагностики
	Питательная среда
	Характеристика колоний
	Число колоний и типов 
по секторам
	Степень

бактериурии, КОЕ/мл

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	

	Моча
	Бактериологический
	Эндо
	ЛАК+ (А)

ЛАК- (Б)
	0

Сплошь
	0

Сплошь
	0

Сплошь
	0

10
	0

108

	
	
	Кровяной агар
	ГЕМ+ (В)

ГЕМ- (Г)
	0

Сплошь
	0

Сплошь
	0

Сплошь
	0

10
	0

108


II этап. Идентификация чистой культуры

	Штамм
	Морфология

(рисунок)
	Биохимические свойства

(энтеротест или стафитест)
	АЛА, мкг/ мл
	Вид

микроорганизма

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	
	

	А
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Б
	Грам «-»

Палочки 


	H2S  -
	MAN  +
	LYS  -
	IND  -
	ORN  -
	SCI  +
	URE  -
	ONP  +
	VPT  +
	INO -
	LIP  -
	PHE  -
	5
	Enterobacter agglomerans

	В
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Г
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Есть ли бактериурия у данного пациента? 2. На основании каких критериев подтверждается этиологическая значимость выделенного микроорганизма?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: пробирка с исследуемым материалом, среда Эндо и кровяной агар с ростом культуры, тест-системы и таблицы для учета результатов биохимической идентификации; чашка Петри с ростом культур, обладающих антилизоцимной активностью; комплект микропрепаратов: чистая культура S. epidermidis,  E. coli, E. agglomerans.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

I вариант: 

1. У пациента выявлена бактериурия, вызванная Staphylococcus epidermidis.

2. Этиологическая значимость выделенного микроорганизма подтверждается высокой степенью обсемененности, соответствующей клинически значимому уровню (105 КОЕ/мл), наличием высокого уровня антилизоцимной активности, наличием фактора вирулентности (гемолизин). 
II вариант: 

1. У пациента выявлена бактериурия, вызванная Escherichia coli.

2. Этиологическая значимость выделенного микроорганизма подтверждается высокой степенью обсемененности, соответствующей клинически значимому уровню (105 КОЕ/мл),  наличием высокого уровня антилизоцимной активности.

III вариант: 

1. У пациента выявлена бактериурия, вызванная Enterobacter agglomerans.

2. Этиологическая значимость выделенного микроорганизма подтверждается высокой степенью обсемененности, соответствующей клинически значимому уровню (108 > 105 КОЕ/мл) и наличием высокого уровня антилизоцимной активности.

Задача 2. В бактериологическую лабораторию поступил биоптат слизистой оболочки желудка от больного с хрониче​ским гастритом. Проведите лабораторное исследование для обнаружения возбудителя и оцените его результат.

Протокол исследования:
Цель: Овладеть навыком экспресс-диагностики хеликобактериоза.

Методика

Для выявления Нelicobacter ру1оri (Нр) в тканях слизистой оболочки желудка (СОЖ) используют различные варианты уреазного теста, основанного на способности этих бактерий продуциро​вать большое количество уреазы. В присутствии уреазы про​исходит гидролиз мочевины до аммиака, рН среды сдвигается в щелочную сторону и при этом меняется цвет индикатора. Учтите результат реакции, полученной при инкубации био​птата в пробирке с жидкой средой Кристенсена (забуференный питательный бульон с мочевиной и индикатором). Изменение окраски свидетельствует о наличии Helicobacter pylori в биоптате слизистой оболочки желудка. В контрольной пробирке цвет среды остается без изменений. 
	Исследуемый материал
	Результаты уреазного теста (цвет среды)

	Биоптат слизистой

оболочки желудка
	Опыт (среда

Кристенсена + биоптат)
	Контроль

(среда Кристенсена)

	
	Красный (изменение цвета среды)
	Желтый (без изменений)


Вывод: (Ответить на вопросы: Подтвержден ли диагноз «Хеликобактериоз»? Какие методы лабораторной диагностики используются для обнаружения H. pylori в исследуемом материале?)
Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: пробирка со средой Кристенсена (контроль) и пробирка со средой Кристенсена и биоптатом (опыт).
Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

1. У обследуемого подтвержден диагноз «Хеликобактериоз», поскольку уреазный тест  дал положительный результат.

2. В настоящее время для выявления Helicobacter pylori в слизистой желудка используют несколько методов исследования биоптата: микроскопический, бактериологический, экспресс-методы (уреазный тест, иммунофлюоресцентная микроскопия, иммуноферментный анализ). Для обнаружения ДНК H. pylori можно использовать ПЦР.
Задание 3. Изучить препараты для специфической профилактики, терапии и диагностики болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике.
Протокол исследования:
Цель. Изучить препараты для специфической профилактики, терапии и диагностики болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике.
	Название 

препарата
	Состав
	Показания 
к применению
	Характер 

действия

в организме

	Гипериммунная

антистафилококковая

плазма


	АТ
	Для лечения больных стафилококковым сепсисом, другими стафилококковыми заболеваниями
	Нейтрализация 

возбудителя и факторов 

патогенности

	Антистафилококковый  иммуноглобулин
	АТ
	Для лечения больных стафилококковым сепсисом, другими стафилококковыми заболеваниями
	Нейтрализация 

возбудителя и 

факторов 

патогенности

	Антисинегнойная плазма


	АТ
	Для лечения синегнойной инфекции
	Нейтрализация 

возбудителя и 

факторов 

патогенности  

	Продолжение  протокола

	Название 

препарата
	Состав
	Показания 

к применению
	Характер 

действия

в организме

	Противопротейная плазма


	АТ
	Для лечения протейной инфекции
	Нейтрализация 

возбудителя и 

факторов 

патогенности  

	Лактоглобулин против условно-патогенных бактерий и сальмонелл
	АТ
	Для лечения диарейных и гнойно-воспалительных заболеваний
	Нейтрализация 

возбудителя и 

факторов 

патогенности

	Бактериофаг 

стафилококковый


	Живой

вирус

бактерий
	Для лечения и экстренной профилактики стафилококковых заболеваний
	Лизис бактерий

	Бактериофаг коли (жидкий)


	Живой

вирус

бактерий
	Местно на пораженный участок, в рану, в полость при абсцессах и заболеваниях внутренних органов
	Лизис бактерий

	Бактериофаг
коли-протейный


	Живой

вирус

бактерий
	Для лечения и профилактики дисбактериозов, инфекций коли-протейной этиологии
	Лизис бактерий

	Бактериофаг псевдомонас аэругиноза 

(синегнойный) жидкий  
	Живой

вирус

бактерий
	Для лечения заболеваний, вызванных P. aeruginosae
	Лизис бактерий

	Бактериофаг клебсиелл пневмонии очищенный жидкий
	Живой

вирус

бактерий
	Для лечения заболеваний, вызванных K. pneumoniae
	Лизис бактерий

	Пиобактериофаг 

комбинированный
	Живой

вирус

бактерий
	Для лечения заболеваний, вызванных стафилококком, стрептококком, протеем, синегнойной и энтеропатогенной кишечной палочками
	Лизис бактерий

	Лактобактерин сухой
	Lactobacillus fermentum или
Lactobacillus plantarum
	Для лечения дисбактериозов желудочно-кишечного тракта различной этиологии, в акушерско-гинекологической практике для санации половых путей 

	Антагонизм по 
отношению к 
патогенным 
бактериям

	Ацилакт сухой
	L. acidophilus
	Для лечения дисбактериозов желудочно-кишечного тракта различной этиологии у детей, начиная с первых дней жизни, и взрослых всех возрастов, а также в акушерско-гинекологической практике для санации половых путей


	Антагонизм по 
отношению к 
патогенным 
бактериям

	Продолжение  протокола

	Название 

препарата
	Состав
	Показания 

к применению
	Характер 

действия

в организме

	Споробактерин 

жидкий
	Bacillus 

subtilis 534
	Для лечения дисбактериоза кишечника после перенесенных бактериальных инфекций при применении антибиотиков, острых бактериальных кишечных инфекций, для лечения хирургической инфекции мягких тканей
	Антагонизм по 
отношению к 
патогенным 
бактериям

	Вакцина поликомпонентная из антигенов условно патогенных микроорганизмов сухая для иммунотерапии
	АГ
	Для лечения хронических и затяжных форм  воспалительных заболеваний дыхательных путей, вызываемыми УПМ
	Стимуляция 

иммуногенеза

	СОЛКОУРОВАК
	АГ
	Для лечения инфекционно-воспалительных заболеваний мочевыводящих путей в случаях хронического рецидивирующего течения


	Стимуляция 

иммуногенеза

	Стафилококковый 

анатоксин


	АГ
	Для лечения хронических форм стафилококковой инфекции;

для профилактики по эпидпоказаниям


	Стимуляция 

иммуногенеза

	Стафилококковый 

антифагин 

(химическая вакцина)


	АГ
	Для лечения больных с хроническими гнойничковыми поражениями кожи стафилококковой этиологии
	Стимуляция 

иммуногенеза

	Синегнойная вакцина (корпускулярная)


	АГ
	Для профилактики инфекции у больных с большими травмами, обширными послеоперационными ранами, ожогами    


	Стимуляция 

иммуногенеза

	Анатоксин 

синегнойной палочки


	АГ
	Для профилактики инфекции у больных с большими травмами, обширными послеоперационными ранами, ожогами   
	Стимуляция 

иммуногенеза

	Стафило-протейно-синегнойная вакцина
	АГ
	Для профилактики гнойно-септических осложнений у больных с обширными травмами и готовящихся к плановым операциям
	Стимуляция 

иммуногенеза

	Продолжение  протокола

	Название 

препарата
	Состав
	Показания 

к применению
	Характер 

действия

в организме

	Протейная вакцина


	АГ
	Для профилактики и лечения заболеваний протейной этиологии, а также в ассоциации с другими условно-патогенными энтеробактериями
	Стимуляция 

иммуногенеза

	стафилококковый 

бактериофаг типовой диагностический


	Живой

вирус

бактерий
	Фаготипирование S. aureus в бактериологическом методе на этапе идентификации чистой культуры 

	


Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики оппортунистических и внутрибольничных инфекций, аннотации даны в приложении  к практическим работам. 

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать АГ, АТ или вирус бактерий.  2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина - плановая, по эпидпоказаниям, экстренная; если сыворотка, иммуноглобулин - экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется. 3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – нейтрализация АГ (возбудителя; токсина); для вакцин – стимуляция выработки антител. Для выполнения данной работы достаточно заполнения 3-4 препаратов разных типов. 

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике» 
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

-  Понятия «условно-патогенный микроорганизм», «оппортунистическая инфекция». Факторы, способствующие развитию оппортунистической инфекции.

- Морфо-физиологические особенности основных групп условно-патогенных бактерий (УПБ).

-  Факторы патогенности УПБ (факторы колонизации, вирулентности и персистенции). Механизмы персистенции бактерий.

-  Понятие о внутрибольничных (нозокомиальных) инфекциях (ВБИ). Основные клинические формы локализованной и генерализованной ВБИ. 

-   Эпидемиология ВБИ. Факторы, способствующие распространению ВБИ в лечебных учреждениях.

-   Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных УПБ. Критерии этиологической значимости возбудителя.

-   Лечение и профилактика заболеваний, вызванных УПБ. Значение принципов рациональной антибактериальной терапии для профилактики ВБИ.

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Навык проведения и умения оценить результаты бактериологической диагностики инфекции мочевых путей.
· Навык проведения и умения оценить результаты экспресс-диагностики хеликобактериоза.
· Умение подобрать препараты для диагностики, профилактики и лечения оппортунистических и внутрибольничных инфекций.

6.3. Предлагается студенту дома письменно внести в таблицу основные группы микроорганизмов, способных вызывать оппортунистические и внутрибольничные инфекции (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение.

7.1. Хронокарта занятия «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике»

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	10

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                   ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:

  Перечень учебных таблиц:

1. Состав микробиоценозов тела человека 

2. Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных условно-патогенными энтеробактериями.

3. Механизмы и пути передачи инфекционных заболеваний.

7.3. Интеграция темы: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике»
	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 

кафедрах

	1. Эпидемиология ВБИ. Факторы, способствующие распространению ВБИ в лечебных учреждениях.
	Кафедра эпидемиологии: Эпидемиология ВБИ. Факторы, способствующие распространению ВБИ в лечебных учреждениях.

	2. Основные клинические формы локализованной и генерализованной ВБИ. Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных УПБ. Лечение и профилактика заболеваний, вызванных УПБ. Значение принципов рациональной антибактериальной терапии для профилактики ВБИ. 


	Кафедры терапии, хирургии, детских болезней, лабораторной и клинической диагностики: Основные клинические формы локализованной и генерализованной ВБИ. Лабораторная диагностика заболеваний, вызванных УПБ. Лечение и профилактика заболеваний, вызванных УПБ. Значение принципов рациональной антибактериальной терапии для профилактики ВБИ. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней микробной этиологии в неинфекционной клинике»
В начале занятия напомнить студентам о рабочей форме одежды, обратить внимание на эстетический вид одежды. Напомнить о правилах поведения в бактериологической лаборатории. Обратить внимание на традиционные этико-деонтологические вопросы медицины: способность оказать помощь больному на основе правильно поставленного диагноза; способность дать квалифицированные рекомендации по профилактике и лечению заболеваний, вызванных условно-патогенными микроорганизмами. Привести пример об открытии Н. pylori: для доказательства этиологической роли Н. pylori в развитии хронического гастрита молодой аспирант Barry Marshall воспроизвел на себе третий постулат Р. Коха, показав, что эти бактерии колонизируют слизистую желудка и вызывают гастрит (1985 г).

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Условно-патогенные бактерии как причина болезней в неинфекционной клинике»: 

1. Акимкин В. Г. Система профилактики внутрибольничных инфекций в России. Служба госпитальных эпидемиологов: итоги и перспективы развития. Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 1. С. 4-8.

2. Бактерии рода Pseudomonas /Отв. ред. Айзенман Б.Е. Киев: Наук. думка, 1990. 

3. Беляков В.Д., Ряпис Л.А., Илюхин В.И. Псевдомонады и псевдомонозы. М.: Медицина, 1990. 

4. Бухарин О.В.  Персистенция патогенных бактерий М.: Медицина; Екатеринбург: УрО РАН, 1999. 

5. Бухарин О.В., Валышев А. В., Гильмутдинова Ф. Г. и др. Экология микроорганизмов человека. Екатеринбург: УрО РАН, 2006.

6. Бухарин О.В., Усвяцов Б.Я., Карташова О.Л. Биология патогенных кокков М.: Медицина; Екатеринбург: УрО РАН, 2002. 

7. Вартанова Н. О., Никольская К. А. Количественный уреазный тест на хеликобактериоз у больных язвенной болезнью //Журн.микробиол., 2005. № 1. С. 68-70.

8. Внутрибольничные инфекции: Пер. с англ. /Под ред. Р.П. Венцела. М.: Медицина, 1990. 

9. Долгих Т.И. Лабораторная диагностика – основа информационного обеспечения диагностического процесса при оппортунистических инфекциях (обзор литературы) //Клиническая лабораторная диагностика, 2008. № 1. С.49-51.

10. Зигангирова Н.А. и соавт. Роль молочнокислых бактерий в распространении генов лекарственной устойчивости среди здоровых людей //Журн.микробиол., 2006. № 2. С.106-109.

11. Зигангирова Н.А., Токарская Е.А., Народницкий Б.С. и др. Роль молочнокислых бактерий в распространении генов лекарственной устойчивости среди здоровых людей  //Журн.микробиол., 2006. № 2. С. 106-109.

12. Зубков М.Н. Неферментирующие бактерии: классификация, общая характеристика, роль в патологии человека, идентификация Pseudomonas spp. исходных микроорганизмов //Инфекции и антимикробная терапия, 2003. № 1. С.24-30.


13. Иванов Д.В. Кандидурия: проблемы диагностики и терапии //Антибиотики и химиотерапия, 2005. № 8-9. С. 67-71.

14. Иванов Д.В. Чувствительность к антибиотикам Pseudomonas aeruginosa, выделенным при внутрибольничных инфекциях //Эпидемиол. и инф. Болезни, 2006. № 5. С. 32-36.

15. Кишкун А.А. Современные методы диагностики и оценки эффективности лечения инфекции, вызванной Helicobacter pylori (обзор литературы) //Клиническая лабораторная диагностика, 2002. № 8. С.41-46.

16. Концепция профилактики внутрибольничных инфекций //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2000. № 5. С.4-9. 

17. Минаева Н.З., Минаев В.И., Соколов А.А. и др. Бактерии рода Arcobacter – новый этиологический агент нозокомиальных инфекций? //Антибиотики и химиотерапия, 2006. № 2. С. 18-22.

18. Покровский В.И., Семина Н.А. Внутрибольничные инфекции: проблемы и пути решения //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2000. № 5. С.12-15.

19. Рябкова Е.Л., Решедько Г.К., Агапова Е.Д. и др. Проблемы распространения и резистентности нозокомиальных штаммов Klebsiella pneumoniae в стационарах России //Антибиотики и химиотерапия, 2005. № 8-9. С. 43-51.

20. Сарсенбаева А.С. Особенности Helicobacter pylori инфекции и иммунного ответа при тяжелом течении язвенной болезни двенадцатиперстной кишки //Журн. микробиол., 2005. № 6. С. 73-75.

21. Синегнойная инфекция /Под ред. А.Ф. Мороз. М.: Медицина, 1988. 

22. Соломенный А.П., Яфаев Р.Х., Гончаров А. Е. и др. Генетическое разнообразие Acinetobacter baumannii в отделении ожоговой реанимации //Журн.микробиол., 2006. № 2. С. 25-30.

23. Тартаковский И.С. листерии: роль в инфекционной патологии человека и лабораторная диагностика //Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия, 2000. № 2. С.20-29.

24. Торчинский Н. В. Роль сестринской службы в системе эпидемиологического надзора за внутрибольничными инфекциями в акушерских стационарах //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005.№ 1.С.17-20.

25. Усманова Г. М., Рафиев Ф. Х., Дабуров К. Н. Заболеваемость внутрибольничными инфекциями и ее структура средит новорожденных в Таджикистане  //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 1. С. 11-12.

26. Хуснутдинова Л.М. Микрофлора слизистой оболочки миндалин человека в норме и при патологии //Журн.микробиол., 2006. № 1. С. 60-63. 

27. Чайка Н.А., Хазенсон Л.Б., Бутцлер Ж.П. Кампилобактериоз М.: Медицина, 1988.

28. Шагинян И.А. Роль и место молекулярно-генетических методов в эпидемиологическом анализе внутрибольничных инфекций //Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия, 2000. № 3. С.82-93. 

29. Энтеробактерии: Руководство для врачей. /Под ред. В.И. Покровского.- М.: Медицина, 1985. 

ЗАНЯТИЕ    10  

1. Тема занятия: «Микробиология анаэробных инфекций» 

2. Цель занятия: 

· Выяснить особенности этиологии, патогенеза клостридиальных (столбняк, ботулизм, газовая гангрена) и неклостридиальных инфекций ( 1 уровень усвоения).

· Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики столбняка, ботулизма, газовой инфекции и некслостридиальной анаэробной инфекции (3 уровень усвоения). 

· Научиться решать практические задачи по специфической профилактике, терапии столбняка, ботулизма, газовой гангрены и неклостридиальной анаэробной инфекции (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности. 

3.2. Формулировка темы занятия 


Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что по современным представлениям одно из ведущих мест в инфекционной патологии человека принадлежит анаэробам и их ассоциациям с аэробами. 
Возбудитель столбняка является убиквитарным, т.е. он распространен на всех обитаемых континентах земного шара, но наибольшая обсемененность почвы и других объектов наблюдается в местах с теплым, влажным климатом и плодородными почвами. Ведущую роль в патогенезе столбняка как раневой инфекции играет одна из субстанций «столбнячного токсина» - тетаноспазмин, поэтому патогенные свойства столбнячных культур оценивают по летальному действию тетаноспазмина на животных. С  1948 года введена обязательная регистрация столбняка как нозологической формы. Столбняк представляет серьезную опасность для здравоохранения не столько числом заболеваний, сколько высокой летальностью при них. Несмотря на расширенную программу иммунизации (с 1974 г) ежегодно столбняк вызывает гибель около миллиона человек. Кратность снижения заболеваемости столбняком по отношению к допрививочному периоду составляет 15.  


С точки зрения эпидемиологии существуют три различных формы ботулизма – пищевой, раневой и ботулизм новорожденных. Заболевание встречается в виде спорадических вспышек и связано преимущественно с употреблением продуктов питания, в основном домашнего приготовления. 


Основным методом выявления ботулинических токсинов является реакция нейтрализации на мышах, ИФА. Для специфического лечения перспективным является направление, связанное с получением человеческих моноклональных антител, специфических в отношении сайта, общего для нескольких или всех типов токсинов.  


Анаэробная газовая инфекция до настоящего времени остается тяжелым заболеванием с высокой летальностью. Газовая гангрена, имеющая полимикробный характер, является токсико-инфекционным заболеванием, в основе патогенеза которого лежит совместное действие токсинов основных возбудителей заболевания. В связи с этим особую ценность для диагностики анаэробной газовой инфекции имеет обнаружение экзотоксинов в клиническом материале (биопроба, ИФА). 


Существует гораздо более значительная, по сравнению с клостридиями, группа условно-патогенных анаэробов, не образующих спор (неклостридиальные инфекции). Примерно 90% хирургических инфекций имеют эндогенное происхождение и вызываются сочетанием анаэробов с аэробами или нескольких анаэробов. 


Врач должен владеть эффективными методами терапии, профилактики клостридиальных и неклостридиальных анаэробных инфекций, знать принципы и методы диагностики.

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ  

        Студентам для домашней письменной работы были даны  задача и задание: 

Задача
Пострадавшему в автомобильной катастрофе больному С, 45 лет, после оказания экстренной хирургической помощи было введено 3000 МЕ противостолбнячной антитоксической сыворотки. Вопрос о давности вакцинации против столбняка не был выяснен. Спустя два месяца он был доставлен в инфекционное отделение с диагнозом «Столбняк». В течение указанного срока никаких других травм не было.

	№ пп
	Вопросы для студентов
	О т в е т ы

	1.
	Мог ли развиться столбняк у данного больного в результате автокатастрофы? 
	Да, мог (так называемый «поздний» столбняк)

	2. 
	Основные клинические симптомы, позволяющие поставить диагноз «столбняк»
	Тризм (тоническое напряжение жевательных мышц); спазм мимической мускулатуры (сардоническая улыбка); тоническое напряжение мышц затылка; опистотонус.

	3.
	Возможная причина развития столбняка у данного больного?
	Введение пострадавшему только противостолбнячной сыворотки, создающей кратковременный пассивный иммунитет (до 2-х месяцев); возбудитель мог сохраниться в организме и в дальнейшем вызвать это заболевание. Необходимо было ввести столбнячный анатоксин. 

	4. 
	Укажите врачебные ошибки, которые могли способствовать развитию заболевания
	Не выяснено, проводилась ли и в какие сроки активная иммунизация против столбняка – противостолбнячным анатоксином. 

	5.
	Какой препарат используется для создания активного иммунитета против столбняка, какой иммунитет по направленности он создает и на какой срок (при однократном введении)? 

	Анатоксин; иммунитет – антитоксический; на срок полгода – год.



В столбце «Ответы» даны правильные ответы, по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание.

Домашнюю работу преподаватель оценивает в конце занятия при приеме протоколов исследований. Оценка (цифра) за домашнее задание выставляется в журнале. 

Задание.  Изучите препараты для специфической профилактики, терапии и диагностики анаэробных инфекций. 

Протокол  исследования:
Цель: Изучить препараты для специфической профилактики, терапии и диагностики анаэробных инфекций. 

	Название препарата 
	Состав
	Показания 

к применению
	Характер действия в организме
	Единица 

измерения силы антитоксических сывороток

	Противоботулиническая антитоксическая 
сыворотка

(диагностическая)
	АТ
	Для обнаружения ботулотоксина в исследуемом материале в реакции нейтрализации на мышах (биопроба)  
	-
	АЕ – антитоксическая единица

	Противостолбнячная антитоксическая сыворотка

(диагностическая)
	АТ
	Для обнаружения экзотоксина возбудителя столбняка в исследуемом материале в реакции нейтрализации на мышах (биопроба)

	-
	АЕ – антитоксическая единица

	Противогангренозная антитоксическая сыворотка

(диагностическая)
	АТ
	Для обнаружения экзотоксинов возбудителей газовой гангрены  в исследуемом материале в реакции нейтрализации на мышах (биопроба)

	-
	АЕ – антитоксическая единица

	Анатоксин столбнячный адсорбированный 
(АС- анатоксин)
	АГ
	Активная профилактика плановая, экстренная, по 

Эпидпоказаниям   
	Стимуляция выработки антител
	

	Секста(пента-, тетра-, три-)-анатоксин
	АГ
	Для профилактики ботулизма, столбняка и газовой инфекции по эпидпоказаниям в возрасте от 16 до 60 лет   
	Стимуляция выработки антител
	

	Противостолбнячная лошадиная сыворотка (ПСС)
	АТ
	Для экстренной профилактики и лечения столбняка (при отсутствии ПСЧИ)   
	Инактивация токсина возбудителя
	АЕ – антитоксическая единица

	Иммуноглобулин человеческий противостолбнячный (ПСЧИ)
	АТ
	Пассивная экстренная профилактика для нейтрализации токсина     
	Инактивация токсина возбудителя
	АЕ – антитоксическая единица

	Продолжение  протокола

	Название препарата 
	Состав
	Показания 

к применению
	Характер действия в организме
	Единица 

измерения силы антитоксических сывороток

	Сыворотки противоботулинические типов A, B, E лошадиные очищенные
	АТ
	Поливалентные - для лечения заболеваний, вызванных неизвестным типом экзотоксина возбудителя ботулизма.

Моновалентные - для лечения заболеваний, вызванных известным типом экзотоксина возбудителя ботулизма 
	Инактивация токсина возбудителя
	АЕ – антитоксическая единица

	Противогангренозная поливалентная лошадиная сыворотка
	АТ
	Для экстренной профилактики и лечения газовой гангрены
	Инактивация токсина возбудителя
	АЕ – антитоксическая единица



При проверке следует обратить внимание на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать АГ или АТ.  2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина - плановая, по эпидпоказаниям, экстренная; если сыворотка, иммуноглобулин - экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется. 3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – нейтрализация АГ (возбудителя; токсина); для вакцин – стимуляция выработки антител. Для выполнения данной работы достаточно заполнения 3-4 препаратов разных типов. 

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

- Морфологические и биологические свойства клостридиальных и неклостридиальных анаэробных микроорганизмов. 

Обратить внимание студентов на способы создания анаэробных условий для получения чистой культуры; на соблюдение ряда требований, позволяющих выделить из клинического материала анаэробные микроорганизмы: исключить случайное загрязнение клинического материала посторонней микрофлорой; предотвратить потерю возбудителей с момента взятия исследуемого материала до начала работы в лаборатории (защита микроорганизмов от воздействия атмосферного кислорода - использование герметичных флаконов с завальцованными пробками).  

Используется таблица «Классификация анаэробов». Демонстрируются анаэростат, пакеты «Газпак», среды для культивирования анаэробов: высокий столбик агара, среда Вильсон-Блер, среда Китта-Тароцци, СКС. 

Обращается внимание на биологическую специфику анаэробов (тип дыхания, некропаразитизм, токсигенность, ассоциация с аэробами, полимикробный характер инфекции и т.д.), причину устойчивости и широкого распространения в природе. 
Особенностью этиологии неклостридиальных анаэробных инфекций является большое количество облигатных анаэробов из разных таксономических групп, составляющих нормальную микрофлору человека и при условиях, снижающих уровень кислорода и окислительно-восстановительный потенциал в тканях, вызывающих гнойно-воспалительные заболевания различной локализации. 

- Лабораторная диагностика анаэробных инфекций. 

Разбираются вопросы лабораторной диагностики анаэробных инфекций с использованием соответствующих учебных таблиц (лабораторная диагностика ботулизма, столбняка, газовой гангрены, диагностика неклостридиальной анаэробной инфекции). Обратить внимание студентов на то, что при диагностике клостридиальной анаэробной инфекции особое значение имеет обнаружение и идентификация экзотоксинов возбудителя в реакции нейтрализации на мышах (биологическая проба). Указать, что основным методом лабораторной диагностики неклостридиальной анаэробной инфекции является бактериологический.

- Специфическая терапия и профилактика анаэробных инфекций.

С целью более полного усвоения студентами вопроса по специфической профилактике столбняка рекомендуется решить задачу:

В приемное отделение больницы поступила женщина с кровотечением после внебольничного аборта. Информации о вакцинации против столбняка нет. Как следует поступить в данном случае?

1. Ввести АС анатоксин.

2. Ввести АС анатоксин и ПСС (или ПСЧИ).

3. Ввести ПСС (или ПСЧИ).

4. Не проводить экстренную профилактику столбняка.

Решение 

Женщине необходимо ввести ПСЧИ (или ПСС), а затем АС анатоксин  для стимуляции выработки антител. 
4. Методика проведения практической части занятия

Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической  и неспецифической профилактике и терапии анаэробных клостридиальных и неклостридиальных инфекций. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология анаэробных клостридиальных 

и неклостридиальных инфекций»

Задача 1. В инфекционную больницу поступил больной с подозрением на пищевой ботулизм. Для диагностики с целью обнаружения в крови больного токсина был использован биологический метод. Для выявления источника инфекции было проведено бактериологическое исследование остатков рыбных консервов, которые употреблялись пострадавшим в пищу. Учтите результаты бактериологического метода и биологической пробы. Дайте диагностическую оценку методов. 

Протокол  исследования:
Цель: Оценить результаты бактериологического и биологического методов диагностики пищевого ботулизма и определить диагностическую ценность этих методов.
Бактериологический  метод

	Исследуемый материал 
	Метод создания анаэробных 

условий 
	Среда для 

посева
	Микроскопия чистой 

культуры (рис)

	Остатки рыбных консервов
	Специальная среда 

(химический)
	Китта-Тароцци
	Метод окраски – по Граму, найти крупные палочки сине-фиолетового цвета с неокрашенными спорами, расположенными субтерминально («теннисные ракетки»)


Биологическая проба на мышах

	Используемые 

ингредиенты 
	Результат
	Объяснение результата

	Опыт:  кровь больного, антитоксическая противоботулиническая сыворотка, мышь  


	Мышь жива
	Специфические АТ противоботулинической сыворотки нейтрализовали токсин (АГ)

	Контроль:   кровь больного, мышь
	Мышь погибла
	Токсин не 

нейтрализован¸оказал губительное действие


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз? Если да, то почему? 2. Какая иммунологическая реакция определяет результат биологической пробы? 3. Достаточно ли представленных данных бактериологического метода, чтобы считать консервы источником заболевания? Ответ объясните. 4. Что необходимо обнаружить в пищевых продуктах, чтобы доказать, что они явились источником заболевания?). 


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: пробирка с исследуемым материалом, рисунок с результатом биологического метода, микропрепарат чистой культуры С.botulinum, пробирка с ростом палочки ботулизма на среде Китта-Тароцци. 


Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

1. Диагноз ботулизма подтверждается, т.к. в крови больного обнаружен ботулотоксин. 

2. Результат биологической пробы определяет реакция нейтрализации токсина антитоксической сывороткой.  

3. Обнаружение клостридий в консервах не доказывает того, что консервы - источник заболевания, т.к. контаминация пищевого продукта клостридиями могла произойти  после вскрытия консервов. 

4. Обнаружение ботулотоксина в консервах подтвердит их роль в развитии отравления. 

Задача 2. В хирургическом отделении у больного развилось осложнение послеоперационной раны. Клинически была заподозрена газовая гангрена. При микроскопии раневого экссудата обнаружены крупные грамположительные палочки. С учетом быстрого прогрессирования анаэробной инфекции была проведена экспресс-диагностика для обнаружения экзотоксинов в крови больного. Для этого поставлена РПГА. Изучите микропрепарат из раневого отделяемого. Учтите результат РПГА. Дайте диагностическую оценку результатам.  

Протокол  исследования:
Цель: Оценить результат экспрессного метода обнаружения экзотоксинов возбудителей газовой гангрены в исследуемом материале.

	Микроскопический

метод
	Экспресс-диагностика

Р     П     Г     А   

	Исследуемый 
материал
	Микроскопия 
исследуемого 
материала  (рис.)
	Диагностикумы антительные эритроцитарные

(антитело!)
	Разведения сыворотки больного

(антиген?)

	
	
	
	цельная  
	1/2
	1/4
	1/8
	1/16
	К

	Раневой экссудат
	Видны крупные Гр+ палочки (сине-фиолетового цвета),  лейкоциты
	perfringens    novyi

histolyticum

septicum
	+

+

-

-
	+

+

-

-
	+

+

-

-
	+

-

-

-
	+

-

-

-
	-

-

-

-



Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз? Если да, то каким методом и почему? 2. Является ли данная инфекция моно- или полимикробной? Ответ  объясните, используя данные микроскопии и РПГА. 3. Какими экспресс-методами можно обнаружить экзотоксины в клиническом материале?).  

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: 96-луночный круглодонный планшет для иммунологических реакций, где даны результаты РПГА; микропрепарат раневого экссудата (крупные грамположительные палочки, лейкоциты). 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:  

1. Диагноз газовая гангрена подтверждается экспресс-методом диагностики, в результате которого в крови больного (РПГА) обнаружены токсины С. perfringens  и С.  novyi. 
2. Инфекция полимикробная, т.к. обнаружены токсины С.perfringens и C. novyi. 

3. Токсины в клиническом материале можно обнаружить еще биологическим методом, а tox-гены  с помощью ПЦР.   

4. Микроскопический метод не позволяет идентифицировать вид возбудителя из-за сходства морфологии многих видов спорообразующих палочек.

Задача 3. Больной поступил в хирургическое отделение по поводу проникающего ранения брюшной полости. После операции на 2-е сутки развились симптомы перитонита. Для установления этиологии перитонита проведено микроскопическое и бактериологическое исследование перитонеального экссудата путем посева на питательные среды (Эндо, желточно-солевой агар, МПА). В микропрепарате из перитонеального экссудата были обнаружены грамотрицательные палочки. Роста микрофлоры на питательных средах не выявлено. Учитывая наличие клинических симптомов, характерных для неклостридиальной анаэробной инфекции, проведено повторное бактериологическое исследование экссудата для обнаружения анаэробной флоры. Учтите результат бактериологического исследования. Установите этиологию перитонита. Оформите протокол. 

Протокол  исследования:
Цель: Оценить результат бактериологического метода диагностики неклостридиальной анаэробной инфекции. 
Бактериологический метод

1 этап.  Выделение чистой культуры анаэробов

	Исследуемый 
материал


	Микроскопия исследуемого материала (рис.)
	Среда для посева
	Метод создания анаэробных условий
	Характеристика 
колоний
	Микроскопия
колоний

(рис.)
	Микроскопия чистой культуры (рис.)

	Перитонеальный экссудат
	Окраска по Граму, короткие Гр- (красные) палочки с закругленными концами, лейкоциты


	Шедлер-агар
	Анаэростат

(физический),

газогенераторный пакет 

(химический)
	Прозрачные, мелкие 

(1-2 мм), гладкие, беловатые
	Короткие Гр- (красные) палочки
	Короткие Гр- (красные) палочки


2 этап.  Идентификация чистой культуры анаэробов
	Рост  на среде с желчью
	Рост на среде с 

канамицином


	Проба на

аэротолерантность


	Биохимические свойства по анаэротесту  
	Вид 

микроорганизма

	
	
	
	Обозначение рядов
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8


	

	
	
	
	
	Н
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A

	

	+
	+
	Нет роста
	1 ряд  
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	Вacteroides fragilis

	
	
	
	2 ряд
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	

	
	
	
	3 ряд
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	
	


Субстраты анаэротеста

	Колонка
	Тест
	Код

	Ряд 1

	H
	Индол
	IND

	G
	Глюкоза
	GLU

	F
	Мальтоза
	MLT

	E
	Фруктоза
	FRU

	D
	Галактоза
	GAL

	C
	Лактоза
	LAC

	B
	Мелецитоза
	MLZ

	A
	Уреаза
	URE

	Продолжение  таблицы

	Колонка
	Тест
	Код

	Ряд 2

	H
	Нитраты
	NIT

	G
	Сахароза
	SUC

	F
	Салицин
	SAL

	E
	Трегалоза
	TRE

	D
	Маннитол
	MAN

	C
	Рамноза
	RHA

	B
	N-Ацетил-(-D-глюкозаминидаза
	NAG

	A
	(-Глюкозидаза
	bGL

	Ряд 3

	H
	Эскулин
	ESL

	G
	Манноза
	MNS

	F
	Раффиноза
	RAF

	E
	Целлобиоза
	CEL

	D
	Ксилоза
	XYL

	C
	Арабиноза
	ARA

	B
	Сорбитол
	SOR

	A
	Контроль роста
	CON


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Назовите этиологический фактор перитонита. 2. Чем объяснить отсутствие роста микрофлоры на питательных средах: МПА, Эндо, ЖСА? 3. Укажите возможные пути проникновения в брюшную полость возбудителя, вызвавшего перитонит у данного больного). 


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат из исследуемого материала (перитонеальный экссудат), содержащий грамотрицательные палочки и лейкоциты; анаэростат с пакетами «ГазПАК». Чашка со средой Шедлер-агар с добавлением 5% бараньей крови и витамином К, чашка  с ростом колоний В. fragilis на Шедлер-агаре, пробирка со скошенным агаром с желчью и ростом культуры В. fragilis (бактероиды устойчивы к действию желчи), пробирки с ростом культуры В. fragilis на среде с канамицином (бактероиды устойчивы к канамицину), помещенные в анаэростат. Также предоставляется микропрепарат из колоний, выросших на среде Шедлер-агар в анаэробных условиях; микропрепарат чистой культуры Bacteroides fragilis; пробирка с кровяным агаром без роста культуры – проба на аэротолерантность (при культивировании в условиях воздушной среды анаэробы на кровяном агаре не вырастут); ANAEROtest для оценки способности бактероидов ферментировать различные субстраты; таблицы для учета результатов исследования биохимических свойств чистой культуры с использованием анаэротеста. 


Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

1. Этиологией перитонита является В. fragilis, так как чистая культура данного микроорганизма выделена в ходе бактериологического исследования.

2. Отсутствие роста на средах МПА, Эндо, ЖСА объясняется тем, что В. fragilis является строгим анаэробом, следовательно на средах для факультативных анаэробов в воздушной среде не вырастет.

3. Возможные пути проникновения возбудителя в брюшную полость: контаминация при ранении; использование нестерильных инструментов или перевязочного материала; проникновение из кишечника. 

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология анаэробных инфекций» 

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

· Морфологические и биологические свойства спорообразующих и неспорообразующих анаэробов. 

· Методы создания анаэробных условий. 

· Факторы вирулентности, ассоциация анаэробов с аэробами при развитии инфекций в стационарах любого профиля.

· Особенности лабораторной диагностики анаэробных инфекций.

· Сочетание специфического и неспецифического лечения, профилактика анаэробных инфекций. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Умение оценить результат бактериологического и биологического метода диагностики пищевого ботулизма.  

· Умение оценить результат экспресс-диагностики анаэробных инфекций на обнаружение экзотоксина в исследуемом материале (РПГА).

· Умение оценить результат бактериологического метода диагностики неклостридиальной анаэробной инфекции.

· Умение выбрать препараты для профилактики и лечения клостридиальных анаэробных инфекций.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке  методов диагностики, специфического лечения и профилактики столбняка  (см. пункт 3.4.).  И изучить препараты для специфической профилактики, терапии и диагностики анаэробных инфекций.

7. Приложение 
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология анаэробных инфекций» 
	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	10

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                    ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц:  

1. Лабораторная диагностика ботулизма 

2. Лабораторная диагностика столбняка 

3. Лабораторная диагностика газовой инфекции 

4. Классификация анаэробов

5. Лабораторная диагностика неклостридиальной анаэробной инфекции

Анаэростат с пакетом «ГазПАК»; ANAEROtest с таблицами для учета роста анаэробов на дифференциально-диагностических средах; рисунок с результатами биологической пробы на мышах; среды для культивирования анаэробов; микропрепараты «чистая культура Сlostridium botulinum», «раневой экссудат», «перитонеальный экссудат», «чистая культура Bacteroides fragilis»; набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики анаэробных инфекций. 

7.3. Интеграция темы: «Микробиология анаэробных инфекций»  

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1.Этиология, эпидемио-логия, патогенез, лабора-торная диагностика, специ-фическая профилактика и терапия клостридиальных анаэробных инфекций
	Кафедра эпидемиологии: Особенности сохранения клостридий во внешней среде, на медицинском инструментарии и перевязочном материале; источники, пути и факторы передачи клостридиальной инфекции

	
	Кафедра инфекционных болезней, кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия столбняка, ботулизма, газовой инфекции.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и лечение столбняка новорожденных, ботулизма новорожденных.

	
	Кафедра хирургии: Первичная хирургическая обработка раны – ликвидация условий существования некропаразитов (возбудители газовой инфекции и столбняка) и анаэробных условий; биологические свойства возбудителей столбняка и газовой инфекции; принципы специфической профилактики и лечения столбняка и газовой инфекции. 

	
	Кафедра акушерства и гинекологии: Анаэробные инфекции как осложнения, развивающиеся при нарушении условий асептики и антисептики при проведении абортов, родов, гинекологических операций. 

	
	Кафедра стоматологии: Роль санации ротовой полости в профилактике развития анаэробных инфекций в стационарах любого профиля. 

	
	Кафедра военной подготовки: (токсикология) – методы специфической профилактики анаэробных раневых инфекций (столбняк, ботулизм, газовая гангрена).

	2. Этиология, эпидемио-логия, патогенез, лабо-раторная диагностика, неспецифическая терапия неклостридиальных анаэробных инфекций.
	Кафедра хирургии: Этиология, эпидемиология неклостридиальных анаэробных инфекций (как правило, эндогенная инфекция); значение экспресс-индикации неспорообразующих анаэробов при различных гнойно-воспалительных заболеваниях (выявление микробных метаболитов газожидкостной хроматографией).


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология анаэробных инфекций»    


При обсуждении темы «Анаэробные инфекции» можно рассказать о заслуге Л. Пастера, которому принадлежит честь открытия явления анаэробиоза, о большом вкладе военных врачей, использовавших для лечения столбняка во время Великой Отечественной войны тиопенталовый сон и другие способы снятия напряжения мышц.

7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробиология анаэробных инфекций»: 

1. Белобородова Н.В., Белобородов С.Н. Метаболиты анаэробных бактерий (летучие жирные кислоты) и реактивность макроорганизма //Антибиотики и химиотерапия, 2000, № 2, С.28-35.

2. Брюханов А.Л., Нетрусов А.И. Аэротолерантность строго анаэробных микроорганизмов: факторы защиты от окислительного стресса (обзор) //Прикладная биохимия и микробиология, 2007. № 6. С.635-652.

3. Брюханов А.Л., Нетрусов А.И. Каталаза и супероксиддисмутаза: распространение, свойства и физиологическая роль в клетках строгих анаэробов //Биохимия, 2004. № 9. С.1170-1186.

4. Бухарин О.В. Валышев А.В. Анаэробная микрофлора человека. Екатеринбург, 2004. 263с. 

5. Вертиев Ю.В. Сверхтоксичные комплексы ботулинических токсинов //Журн.микробиол., 1999. № 5. С.40-47. 

6. Колесов А.П., Столбовой А.В., Кочеровец В.И. Анаэробные инфекции в хирургии. Ленинград. Медицина, 1989. 157с. 

7. Тарасевич А.В., Усвяцов Б.Я., Зыкова Л.С. Способ создания атмосферы для культивирования анаэробных микроорганизмов //Клинич. лаб. диагностика, 2007. № 7. С. 35-38. 

ЗАНЯТИЕ    11  

1. Тема занятия: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)» 

2. Цель занятия: 

· Выяснить особенности этиологии и патогенеза чумы, туляремии, бруцеллеза, сибирской язвы (1 уровень усвоения). 

· Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики чумы, туляремии, бруцеллеза, сибирской язвы (3 уровень усвоения). 

· Научиться решать практические задачи по специфической профилактике и терапии чумы, туляремии, бруцеллеза, сибирской язвы (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 

3.1. Контроль учебной дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности.
3.2. Формулировка темы занятия
Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на то, что эпидемиологическая и эпизоотологическая ситуация по природно-очаговым и зоонозным инфекциям остается напряженной. За последние годы значительно активизировались природные очаги чумы, бруцеллеза, сибирской язвы, туляремии на территории России и сопредельных стран СНГ. Очаги туляремии, бруцеллеза и сибирской язвы встречаются в Смоленской, Оренбургской, Ярославской, Архангельской, Рязанской, Ивановской областях. На территории РФ регистрируются природные очаги чумы, в которых возникают эпизоотии среди диких и синантропных грызунов. Наиболее угрожаемыми являются территории Астраханской области, Республик Калмыкии, Дагестана и Чеченской республики. Эпизоотии чумы возникают по определенному циклу, в который заложены все факторы очаговости, включая и один из важнейших – трансмиссивный путь передачи (грызун-блоха-грызун), длительное сохранение микробов в организме блох в вирулентной форме, продолжительное носительство микробов грызунами и блохами, психрофильность Y.pestis, способность Y.pestis выживать в почвенных простейших, в растениях, длительно сохраняться в почве в некультивируемом состоянии (в межэпидемический период) с потерей способности к размножению и росту на питательных средах (снижение метаболизма бактерий), но с сохранением вирулентности и способности реверсировать в вегетативные формы при изменении условий существования. 

Следует отметить важность своевременной диагностики зоонозных инфекций как у человека, так и животных. Врач также должен владеть эффективными методами терапии, профилактики чумы, бруцеллеза, туляремии, сибирской язвы.  

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

       Студентам для домашней письменной работы были заданы задача и задание: 

Задача.   В населенном пункте, неблагополучном по бруцеллезу у овец, в семье, состоящей из 4-х человек, заболела дочь – студентка во время зимних каникул острым заболеванием с высокой температурой, предполагаемый диагноз  «Бруцеллез». Проведено лабораторное обследование на бруцеллез всех членов семьи, результаты которого представлены в таблице 1. 

	
	
	Отец
	Мать
	Дочь
	Сын
	Какие методы 

диагностики были использованы?

	Виды исследований  
	Выделение гемокультуры


	-
	-
	+
	+
	Бактериологический

	
	Реакция Райта


	-
	1:100
	-
	1:400
	Серологический

	
	Реакция Бюрне


	+
	+
	-
	+
	Аллергический

	Вопросы
	Кто болен острой формой бруцеллеза?
	-
	-
	+
	-
	

	
	У кого скрытая форма инфекции или бруцеллез в прошлом?
	+
	+
	-
	-
	

	
	У кого бессимптомная форма болезни?
	-
	-
	-
	+
	


В таблице даны правильные ответы, по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. В частности, можно задать вопрос: «Почему у дочери развилась острая форма бруцеллеза?» Аналогичный вопрос о каждом члене семьи. 

Задание. Изучите препараты для специфической профилактики, лечения и диагностики бруцеллеза, чумы, туляремии и сибирской язвы. Результаты оформить в виде протокола. 

Протокол  исследования: 

Цель: Изучить препараты для специфической профилактики, лечения и диагностики зоонозных инфекций.
	 Название 

препарата
	Состав
	Способ 

получения 
	Показания к применению 
	Характер действия 
в организме 

	Аллерген 

сибиреязвенный (антраксин)
	АГ
	Гидролизат вегетативных форм вакцинного штамма
	Выявление аллергии (ГЗТ) в аллергическом методе диагностики
	

	Аллерген 

туляремийный (тулярин)
	АГ
	Взвесь убитых нагреванием вакцинных микроорганизмов
	Выявление аллергии (ГЗТ) в аллергическом методе диагностики
	

	Продолжение  протокола

	 Название 

препарата
	Состав
	Способ 

получения 
	Показания к применению 
	Характер действия 
в организме 

	Аллерген 

бруцеллезный (бруцеллин)
	АГ
	Уксуснокислый гидролиз вакцинного штамма
	Выявление аллергии (ГЗТ) в аллергическом методе диагностики
	

	Бруцеллезный 

диагностикум
	АГ
	Из убитых бруцелл, подкрашенных метиленовым синим
	Обнаружение АТ в сыво-ротке крови, серологичес-кий метод, РА (Райта, Хеддльсона)
	

	Туляремийный 

диагностикум
	АГ
	Из убитых туляремийных микробов
	Обнаружение АТ в сыво-ротке крови (серологичес-кий метод,РА)
	

	Противочумная люминесцирующая сыворотка
	АТ, меченые флюорохромом
	Иммунизация животных убитыми микроорганизмами или компонентами их клеточной стенки
	Обнаружение АГ в исследуемом материале (экспресс-метод, РИФ)
	

	Люминесцирую-щая сибиреязвенная сыворотка
	АТ, меченые флюорохромом
	Иммунизация животных убитыми микроорганизмами или компонентами их клеточной стенки
	Обнаружение АГ в исследуемом материале (экспресс-метод, РИФ)
	

	Противочумный бактериофаг
	Живой вирус бактерий
	Получают из фильтрата фаголизата палочек чумы
	Обнаружение АГ в исследуемом материале (бактериологи-ческий метод, реакция фаготипирования; экспресс-метод, реакция фаголизиса)
	

	Чумная живая вакцина
	АГ
	Из живых микробов вакцинного штамма ЕV
	Профилактика по эпидпока-заниям
	Стимуляция иммуногенеза

	Туляремийная живая сухая накожная вакцина
	АГ
	Из живых микробов вакцинного штамма 
	Профилактика по эпидпока-заниям
	Стимуляция иммуногенеза

	Продолжение  протокола

	 Название 

препарата
	Состав
	Способ 

получения 
	Показания к применению 
	Характер действия 
в организме 

	Живая бруцеллезная вакцина
	АГ
	Из живых микробов вакцинного штамма B. abortus 19-ВА
	Профилактика по эпидпока-заниям
	Стимуляция иммуногенеза

	Бруцеллезная лечебная вакцина
	АГ
	Убитые нагреванием микробы B. abortus и B. melitensis
	Лечение больных с подострым и хроническим течением бруцеллеза в состоянии де- и субкомпенсации
	Стимуляция иммуногенеза, десенсибилизация

	Сибиреязвенная живая вакцина СТИ
	АГ
	Из живых микробов вакцинного штамма СТИ
	Профилактика по эпидпока-заниям
	Стимуляция иммуногенеза

	Противочумная сыворотка
	АТ
	Из крови лошадей, гипериммунизированных живой чумной вакциной 
	Лечение чумы
	Нейтрализация возбудителя и факторов патогенности

	Противочумный гамма-глобулин 
	АТ
	Из сыворотки крови лошадей, иммунизированных чумной вакциной 
	Лечение чумы
	Нейтрализа-ция возбуди-теля и факто-ров патогенности

	Противосибиреязвенный лошадиный глобулин
	АТ
	Из сыворотки крови лошадей, иммунизированных вакциной СТИ
	Экстренная профилактика и лечение сибирской язвы
	Нейтрализация возбудителя и факторов патогенности

	Сибиреязвенная сыворотка
	АТ
	Из крови лошадей, гипериммунизированных живой вакциной СТИ
	Экстренная профилактика и лечение сибирской язвы
	Нейтрализация возбудителя и факторов патогенности

	Противочумный бактериофаг
	Живой вирус  бактерий
	Фильтрат фаголизата палочек чумы
	Экстренная профилактика
	Лизис чумных бактерий



Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать АГ или АТ. 2. В графе «Показания к применению» для вакцины указать вид профилактики: плановая, по эпидпоказаниям; для сыворотки, иммуноглобулина - экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется. 3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – нейтрализация АГ (возбудителя; токсина); для вакцин – стимуляция выработки антител (иммуногенеза). 


Домашнюю работу преподаватель оценивает в конце занятия при приеме протоколов исследований. Оценка (цифра) за домашнее задание выставляется в журнале.

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

- Морфологические и биологические свойства возбудителей бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы. 

Используются таблицы «Иерсинии чумы», «Бациллы сибирской язвы. Окраска по Граму и Циль-Нильсену». Демонстрируется световая микроскопия колоний палочки сибирской язвы («львиная грива»). 

- Методы лабораторной диагностики и специфической профилактики чумы. 

Обратить внимание студентов на то, что чума является особо опасной инфекцией с коротким инкубационным периодом и быстрым распространением среди населения (высококонтагиозная инфекция). Требуется немедленная изоляция больных и установление карантина отдельно для первичных и вторичных контактов на срок инкубационного периода – 6 дней (до 12 дней у вакцинированных). Лабораторная диагностика чумы проводится непосредственно в очаге инфекции, куда выезжает лаборатория, используется биологический метод, бактериоскопический (микроскопия биологического материала), бактериологический, экспресс-диагностика – люминесцентная микроскопия, ПЦР и др. 

Используется таблица «Лабораторная диагностика чумы». Демонстрируются наборы препаратов для диагностики, профилактики и лечения чумы.  

- Методы лабораторной диагностики и специфической профилактики туляремии. 

Обратить внимание студентов на особенности диагностики туляремии у животных – биологический метод; у человека – биологический метод с последующим культивированием на искусственной питательной среде для получения чистой культуры (невозможность культивирования на питательных средах возбудителя сразу от больных людей); ранний метод диагностики – аллергическая проба - положительная с 2-5 дня болезни; важный метод лабораторной диагностики – серологический. Обратить внимание на высокую эффективность живой туляремийной накожной вакцины – продолжительность иммунитета до 10 лет.  

Используются таблица «Лабораторная диагностика туляремии», наборы ампульных препаратов для диагностики, профилактики туляремии.

С целью более полного усвоения студентами вопроса по лабораторной диагностике туляремии рекомендуется решить задачу:
При поступлении пациента в приемное отделение больницы врач отметил наличие у больного сухого кашля, увеличение печени и подмышечных узлов, которые были мало болезненны и имели четкие контуры. Был поставлен предварительный диагноз «туляремия». Однако при посеве содержимого бубона на желточную среду Мак-Коя чистую культуру Francisella tularensis не удалось выделить. Можно ли исключить туляремию? Как следует провести лабораторную диагностику?

Решение. В большинстве случаев F. tularensis выделить из клинического материала с помощью бактериологического метода невозможно. Для подтверждения диагноза «туляремия» необходимо использовать экспресс-метод (РИФ), биологический метод диагностики (биопроба на мышах или морских свинках), кожную аллергическую пробу (эффективна для ранней диагностики).
- Методы лабораторной диагностики и специфической профилактики бруцеллеза. 

Обратить внимание студентов на необходимость комплексного использования методов при диагностике бруцеллеза, так как результаты реакций могут быть разными в зависимости от стадии процесса (при остром, подостром и хроническом бруцеллезе); выделение чистой культуры  проводят в микроаэрофильных условиях в течение 30 суток, ГЧЗТ при бруцеллезе развивается к 3-ей - 4-ой неделе заболевания и сохраняется долго (до года и более). Поэтому положительная проба Бюрне у внешне здоровых людей может быть следствием протекающей скрыто инфекции или ранее перенесенного бессимптомного бруцеллеза, вызванного, например, видом В. bovis. Людей с положительной пробой Бюрне необходимо обследовать – взять кровь на гемокультуру, поставить реакцию Райта, Хеддельсона. Люди с положительной пробой Бюрне вакцинации не подлежат. 

Используются таблица «Лабораторная диагностика бруцеллеза», наборы ампульных препаратов для диагностики, профилактики и лечения бруцеллеза. 

- Методы лабораторной диагностики и специфической профилактики сибирской язвы. 

Обратить внимание студентов на особенности циркуляции возбудителя сибирской язвы в природе как спорообразующего микроба, на основные факторы патогенности бактерии – капсулу и экзотоксин; использование экспресс-диагностики (РИФ, ИФА), бактериоскопического (обнаружение капсулы), бактериологического (дифференциация от антракоидов), биологического и аллергического методов диагностики. 

Используются таблица «Лабораторная диагностика сибирской язвы», наборы препаратов для диагностики, специфической профилактики и лечения сибирской язвы. 

4. Методика проведения практической части занятия 


Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике чумы, бруцеллеза, сибирской язвы и туляремии. Преподаватель напоминает студентам о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, 

чума, сибирская язва)»  


Задача 1. Студентка сельскохозяйственного института возвратилась из района, неблагополучного по бруцеллезу среди сельскохозяйственных животных, где она проходила производственную практику. Обратилась к врачу с жалобами на лихорадку, боли в суставах, головные и мышечные боли. Учитывая эпиданамнез, была госпитализирована в инфекционную больницу с подозрением на бруцеллез. Было проведено комплексное бактериологическое, серологическое и аллергическое исследование. Реакция Бюрне оказалась сомнительной. Учтите результаты проведенных исследований. Поставьте реакцию Хеддельсона на стекле. Дайте диагностическую оценку полученным результатам. Оформите протокол исследования. 

Протокол  исследования:
Цель: Оценить результат лабораторной диагностики бруцеллеза и диагностическую ценность разных методов диагностики.

Бактериологический метод

	Материал от

больного
	Среда

для

посева
	Идентификация чистой культуры
	Вид бруцелл

	
	
	Морфоло-гия (рис.)
	рост на средах с
	Выделение

Н2S
	

	
	
	
	фуксином
	тионином
	
	

	Кровь
	Печеночный бульон
	1 вар*
	рост
	рост
	нет
	В. melitensis



	
	
	2 вар *
	рост
	нет роста
	Н2S
	B. abortus



	
	
	3 вар *
	нет роста
	рост
	Н2S
	B. suis



* рисунок: грамотрицательные коккобактерии.

Серологический  метод

	Материал от больного
	Название реакции
	Результаты реакции

	Сыворотка крови 
	Райта 

Хеддельсона
	1/800 

+  

(1 вар)

	
	Райта

Хеддельсона
	1/200 

+  

(2 вар)

	
	Райта

Хеддельсона
	1/100 

+   

(3 вар)


Аллергический  метод 

	Название 

реакции
	Название 

диагностического препарата
	Классификационная группа препарата
	Результат 

реакции

	Проба Бюрне 
	Бруцеллин 
	Аллерген
	сомнит.  (1 вар) -

	
	
	
	сомнит.  (2 вар) -

	
	
	
	сомнит.  (3 вар) -


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какой из используемых методов диагностики подтверждает диагноз бруцеллеза и почему? 2. Чем можно объяснить отрицательный результат аллергической пробы у обследуемого? У каких групп лиц может быть положительная реакция Бюрне?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат чистой культуры бруцелл; рост бруцелл на средах с фуксином, тионином и на образование сероводорода по потемнению фильтровальной бумаги, пропитанной раствором уксуснокислого свинца (полоска закладывается под пробку пробирки с ростом чистой культуры бруцелл на питательной среде); набор ингредиентов для проведения реакции Хеддельсона (сыворотка больного, бруцеллезный диагностикум, физиологический раствор, предметные стекла), набор пробирок с результатом развернутой реакции агглютинации Райта.  

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты, а также результат реакции Хеддельсона (по условию задачи), заполняет протокол и делает вывод: 

I вариант: Диагноз «Острая форма бруцеллеза» подтверждается бактериологическим методом – из крови выделена В. melitensis; серологическим методом: положительная качественная реакция на обнаружение антител в сыворотке (р. Хеддельсона) и обнаружение АТ в титре 1/800 реакцией Райта. Отрицательная проба Бюрне может быть в начале заболевания. Проба Бюрне может быть положительной у больных, вакцинированных, при скрытой форме инфекции. 


II вариант: Диагноз «Острая форма бруцеллеза» подтверждается бактериологическим методом – из крови выделена В. abortus; серологическим методом: «+» реакция Хеддельсона (обнаружение АТ в сыворотке крови) и обнаружение АТ в титре 1/200 реакцией Райта. Отрицательная проба Бюрне может быть в начале заболевания. Проба Бюрне может быть положительной у больных, вакцинированных, при скрытой форме инфекции. 


III вариант: Диагноз «Острая форма бруцеллеза» подтверждается бактериологическим методом – из крови выделена В. suis; серологическим методом: «+» реакция Хеддельсона (обнаружение АТ в сыворотке) и обнаружение АТ в диагностическом титре р. Райта (1/100). Отрицательная проба Бюрне может быть в начале заболевания. Проба Бюрне может быть положительной у больных, вакцинированных, при скрытой форме инфекции. 



Задача 2. В природном очаге появилось несколько случаев заболевания людей с подозрением на бубонную форму чумы. У одного из заболевших была проведена бактериоскопия содержимого бубона и посев на мясо-пептонный агар для выделения чистой культуры. В мазке, окрашенном метиленовым синим, обнаружены мелкие овоидные, биполярно окрашенные палочки. После суточного инкубирования посева рост на питательной среде не отмечался. Для подтверждения диагноза была взята кровь больного и проведена биологическая проба, сделан мазок-отпечаток из органов животного. Учтите результат биологической пробы, дайте диагностическую оценку полученным результатам. Оформите протокол.  

Протокол исследования: 

Цель: Оценить результат биологического метода диагностики при чуме и его диагностическую ценность.

	Материал 

от больного
	Метод 

диагностики
	Объект для 

оценки 

результатов 

исследования
	Результат 

микроскопии 

(рисунок)



	Содержимое

бубона


	Биологический
	Мазок-отпечаток 

органа белой 

мыши
	Синего цвета, овоидные, биполярно окрашенные мелкие палочки, на фоне клеток ткани животного (окраска метиленовым синим) 


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз чумы? Если да, то каким методом диагностики и почему? 2. Может ли отсутствие роста культуры палочки чумы на питательной среде быть связано с явлением лизогении или существованием некультивируемых форм? Ответ поясните). 


Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат (мазок-отпечаток органов белой мыши, окрашенный метиленовым синим).  

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:

1. Подтвержден диагноз «Чума. Бубонная форма», поскольку в мазке-отпечатке из органов погибшего животного, инфицированного содержимым бубона больного, обнаружены овоидные, биполярно окрашенные палочки, на фоне клеток ткани животного. Отсутствие роста Y.pestis на питательной среде может быть связано с лизогенией (при заражении культуры Y.pestis умеренным фагом культура не гибнет, но при активации умеренного фага происходит лизис микробной клетки) и некультивируемыми формами (у некультивируемых форм  Y.pestis снижен метаболизм).

Задача  3. В клинику поступил больной с предварительным диагнозом «Сибирская язва, кожная форма». В отделяемом карбункула микроскопическим методом обнаружены грамположительные палочки, расположенные единично, попарно или короткими цепочками, напоминающими бамбуковую трость. На чашке с МПА при посеве отделяемого карбункула выросли колонии, край которых напоминает львиную гриву. Для подтверждения диагноза была поставлена биологическая проба. Учтите результат биологической пробы, изучив микропрепарат из ткани погибшего лабораторного животного. Оформите протокол.  

Протокол   исследования: 

Цель: Оценить результат биологического метода лабораторной диагностики сибирской язвы.

	Материал от больного 
	Метод 

диагностики
	Объект 

для оценки 

результатов 

исследования
	Результат 

микроскопии 

препарата (рис.)
	Обнаруженный фактор

вирулентности



	Отделяемое 
карбункула
	Биологический
	Мазок-отпечаток 

органа 

белой 

мыши
	На красном (синем) фоне видны крупные, расположенные цепочкой палочки, окруженные бесцветной капсулой общей для всей цепочки   (окраска фуксином или метиленовым синим)
	Капсула


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтверждается ли диагноз сибирской язвы? Если да, то каким методом и почему? 2. С каким микробом-двойником следует дифференцировать возбудителя сибирской язвы?) 

Студентам выделяется следующий материал для учета результатов исследования: рост колоний сибиреязвенной культуры на среде с МПА («львиная грива»), учет под малым увеличением микроскопа; микропрепарат из ткани легкого с палочкой сибирской язвы, образующей капсулу. 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

1. Диагноз сибирской язвы подтверждается биологическим методом, так как при заражении животного материалом от больного (отделяемое карбункула) в ткани легкого погибшего животного обнаружены крупные стрептобациллы с капсулой. 

2. Возбудителя сибирской язвы нужно дифференцировать с антракоидами. 

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)» 

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

· Морфологические и биологические свойства бруцелл, палочек чумы и сибирской язвы, франциселл.

· Факторы вирулентности возбудителей зоонозных инфекций.

· Особенности циркуляции возбудителей зоонозных инфекций во внешней среде,  природный резервуар данных возбудителей.

· Диагностическая ценность различных методов диагностики зоонозных инфекций.

· Методы специфической профилактики и лечения зоонозов.  

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Умение оценить результаты бактериологического и серологического методов диагностики бруцеллеза, умение постановки реакции Хеддельсона на стекле.

· Умение оценить результаты биологического метода диагностики чумы, (микроскопия мазков-отпечатков органов белой мыши)

· Умение оценить результаты биологического метода диагностики сибирской язвы (микроскопия мазков-отпечатков, обнаружение фактора вирулентности – капсулы)

· Умение подобрать препараты для профилактики и лечения зоонозных инфекций.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики бруцеллеза (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение 

7.1. Хронокарта занятия «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)» 

	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                 ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Палочки чумы в органе (Y. pestis) 

2. Палочка сибирской язвы в органе (B. anthracis) 

3. Лабораторная диагностика чумы 

4. Лабораторная диагностика туляремии 

5. Лабораторная диагностика сибирской язвы 

6. Лабораторная диагностика бруцеллеза 

7. Эпидемиология инфекционного процесса 

7.3. Интеграция темы: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)»   

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы.
	Кафедра эпидемиологии: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы.

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы.

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы.

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бруцеллеза, чумы, туляремии, сибирской язвы.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)»    

При обсуждении темы рассказать об эпидемии чумы в произведении А.С. Пушкина «Пир во время чумы»; о гибели Джорджоне от чумы в возрасте 32 лет, не позволившей художнику дописать картину «Спящая Венера»; о гибели от чумы в возрасте почти 100 лет друга Джорджоне – Тициана, не успевшего завершить картину «Оплакивание Христа»; о вкладе в борьбу с чумой русского врача Д.С. Самойловича (Сущинского), написавшего «Чума – болезнь прилипчивая, но удобно обуздываемая и пресекаемая, и поэтому не должна быть для рода столь опасною, как ее изображают». Он был избран членом 12 зарубежных академий наук. Д. Самойлович вошел в историю как первый «охотник» за возбудителем чумы, работал на вспышках чумы в Москве (1771), Херсоне и Кременчуге (1784), Тамани (1796), Одессе (1797), Феодосии (1799) был главным доктором карантинного юга России (как тогда называли тких врачей). Он высказал идею создания искусственных прививок против этой инфекции. При обсуждении профилактики туляремии рассказать о подвиге Николая Акимовича Гайского и сотрудников его лаборатории, подвергших себя контрольному заражению вирулентным штаммом F. tularensis, чтобы убедиться в иммунологической эффективности и безвредности разработанного Н. А. Гайским вакцинного штамма № 15. Отметить, что независимо от Л. Пастера эффективную сибиреязвенную вакцину получил профессор Харьковского университета Л.С. Ценковский.

7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробиология зоонозных инфекций (бруцеллез, туляремия, чума, сибирская язва)»: 

1. Аксенова Л.Ю., Буравцева Н.П., Коготкова О.И. и др. Свойства живой сибиреязвенной антибиотикоустойчивой вакцины СТИ-ПР в процессе длительного хранения //Журн. микробиол., 2007. № 1. С. 34-37.

2. Арутюнов Ю. И., Мишанькин Б. Н., Ломов Ю. М., Кокушкин А. М. Некоторые особенности эпидемических проявлений чумы //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 1. С. 8-10.

3. Арутюнов Ю. И., Москвитина Э. А., Мишанькин Б. Н. Уроки эпидемиии чумы в Индии //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2004. № 6. С. 12-18.

4. Бургасов П.Н., Рожков Г.И. Сибиреязвенная инфекция. М., 1984 

5. Вертиев Ю.В. Бактериальные токсины: биологическая сущность и происхождение //Журн. микробиол., 1996. № 3. С.43-46 

6. Гордиенко А.В., Омельянова Г.А., Фоменко Л.Д. и др. опыт подготовки и проведения показательных тактико-специальных учений по чуме в г. Уссурийске  //Журн.микробиол., 2005. № 4. С. 112-114.

7. Дармов И.В., Лещенко А.А., Бывалов А.А. и др. Усовершенствование способа обнаружения и идентификации Bacillus anthracis с использованием сухих питательных сред //Клин. лаб. диагн., 2006. № 12. С. 35-38.

8. Дворецкий Л.И. Две незаконченные картины. Эпидемия чумы в Италии в XVI веке  //Инфекция и антимикробная терапия, 2003. № 2. С.-59-61. 

9. Домарадский И. В. Проблемы патогенности франсиселл //Журн.микробиол., 2005. № 1. С. 106-110.

10. Домарадский И.В. Чума. М., 1998. 

11. Еременко Е.И., Цыганкова О.И., Рязанова А.Г., Цыганкова Е.А. Прорастание спор возбудителя сибирской язвы //Журн.микробиол., 2006. № 1. С. 72-74.

12. Кулаков Ю.К., Желудков М.М. Молекулярные основы персистенции бруцелл //Журн.микробиол., 2006. № 4. С. 72-77.

13. Литвин В.Ю. Механизмы устойчивого сохранения возбудителя чумы в окружающей среде (новые факты и гипотезы) //Журн.микробиол.,1997. № 4. С.26-35

14. Марамович А.С. и соавт. Чума в Китае. Опасность заноса в регионы Сибири и Дальнего Востока //Журн.микробиол., 2008. № 1. С.95-99.         

15. Нерсесов, Цихистава Ш.Г. О механизмах существования Yersinia pestis в природе //Журн.микробиол., 1997. № 1. С.102-106

16. Охапкина В.Ю., Дармов И.В., Шабалин Б.А. Иммунопрофилактика бруцеллеза у людей //Эпидемиол. и инф. болезни, 2007. № 3. С. 51-55.

17. Попов П.Н., Павлова О.М., Санникова И.В. диагностическая значимость иммунологических показателей при остром и хроническом бруцеллезе //Медицинский вестник Северного Кавказа, 2007. № 2. С.34-37. 

18. Супотницкий М.В. Микроорганизмы, токсины и эпидемии. М., Вузовская книга, 2000. 376с.

19. Федорова В.А., Девдариани З.Л. Механизм взаимодействия Yersinia pestis с эритроцитами и его значение для патогенеза чумы //Вестник РАМН, 2007. № 1. С.13-21 

20. Черкасский Б. Л. Сибирская язва в России в конце XX века //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2004. № 3. С. 6-8.

21. Шабалин Б.А,, Охапкина В.Ю., Гаврилова Л.Б., Саяпина Л.В. Экспериментальное изучение эффективности лечебной бруцеллезной вакцины //Журн.микробиол., 2007. № 2. С. 38-43.
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ЗАНЯТИЕ   12
1. Тема занятия: «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов» 

2. Цель занятия:
-  Изучить морфобиологические особенности риккетсий и хламидий  (1 уровень усвоения). 

-  Изучить патогенез риккетсиозов и хламидиозов, особенности формирования  иммунитета (1 уровень усвоения).

- Освоить навыки оценки результатов микробиологических исследований при проведении лабораторной диагностики риккетсиозов и хламидиоозов (3  уровень усвоения).

- Уметь выбрать препараты для специфической профилактики и терапии риккетсиозов (1 уровень усвоения).      

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины,  и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы занятия
Преподаватель называет тему и цель занятия. Указывая на актуальность изучения данной группы инфекций, преподаватель обращает внимание на  то, что сыпные тифы относятся к группе особо опасных инфекций, имеющих выраженную социальную зависимость. Здесь можно привести примеры эпидемий сыпного тифа в периоды 1-й и 2-й Мировых войн. Также  в связи с высокой заболеваемостью и тяжелыми социальными последствиями (слепота, утрата фертильности) определяется актуальность хламидиозов. 

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов.
3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и  заполнить учебную таблицу по основным знаниям микробиологии риккетсиозов и хламидиозов.
	Риккетсиоз
	Возбуди-тель

(лат.)
	Источник инфекции
	Пере-носчик
	Пути передачи
	Методы диагностики

	1. 1.Эпидемический сыпной тиф  


	R. prowa-zekii

	Человек


	Платяная вошь


	Трансмис-сивный


	1.Бактериоло-гический

2.Сероло-гический



	2. 2. Эндемический сыпной тиф

3. 
	R. typhi


	Грызуны


	Крысиная блоха


	Трансмис-сивный


	1,2 + биопроба



	4. 3. Ку-лихорадка
	C.burneti
	Дикие и домашние животные, клещи
	Клещи
	Трансмис-сивный, аэроген-ный, алиментар-ный
	1,2 + аллергический


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнал. 

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

          
- Морфобиологические особенности риккетсий. При обсуждении этого вопроса обратить внимание на дуализм риккетсий, выявить сходные признаки, сближающие их с вирусами и бактериями, а также характерные свойства, позволяющие выделить риккетсии в самостоятельную группу. Целесообразно использовать таблицу «Морфология риккетсий» .

      
- Классификация и таксономия риккетсий. При обсуждении этого вопроса обязательно использовать таблицу «Классификация риккетсий и риккетсиозов». Необходимо вспомнить вклад П.Ф.Здродовского в изучение проблемы риккетсиозов.

     
- Эпидемиология риккетсиозов. При обсуждении этого вопроса целесообразно использовать таблицу «Классификация риккетсий и риккетсиозов». Обратить внимание на значение антропонозных и зоонозных риккетсиозов.  Следует акцентировать внимание студентов на социальные предпосылки для развития сыпнотифозной эпидемической ситуации – войны, снижение материального и культурного уровня населения, массовое распространение переносчиков инфекции. 

    
- Патогенез риккетсиозов. При обсуждении этого вопроса выделяются главные звенья патогенетического процесса, связанные с внутриклеточным паразитированием возбудителя в клетках эндотелия сосудов микроциркуляторного русла и формированием токсического компонента.

      
- Лабораторная диагностика риккетсиозов. Целесообразно использовать таблицу «Лабораторная диагностика риккетсиозов» . Выясняются вопросы алгоритма проведения лабораторной диагностики: значение биопробы для диффференциации зоонозных и антропонозных риккетсиозов и ведущая роль серологических методов исследования. Указывается возможность использования аллергической пробы в диагностике Ку-лихорадки.    
           

 
- Профилактика  риккетсиозов. При обсуждении этого вопроса, наряду с указанием препаратов для специфической профилактики риккетсиозов, следует перечислить основные противоэпидемические мероприятия: соблюдение санитарно-гигиенических норм, дезинсекция, дератизация и др. 

    
- Микробиология хламидиозов. Кратко определяются морфо-биологические особенности хламидий, уникальность их жизненного цикла. Следует назвать основные группы хламидиозов: урогенитальные, орнитоз, трахома, пневмохламидиозы и их возбудителей. Обратить внимание студентов на применение в лабораторной диагностике хламидиозов современных методов: РИФ, ИФА, ПЦР.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических ситуационных задач по теме.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов»
         Задача 1.  В  клинику поступил больной с высокой температурой и пятнисто-петехиальной сыпью по всему телу. Болен 7-й день. Был поставлен предварительный диагноз: "Сыпной тиф". Для установления этиологического диагноза кровь больного была направлена в лабораторию для выявления специфических антител в реакции связывания комплемента. Оцените результаты. Сделайте вывод.

Протокол  исследования:

Цель: Освоить навык оценки и определить диагностическую ценность результатов РСК в серологической диагностике сыпного тифа.

	                         Разведение     

                         сыворотки

Антигены
	1/100
	1/200
	1/400
	1/800
	1/1600
	К

	1. Р.Провачека

2. Р.Музера
	+

+ (отсутствие ге-молиза)
	+

-
	+

-
	+

-
	-

-
	-

-

(гемо-лиз)


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Удалось ли поставить этиологический диагноз? Какие противоэпидемические мероприятия необходимо провести в очаге инфекции?)

Студенту предлагается следующий материал: штатив с двумя рядами пробирок, в которых, в зависимости от диагностикума и разведения сыворотки, видно наличие  или отсутствие гемолиза. 1-й ряд – диагностикум р.Провачека – антитела обнаружены в титре 1/800, 2-й ряд –диагностикум р.Музера – антитела обнаружены в титре 1/100.

Решение задачи. Студент учитывает результат исследований, заполняет протокол и делает вывод: «Диагноз «Эпидемический сыпной тиф» подтвержден на основании типичной клиники и обнаружения специфических антител  к диагностикуму р. Провачека в высоком титре (1/800). Антитела к р.Музера в низком титре (1/100) обнаружены за счет наличия у риккетсий общих групповых антигенов». 

Задача 2. Больной 60 лет поступил в клинику на 5-й день болезни с температурой 390 С, спутанным сознанием, сыпью по всему телу. Родственники указывают на перенесенный в молодости сыпной тиф. Был поставлен предварительный  диагноз "Болезнь Брилля,  рецидив". Для подтверждения диагноза  кровь больного была направлена в лабораторию для определения антител в реакции пассивной гемагглютинации. Оцените результаты. Сделайте вывод.      

Протокол  исследования: 

Цель: Оценить диагностическую ценность РПГА в серологической диагностике болезни Брилля.

	                    Разведение

                     сыворотки

Антигены
	1/250
	1/500
	1/1000
	1/2000
	/4000
	К

	Р.Провачека

Р. Музера
	+

-
	+

-
	+

-
	+

-
	-

-
	-

-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвержден ли предварительный диагноз? Почему? Какие дополнительные исследования Вы предложили бы для окончательного подтверждения диагноза?)

Студенту предлагается следующий материал для оценки результатов исследования: планшет с двумя рядами лунок, в которых, в зависимости от диагностикума  и разведения сыворотки,  видно наличие гемагглютинации или осадок эритроцитов в виде «пуговки». 1-й ряд – диагностикум р. Провачека – антитела обнаружены в титре 1/2000; 2-й ряд – диагностикум р. Музера – антитела не обнаружены.

Решение задачи.  Преподаватель обращает внимание на указание к методике выполнения работы в «Руководстве к практическим занятиям..» о том, что РПГА при сыпном тифе позволяет отличить активную форму болезни и ближайшую реконвалесценцию, при которых бывает положительной в разведении 1:1000 и более, от ранее перенесенного заболевания. Студент     учитывает результаты исследований, заполняет протокол, делает вывод:  «Предварительный диагноз «Болезнь Брилля.Рецидив» может быть подтвержден на основании обнаружения высокого титра антител (1/2000) к диагностикуму р.Провачека, соответствующей клиники и данных анамнеза, но для  окончательного решения вопроса необходимо провести определение класса специфических иммуноглобулинов. Обнаружение IgG подтвердит предварительный диагноз».    

Задача 3.  При дифференциальной диагностике венерического заболевания (клинические проявления уретрита, эпиданамнез) у больного были сделаны мазки из уретры на обнаружение хламидий. Проведена РИФ. Оцените результаты исследования. Сделайте вывод.

Протокол  исследования:

Цель: Оценить диагностическую значимость РИФ в лабораторной диагностике хламидиозов.

	Исследуемый материал
	Метод диагностики
	Диагностический препарат
	Результат исследования

(Рис.)

	Мазок из уретры
	Микроскопии-ческий  - РИФ (экспресс-диагностика).
	Иммунная противохламидийная сыворотка, меченая флюорохромами.
	Во все поле зрения клетка- эпителиоцит с темно-бордовым крупным ядром, на фоне которого и в цитоплазме видны небольшие округлые элементарные тельца хламидий с ярким зеленовато-голубым свечением.




Вывод: (Ответить на вопросы: По какому признаку можно судить о наличии в исследуемом материале хламидий? Какие методы диагностики можно использовать для  определения вида хламидий?)  

Студенту предлагается рассмотреть нативный мазок  из исследуемого материала больного хламидийной инфекцией с использованием люминесцентной микроскопии. При микроскопии в мазке на фоне темно-бордового ядра клетки четко видны небольших размеров округлые элементарные тельца хламидий, которые распознают по яркому зеленовато-голубому свечению.  

Решение задачи.  Студент учитывает результат исследования, заполняет протокол и делает вывод: « Хламидии в исследуемом материале от больного обнаружены по специфическому зеленовато-голубому свечению. Для определения вида хламидий можно использовать бактериологический и косвенно серологический методы».

Задание 4. Изучить специфические препараты для  профилактики риккетсиозов.

Протокол  исследования:

Цель: Выбрать препараты для специфической профилактики риккетсиозов
	№

п/п
	Название
	Состав
	Способ

получения
	К какой группе относится
	Показания к применению

	1.
	Вакцина Е сыпноти-фозная живая


	Живые авирулент-ные рик-кетсии Провачека


	Селекция авирулент-ного штамм-ма р.  Про-вачека


	Профилакти-ческие препараты


	Профилактика по эпидпоказаниям



	2.
	Вакцина сыпноти-фозная химическая


	Раствори-мый анти-ген виру-лентных  р. Провачека


	Химический способ из 

р. Провачека


	Профилакти-ческие препараты


	Профилактика по эпидпоказаниям



	3.
	Вакцина М-44 живая


	Аттенуированный штамм С.burneti

	Ослабление  вирулентных штаммов С.burneti
	Профилакти-ческие препараты   
	Профилактика по эпидпоказаниям




   
Студенту предлагается изучить аннотации к специфическим  лечебно-профилактическим препаратам при риккетсиозах из соответствующего раздела «Руководства к практическим занятиям по медицинской микробиологии, вирусологии и иммунологии», аннотации даны в пособии для практических работ. 

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать АГ или АТ.  2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина - плановая, по эпидпоказаниям, если сыворотка, иммуноглобулин - экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется.

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 
1. Морфологическое и биологическое своеобразие риккетсий. Особен-

ности культивирования.

2. Классификация риккетсиозов по П.Ф.Здродовскому.

3. Патогенез основных риккетсиозов.

4. Лабораторная  диагностика сыпных тифов, Ку-лихорадки, пятнистых 

лихорадок. 

5. Специфическая профилактика риккетсиозов.

6. Неспецифические противоэпидемические мероприятия при риккет- 

сиозах. 

7. Хламидии, морфобиологические свойства.Патогенез хламидиозов. Лабораторная диагностика хламидиозов. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:

1.Освоить навыки оценки результатов серологической диагностики сыпных тифов.

2. Определить диагностическую ценность серологического исследования в
дифференциальной диагностике болезни Брилля 

3. Освоить навыки оценки результатов РИФ и определить ее  диагностическую значимость в лабораторной диагностике хламидиозов.

4. Определить показания к применению препаратов для специфической диагностики и профилактики риккетсиозов. 

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание: в тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу (см. п. 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов» (3 астрономических часа)
	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тема,цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Обсуждение вопросов студентов по теме занятия.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв.
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов.
	90

	8.
	Заключительный контроль.
	30

	
	                                                                        ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Учебные таблицы и стенды:

· Морфология риккетсий

· Классификация риккетсий и риккетсиозов

· Лабораторная диагностика риккетсиозов

· Лабораторная диагностика хламидиозов

· Принципы и методы лабораторной диагностики инфекционных болезней

7.3. Интеграция темы «Микробиология  риккетсиозов и хламидиозов»

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика и специфическая профилактика риккетсиозов  
	Кафедра инфекционных болезней: эпидемиология, патогенез и лабораторная диагностика риккетсиозов

	2. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика хламидиозов.
	Кафедра дерматовенерологии:    эпидемиология, патогенез, лабора-торная диагностика хламидиозов.

Кафедра акушерства и гинекологии: лабораторная диагностика урогенитальных хламидиозов  


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов»
При обсуждении вопросов классификации риккетсий и риккетсиозов можно рассказать о личности П.Ф.Здродовского. Обсуждая материал по  эпидемиологии сыпных тифов, целесообразно затронуть вопросы, имеющие воспитательное значение: роль вшей как переносчиков, эпидемическое значение очагов педикулеза, повышение материального благосостояния людей и культурного уровня общества, как факторов, способствующих  ликвидации заболевания. Возможно использовать исторические примеры борьбы с сыпным тифом в первые годы Советской власти: «Или вши победят социализм, или социализм – вши», а также в годы Великой Отечественной войны. В Оренбургской области сыпной тиф был побежден всего за 2 года 1919-1921гг путем открытия дешевых бань и бесплатной раздачи мыла населению.          

7. 5. Литература для преподавателей по теме «Микробиология риккетсиозов и хламидиозов»:
1. Здродовский П.Ф., Голиневич Е.М. Учение о риккетсиях и риккетсиозах. Медгиз, 1972.

2. Лобан К.М., Лобзин Ю.В., Лукин Е.П. Риккетсиозы человека. М. СПб., 2002.   

3. Рудаков Н.В. Таксономия, экология и эволюционные связи риккетсий //Вестник РАМН, 2008. № 7. С.10-15.

4. Тарасевич И.В. Экология риккетсий и эпидемиология риккетсиозов //Вестник РАМН, 2008. № 7. С.5-10.

5. Фетисова Н.Ф., Гафарова М.Т. Эколого-эпидемиологические аспекты коксиеллеза //Вестник РАМН, 2008. № 7. С.15-19.

ЗАНЯТИЕ     13

1. Тема занятия: «Микробиология  спирохетозов»

2. Цель занятия:

- Изучить  морфологические особенности  возбудителей спирохетозов (1 уровень усвоения) .

      
- Изучить  патогенез сифилиса и лептоспироза (1 уровень усвоения). 

      
- Освоить методы лабораторной диагностики спирохетозов и овладеть навыками оценки результатов микробиологических  исследований (3 уровень усвоения).

     
 - Научиться решать практические задачи по специфической терапии и профилактике спирохетозов (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: Преподаватель решает с группой организационные вопросы, касающиеся учебной дисциплины,  и устанавливает сроки ликвидации имеющихся задолженностей.

3.2. Формулировка темы занятия
Преподаватель называет тему и цель занятия. Указывая на актуальность изучения данной группы инфекций, преподаватель обращает внимание на социальное значение сифилиса и на эндемичность лептоспироза для Оренбургской области.

3.3.  Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию.  Преподаватель отвечает на вопросы студентов.
3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
         Студентам для домашней работы дано письменное задание: составить и  заполнить учебную таблицу по основным знаниям микробиологии спирохетозов. 
	Инфекция
	Возбуди-тель (лат.)
	Морфологические 
отличия (рис.)
	Источник 

инфекции

(переносчики)
	Методы

диагностики

	Сифилис
	Treponema pallidum
	8-12 равномерных завитков.

Слабое розоватое окрашивание по Романовскому-Гимзе 
	Человек
	Микроскопичес-кий, серологический

	Лепто-спироз
	Leptospira interrogans
	До 20 равномерных первичных завитков, вторичные концевые завитки; форма в виде букв С или S;

Розовое окрашивание по Романовскому-Гимзе  
	Широкий круг домашних и диких животных
	Микроскопичес-кий, бактерио-логический, биологический, серологический.

	Болезнь Лайма        
	Borrelia burgdorferi
	3-5 неравномерных завитков;

Бордово-фиолетовое окрашивание по Романовскому-Гимзе
	Широкий круг домашних и диких животных

(иксодовые клещи)
	Серологический, микроскопичес-кий (РИФ), ПЦР


3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала
    
Преподаватель ставит перед студентами и обсуждает с ними следующие вопросы:

  
- Этиология спирохетозов: патогенные виды спирохет. При обсуждении этого вопроса следует отметить общие морфобиологические свойства спирохет и, используя таблицу или рисование на доске, выяснить дифференцирующие признаки, определяющие видовые различия спирохет.  

      
-  Особенности культивирования спирохет. При обсуждении этого вопроса следует отметить трудность культивирования Treponema pallidum,  Leptospira interrogans  и обосновать в связи с этим возможность использования бактериологического метода  в лабораторной диагностике сифилиса и лептоспироза.

- Патогенность и устойчивость спирохет во внешней среде. 

     
- Эпидемиология спирохетозов. При обсуждении вопросов эпидемиологии сифилиса необходимо указать на роль социального фактора в формировании и распространении заболеваемости, а также на связь путей передачи инфекции с  клиническими проявлениями (периодами патогенеза) болезни.  При выяснении особенностей эпидемического процесса при лептоспирозе следует  вспомнить   основной атрибут зоонозных инфекций – природную очаговость и указать на эндемичность этого заболевания для нашей области.

   
 - Патогенез сифилиса. При обсуждении этого вопроса требуется четко определить периодичность патогенетических изменений в организме больного сифилисом и соответствие им основных периодов клинического течения  заболевания. При этом следует избегать излишней  клинической детализации, фиксируя внимание студентов на особенностях исследуемого материала в определенные периоды инфекции. 

      
- Лабораторная диагностика сифилиса. Важно при обсуждении этого вопроса обратить внимание студентов на  зависимость применяемых принципов и методов лабораторной диагностики от периодов клинического течения заболевания, которые будут определять как выбор исследуемого материала, так и выбор метода диагностики. Здесь же определяется значение серологических исследований в зависимости от их специфичности. При ответах студентов используются учебные таблицы.

     
 - Иммунитет. Профилактика сифилиса. Следует выяснить особенности иммунитета при сифилисе,  его прогностическое и эпидемическое значение. Важно определить значение мероприятий неспецифической и социальной профилактики сифилиса.

      
- Лабораторная диагностика лептоспироза. При обсуждении этого вопроса оговаривается доступность проведения методов лабораторной диагностики, относящихся к первому принципу, только для специализированных лабораторий.  Обращается внимание на усиление информативности серологических исследований при использовании метода парных сывороток.

      
- Иммунитет и специфическая профилактика лептоспироза. Обсуждаются показания к назначению специфических лечебно-профилактических препаратов.

      
- Болезнь Лайма. Обсуждаются особенности эпидемиологии заболевания- зооноз с широким диапазоном поражаемых хозяев, дифференциальной диагностики со сходными по клинике ревматическими поражениями сердечно-сосудистой и опорно-двигательной систем. Обращается внимание на трудности при проведении микроскопической диагностики и ведущую роль серологических и современных (ПЦР) методов исследования.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения практических ситуационных задач по теме.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология спирохетозов»

Задача 1. В женскую консультацию обратились 2 беременные женщины (А. и С.) с жалобами на сыпь. Кровь женщин была отправлена для постановки реакции Вассермана и РСК. Оцените результаты исследования. Оформите протокол.

Протокол  исследования:

Цель: Оценить диагностическую ценность реакции Вассермана и РСК в серологической диагностике сифилиса. 

	ФИО

женщин
	Исследу-емый

материал
	Р. Вассермана
	Р  С  К
	Отли чия РВ от 

РСК

	
	
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	К
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	К
	

	А.

С.
	Сыво-ротка крови
	+

+

(от-сутствие гемолиза)

	+

+
	+

+
	+

+
	-

-

(Ге-мо-лиз)
	-

+
	-

+
	-

+
	-

+
	-

-
	1.

2.

3.


Графа «Отличия РВ от РСК»: 1. Использование в РВ неспецифического кардиолипинового антигена; 2. Выявление при постановке РВ неспецифических антилипидных антител; 3. По механизму  реакции в первой фазе: РВ- реакция микропреципитации, РСК – реакция лизиса. 

Вывод: (Ответить на вопросы: 1. У кого из женщин подтверждается диагноз  сифилиса и почему?   2. Можно ли определить стадию заболевания, 

по  каким признакам? 3. Объясните положительный результат реакции 

Вассермана у здоровой беременной женщины).

Студенту предлагается следующий материал для оценки результатов исследования: штатив с двумя рядами пробирок, в которых в соответствующих разведениях видно отсутствие или наличие гемолиза. 1-й ряд: исследование сыворотки крови беременной А. Здесь реакция Вассермана во всех разведениях положительна (отсутствие гемолиза), а  РСК во всех разведениях отрицательна (наличие гемолиза). 2-й ряд пробирок соответствует анализу беременной С: положительная реакции Вассермана и РСК во всех разведениях (отсутствие гемолиза).

Решение задачи. Студент определяет различия в реакциях Вассермана и РСК и диагностическую значимость их  результатов. Студент учитывает результаты исследований, заполняет протокол, в котором отмечает также различия реакций Вассермана и РСК, и делает вывод: « Диагноз «Сифилис» подтвержден у беременной С. на основании обнаружения у нее в сыворотке крови как неспецифических липидных изменений (+RW), так и специфических противотрепонемных антител (+РСК). Наличие  сыпи как клинического симптома позволяет предположить у нее вторичный сифилис. Положительный результат неспецифической реакции Вассермана у беременной А. возможен за счет изменения липидного обмена при беременности, а сыпь может быть следствием другой причины (например, аллергии)».

Задача 2. В клинику  поступил больной с лихорадочным заболеванием на 8-й день болезни. Местность, где проживал больной, неблагополучна по 

лептоспирозу.  У больного была дважды взята кровь – в момент поступления           и через неделю, – и направлена на исследование для определения специфи-

ческих антител с диагностикумом L. interrogans в реакции связывания  комплемента.

Протокол  исследования:

Цель: Оценить диагностическую значимость серологического метода в диагностике лептоспироза.

	Сроки 

взятия 

сыворотки больного
	Разведение  сыворотки

	
	1/400
	1/800
	1/1600
	1/3200
	К

	 8-й  день 

15-й день
	-

+
	-

+
	-

+
	-

-
	-

-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Подтвержден ли диагноз лептоспироза? 2.Обоснуйте диагностическую значимость проведенного исследования).

Студенту предлагается для оценки результатов исследования следующий материал: штатив с двумя рядами пробирок, в которых в зависимости от разведения и дня исследования видно наличие или отсутствие гемолиза. 1-й ряд соответствует постановке РСК на 8-й день заболевания – наличие гемолиза  во всех разведениях (антитела не обнаружены). 2-й ряд- РСК проведена на 15-й день: отсутствие гемолиза в разведениях сыворотки 1\400, 1\800, 1\1600 (обнаружены антитела в титре 1\1600).

Решение задачи. Студент  должен отметить относительность серологического метода диагностики. Вместе с тем, при определении антител в динамике и значительном увеличении их титра  исследование приобретает абсолютное значение для подтверждения диагноза. Студент учитывает данные исследования, заполняет протокол, делает вывод « Диагноз «Лептоспироз» подтвержден на основании обнаружения нарастания титра антител в парных сыворотках с 8-го по 15-й день заболевания».

Задача 3. В местности, эндемичной по лептоспирозу, после купания в пруду 3 ребенка заболели, был подтвержден диагноз "Лептоспироз". Какой из специфических препаратов Вы предложите для лечения детей? Какой специфический препарат и кому следует назначить для улучшения эпидемической ситуации?    

Протокол  исследования:

Цель: Выбрать препараты для  специфической профилактики и терапии  лептоспироза.

	Название препарата
	Состав
	Способ 

получения
	Механизм действия
	Показания к

назначению

	1.Иммуно-глобулин противолептоспирозный  
	Антитела против лептоспир 6 серогрупп   
	Из сыворотки имунизированных  животных  
	Пассивный 

иммунитет


	Лечение больных лептоспирозом 

старше 8 лет



	2. Вакцина лептоспирозная инактивиро-ванная
	Смесь инактивированных культур лептоспир 4 серо- групп АГ   
	Инактивация нагреванием культур 
лептоспир
	Активный 

иммунитет
	Профилактика по эпидпоказаниям у взрослых и детей 

с 7 лет




Студенту предлагается изучить аннотации к специфическим лечебно-профилактическим препаратам при лептоспирозе из соответствующего раздела «Руководства к практическим занятиям по медицинской микробиологии, вирусологии и иммунологии», аннотации даны в пособии для практических работ.

Следует обратить внимание студента на правильность заполнения протокола данной работы. 1. В графе «состав» указывать АГ или АТ.  2. В графе «Показания к применению» указать вид профилактики: если препаратом является вакцина - плановая, по эпидпоказаниям, если сыворотка, иммуноглобулин - экстренная профилактика, лечение; если препарат диагностический – указать метод диагностики, где он используется.. 3. В графе «характер действия в организме» указать для сывороток, иммуноглобулинов – нейтрализация АГ (возбудителя; токсина); для вакцин – стимуляция выработки антител. Для выполнения данной работы достаточно заполнения 3-4 препаратов разных типов. 

  
Решение задачи. Студент изучает аннотации к препаратам,  заполняет протокол и делает вывод:  «Для специфической терапии следует применить лептоспирозный гамма-глобулин.
Специфическую профилактику лептоспироза по эпидемическим показаниям следует  осуществить населению данной местности с использованием лептоспирозной вакцины».

5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология спирохетозов»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен  найти ответы на следующие вопросы:

1. Этиология, эпидемиология и патогенез сифилиса. 

2. Методы лабораторной диагностики сифилиса в различные периоды 

заболевания. 

3. Механизм реакции Вассермана, ее отличие от РСК. 

4. Лептоспироз. Этиология, эпидемиология, лабораторная диагностика 

5. Специфическая терапия и профилактика лептоспироза.

6. Болезнь Лайма. Этиология, эпидемиология, лабораторная диагностика


6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения:

1. Овладеть навыком оценки результатов серологической диагностики сифилиса и лептоспироза. 

2. Оценить диагностическую ценность РСК и р. Вассермана по резуль- 

татам серологической диагностики сифилиса 

3. Умение выбрать препарат для специфической терапии и профилактики лептоспироза.

6.3. Студенту предлагается дома выполнить письменное задание: в тетради для практических занятий составить и заполнить таблицу (см. пункт 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта   занятия   «Микробиология спирохетозов» 
(3 астрономических часа)

	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы
	5

	3.
	Обсуждение вопросов студентов по теме занятия.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв.
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов.
	90

	8.
	Заключительный контроль.
	30

	
	                                                                     ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

Учебные таблицы и стенды:

· Морфология патогенных спирохет

· Лабораторная диагностика сифилиса
· Динамика антител в различные периоды сифилиса
· Лабораторная диагностика лептоспироза
· Принципы и методы лабораторной диагностики инфекционных болезней
 7.3. Интеграция темы «Микробиология спирохетозов»  

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов 
на других кафедрах

	1. Этиология,эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика сифилиса.
	Кафедра дерматовенерологии: 

этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика сифилиса.    

	2.Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика лептоспироза.
	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика лептоспироза.       

	3.Патогенез,патанатомия сифилиса. 
	Кафедра патанатомии: патологоанатомические изменения в организме в различные периоды сифилиса.

	4. Этиология, эпидемиология, лабораторная диагностика болезни Лайма
	Кафедра госпитальной терапии: дифференциальная диагностика болезни Лайма. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы «Микробиология спирохетозов»

При обсуждении вопросов эпидемиологии сифилиса можно привести цифры роста заболеваемости в современных условиях, обосновать темпы развития эпидемической ситуации, соотнеся их с социальными предпосылками – ростом безработицы, проституции, алкоголизма, наркомании и особенно снижением морально-нравственных критериев в молодежной среде. Рассказать студентам о наблюдательности, незаурядном уме, таланте и упорном труде, позволившим немецкому протозоологу Шаудину Ф. сделать величайшее открытие ХХ века – открыть возбудитель сифилиса.

7.5. Литература для преподавателей по теме «Микробиология спирохетозов»:

1. Бернасовская.Е.П. и др. Лептоспироз. Киев, 1989.

2. Коротяев А.И., Бабичев С.А. Медицинская микробиология, иммунология и вирусология. СПб., 1998. 

3. Маянский А.Н. Микробиология для врачей (Очерки патогенетической микробиологии). Нижний Новгород, 1999.

4. Милич М.В. Эволюция сифилиса. 1987.

5. О совершенствовании серологической диагностики сифилиса. Приказ № 87. М., МЗ РФ, 2001. 

6. Оркин В.Ф., Завьялов А.И. К 100-летию открытия сифилиса //Журн.микробиол. 2006. № 6. С.106-107.

7. Родионов А.Н. Сифилис. СПб, 1997. 

ЗАНЯТИЕ    14  

1. Тема занятия: «Микробная экология»
2. Цель занятия: 

· Изучить формы симбиоза микроорганизмов, паразит-хозяинные взаимодействия (1 уровень усвоения). 
· Овладеть основными методами выявления патогена в смешанных инфекциях (3 уровень усвоения). 

· Изучить особенности взаимодействий про- и эукариот на модели экспериментальной инфекции (2 уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: посещаемость лекций, практических занятий, отработка пропусков и академической задолженности. 

3.2. Формулировка темы и цели занятия
Проблема симбиоза – одна из важнейших в современной биологической науке. Симбиоз как форма сосуществования неродственных организмов представляет собой фундаментальное явление, характеризующее состояние живой природы. Само понятие «симбиоз» - «живущие вместе» - не несет разграничительной функции (польза или вред) для организмов. Симбиотические ассоциации – одна из загадок природы и ключевой вопрос в ней – механизмы симбиотических взаимоотношений. 
 Изучение структурных особенностей симбиотической системы выявило ее многокомпонентность: макропартнер – хозяин (человек, животные, растения, микроорганизмы), своеобразный центр формирования специализированных сообществ микроорганизмов (обязательное наличие), стабильный доминантный микросимбионт с его мутуалистической направленностью в отношении хозяина и, наконец, ассоциативные микросимбионты, поддерживающие или разрушающие симбиоз в целом. 

 Изменение парадигмы симбиоза на современном этапе способствовало появлению термина «ассоциативный симбиоз». Какой же смысл вкладывается в это понятие?

 Ассоциативный симбиоз – это многокомпонентная интегральная система, включающая хозяина в качестве макропартнера, стабильный доминантный микросимбионт и минорные ассоциированные микросимбионты с разнонаправленными воздействиями, определяющими формирование, стабильность существования и продуктивность симбиоза в целом. 

 Важное значение в микробной экологии человека имеет исследование биоценозов в организме человека. Независимо от биотопа организма, как правило, хозяин (макросимбионт) имеет стабильную доминантную микрофлору, выполняющую важнейшую хелперную функцию для формирования колонизационной резистентности организма.  Эта доминантная микрофлора прекрасно адаптирована к конкретному биотопу человека, и ее видовой состав определяют экологические условия, «разрешающие прописку» нормофлоре. Синергидные функции доминантного микросимбионта для партнера-хозяина, включающие на примере кишечной микрофлоры антагонизм в отношении бактерийных патогенов, синтез витаминов группы В, иммуномодулирующий эффект, детоксицирующее действие анаэробов, - это микробные слагаемые колонизационной резистентности организма. Включение в этот симбиоз бактерий-ассоциантов может иметь разные последствия для гомеостаза хозяина. В одном случае – это безусловно усиление его нормофлоры, а следовательно, его защита. В другом – антагонизм ассоциантов и последующая интерференция (вытеснение) доминантного микросимбионта, формирование так называемого дисбиоза, крайне нежелательного для хозяина, с вытекающими последствиями.

 Естественно, эти моменты могут иметь важное значение в выяснении причинно-следственных связей между микробным миром и патологическими состояниями человека. Это прекрасная «платформа», на которой, можно не сомневаться, будут выявлены «новые» возбудители «старых» (неинфекционных) болезней, как это случилось с язвенной болезнью желудка и 12-перстной кишки, виновником которой оказался Helicobacter pylori.

 Если к этому присовокупить такую стратегическую «мишень» общения, как персистентный потенциал ассоциативных бактерий, модулирующих биологические свойства доминантной нормофлоры, и следовательно, регулирующий, как и сигнальные молекулы, кворум-сенсинг (QS), алкилоксибензольные соединения, рост, численность, выживаемость популяции микроорганизмов, то становится понятным, что представленные материалы по ассоциативному симбиозу следует рассматривать как основу для размышления над проблемой, имеющей и теоретическое, и практическое значение. 

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

3.4. Контроль СРС ВУВ 


Студентам для домашней письменной работы было дано задание:  Написать основные формы симбиоза, используя приведенные примеры в таблице 
	Формы симбиоза

(даются студентам)
	Механизм взаимодействий

(заполняют студенты)
	Примеры 

взаимодействий

(заполняют студенты)

	1. Комменсализм

(паразит-хозяин)


	Извлечение выгоды без вреда хозяину
	1. Бактероиды, заселяющие толстый кишечник человека.



	2. Мутуализм
(паразит-хозяин)


	Взаимовыгодное сосуществование


	2. Лактобациллы во влагалище здоровой женщины.



	3. Паразитизм

(паразит-хозяин)


	Извлечение выгоды, нанося вред хозяину


	3. Дизентерийная амеба, поселяющаяся на слизистой оболочке кишечника человека.    

	4. Антагонизм

(межмикробные взаимодействия
	Конкурентное отношение, когда один организм неблагоприятно воздействует на другой   
	4. Представители кожного микробиоценоза действуют антагонистически на патогенные стафилококки   

	5. Синергизм

(межмикробные взаимодействия)


	Один организм усиливает биологические свойства другого


	5. При взаимодействии палочки ботулизма и золотистого стафилококка в аэробных условиях усиливается синтез ботулотоксина   

	6. Индифферентность

(межмикробные взаимодействия)  
	Организмы не оказывают друг на друга никакого действия
	6. В носовой полости коринебактерии и коагулазоотрицательные стафилококки   



В таблице даны правильные ответы, по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание. В частности, можно задать вопрос: «Какие еще выделяют формы симбиоза? Прокомментируйте ответ примерами». 

Ответ: «Существуют еще такие формы симбиоза как метабиоз – последовательный во времени симбиоз: один микроб создает условия для жизнедеятельности другого (метабиоз аэробов и анаэробов); нейтрализм (как синоним индифферентности) – симбионты в одном биотопе не оказывают друг на друга никакого действия; саттелизм (как синоним синергизма) – усиление роста или биологических свойств одного микроба под влиянием другого».

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:  

     - разбираются понятия о микробной экологии человека, микробиоценозе, биотопах тела человека, а также о взаимоотношениях внутри ассоциаций микробов и паразит-хозяинных взаимодействиях (метабиоз, мутуализм, комменсализм, саттеллизм, антагонизм, нейтрализм, паразитизм).

-используются таблицы «Формы симбиоза», «Лабораторная диагностика смешанных инфекций».

 Обратить внимание студентов на то, что сообщество микроорганизмов, обитающих в одном биотопе, называется микробиоценозом. Совокупность микробных биоценозов (кожа, верхние дыхательные пути, желудочно-кишечный тракт, мочеполовая система) в организме человека обеспечивает его состояние гомеостаза. Меняющиеся воздействия внешней среды (биотические и абиотические факторы) могут приводить к изменению в биотопе хозяина числа и видов бактерий, что ведет к нарушению гомеостаза организма, т.е. наступает отклонение от состояния здоровья. 

Следует отметить, что симбиотические взаимоотношения в системе «паразит-хозяин» различны. Выделяют несколько форм: паразитизм, комменсализм, мутуализм и др. При паразитизме только возбудитель получает выгоду, а хозяину наносится вред. При комменсализме лишь один из партнеров извлекает для себя выгоду без ущерба другому. Мутуализм – взаимовыгодное сообщество для обоих симбионтов. Таким образом, симбиоз – это сосуществование гетерогенных систем в рамках единого сообщества. 

- изучение факторов патогенности и персистенции ауто- (авто-) и аллохтонных микроорганизмов, их роли в микробиоценозах тела человека. 

Следует обратить внимание студентов на то, что в организме человека выделяют постоянную и транзиторную микрофлору. Транзиторная (непостоянная или аллохтонная) микрофлора не способна к длительному существованию в организме. Постоянная  (резидентная, индигенная или аутохтонная) микрофлора представлена микроорганизмами, постоянно присутствующими в организме. Следует отметить, что  постоянная микрофлора представлена доминирующими видами микроорганизмов, такими как бифидобактерии, лактобактерии, пептострептококки, кишечные палочки, которые являются основой микробиоценоза, и микрофлорой, включающей меньшую часть микробиоценоза, характеризующейся стафилококками, стрептококками, клебсиеллами и некоторыми грибами.  
Необходимо обратить внимание студентов на то, что устойчивое сосуществование с хозяином возможно при наличии определенных биологических свойств микроорганизмов, способных противостоять защите хозяина. Важно учитывать изменения биологических свойств при межмикробных взаимодействиях в различных биотопах. Межбактериальные взаимодействия классифицируются по направленности и характеру (эффекту) действия. По направленности выделяют взаимодействия представителей нормальной микрофлоры между собой, с патогеном и патогенных микроорганизмов между собой, поэтому представители нормофлоры также, как и возбудители, особенно при смешанных инфекциях, характеризуются гемолитической, лецитовителлазной,  антилизоцимной активностями и антибиотикорезистентностью. Для демонстрации межмикробных взаимодействий используются чашки с  модификацией лецитовителлазной, гемолитической и антилизоцимной активностей в условиях симбиоза. 

- методы лабораторной диагностики, лечения и профилактики смешанных инфекций.

Обратить внимание студентов на то, что при диагностике смешанных инфекций необходимо учитывать показатели патогенности как в монокультуре, так и при межмикробных взаимодействиях, после этого делать соответствующие выводы. В условиях симбиоза выделяют различные изменения факторов патогенности и персистенции бактерий: усиление (синергизм), ослабление (антагонизм) и отсутствие изменений (индифферентность). Для эффективного лечения смешанных инфекций необходимо проводить учет модификации антибиотикорезистентности при взаимодействии микробов-ассоциантов. При изучении паразит-хозяинных взаимоотношений необходимо воспроизводить экспериментальную инфекцию как для исследования изменений ультраструктуры бактерий, так и их взаимодействий с клетками макроорганизма. 

4. Методика проведения практической части занятия 

Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, лечения и профилактики смешанных инфекций. Преподаватель напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования.  

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробная экология»  

Задача 1.  Больной М. страдает хроническим ринитом. Необходимо выяснить, что является причиной хронического заболевания – моноинфекция или смешанная, какие микроорганизмы присутствуют в данном биотопе и как влияют на биологические свойства друг друга. Оформите протокол исследования и сделайте соответствующие выводы.

Протокол  исследования: 

Цель: Провести бактериологическое исследование для выявления патогена при смешанных бактериальных инфекциях.

	Иссле-дуемый 

матери-ал
	Метод

диагнос-тики
	Среда для посева
	Изучение

колоний и выделение чистой культуры
	Идентификация чистых культур
	Результат межмикробного взаимодействия (ММВ) зарисовать и отметить зону действия активностей(мм)

	
	
	
	Количество типов колоний
	Характеристика колоний
	Морфология
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	 

Актив-ности

Опытные штаммы

ЧК (К1, К2) (мм)

ММВ (мм)

ГА

Шт №1

12

12

Шт№2

0

16

ЛецА

Шт№1

12

12

Шт№2

0

14

        2             3

1                   





                        ЖСА                               


ГА

1-контроль S.aureus,2-контроль S.saprophyticus, 3-зоны действия факторов

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Мазок из носовой полости
	Бактериологический 
	МПА
	2
	1. Желтые, края ровные, блестящие;

2. Бело-серые, края ровные, блестящие

	Гр+ кокки
Гр+ кокки
	+
+
	+
+
	+
+
	+
+
	+
+
	+
+
	+
-
	+
-
	


Примечание: измерение ширины зоны действия фактора производится: 

а) в контроле – посередине действия фактора 




б) в опыте – на расстоянии 2 мм от места перекреста исследуемых культур




Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какая форма инфекции оказалась у больного? 2. Какие микроорганизмы выделены из данного биотопа? 3. Изменяются ли биологические свойства микроорганизмов при взаимодействии? 4. Какой микроорганизм является возбудителем и почему?)

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: чашка с надписью «Рассев исследуемого материала», где  исследуемый материал рассевается методом секторных посевов для получения отдельных колоний двух видов; два микропрепарата чистой культуры стафилококков с надписью на одном микропрепарате «чистая культура, штамм №1», на другом «чистая культура, штамм №2»; планшеты для стафи-тестов: 1 ряд - S.aureus; 2 ряд - S.saprophyticus; пробирки со скошенным МПА, для пересева выделенной чистой культуры; пробирки с выросшей культурой на скошенном агаре с надписью «ч.к., штамм №1» и  «ч.к., штамм №2», а также пробирки с физиологическим раствором для того, чтобы студенты самостоятельно могли сделать взвесь микроорганизмов и посеять на чашки с ЖСА и кровяным агаром; чашки с результатами перекрестного посева: ЖСА и кровяной агар.


Решение задачи. Студент самостоятельно готовит взвесь микроорганизмов и сеет методом перекрестного посева, учитывает данные ему результаты, затем заполняет протокол и делает вывод:
 

У больного оказалась смешанная инфекция. Из данного биотопа были выделены S.aureus и S.saprophyticus. Под действием патогена у S.saprophyticus увеличивается зона действия факторов как лецитовителлазной (на 14 мм), так и гемолитической (на 16 мм) активностей.
Задача 2.  В клинику поступил больной А с диагнозом: «Абсцесс губы». В ходе бактериологического исследования было выяснено, что у больного моноинфекция, вызванная S.aureus, также был выделен представитель нормальной микрофлоры - S.epidermidis. Для успешного этиологического лечения в целях выбора эффективного антибиотика было рекомендовано определение антибиотикограммы микробов-ассоциантов. Оцените результат. Сделайте вывод.

Протокол исследования:
Цель: Выбрать эффективный антибиотик с учетом модификации антибиотикорезистентности при взаимодействии микробов-ассоциантов.

	Исследуемые микроорганизмы
	Результат посева микробов-ассоциантов на чувствительность к антибиотикам (рисунок с обозначениями)
	Величина зон задержки роста, мм

	
	
	Антибиотики

Исследуемые микроорганизмы

ЧК (мм)

Ассоциации (мм)

Гентамицин

S.aureus

11

13

S.epidermidis

16

14

Эритромицин

S.aureus
12

20

S.epidermidis
13

17

Клиндомицин

S.aureus
9

6

S.epidermidis
8

6

Ванкомицин

S.aureus
13

20

S.epidermidis
10

10



	S.aureus

S.epidermidis
	                        2



1                  3

4

1.посев штамма S.aureus, 2. зона задержки роста 3. диск с антибиотиком

 4. посев штамма S.epidermidis 


	


Примечание: измерение ширины зоны задержки роста производится:

 В  контроле и в опыте измеряется ширина зоны задержки роста от края до края через середину диска

а) контроль        

       б) опыт




              
                          

Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Изменяются ли показатели в контроле и в опыте. Почему? 2. Какой антибиотик Вы рекомендуете для лечения, чтобы элиминировать патогена из экониши, сохранив при этом представителя нормофлоры и почему?)

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: четыре чашки с результатами антибиотикорезистентности к разным антибиотикам при посевах методом перекреста микробов-ассоциантов. 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. 1. Да, изменяются, т.к. в опыте происходит межмикробное взаимодействие и результаты относительно контроля разные. 2. Для лечения можно рекомендовать ванкомицин, т.к. в контроле и в опыте диаметр зоны задержки роста у S.epidermidis одинаковый (10 мм), а у S.aureus в опыте диаметр зоны задержки роста увеличивается (20 против 13 мм).

Задача 3. В больницу поступила больная Ц., 32 лет, с диагнозом «Флегмоны ягодиц». Флегмоны ягодичных областей развились в результате внутримышечных инъекций. При бактериологическом исследовании посева раневого содержимого были выделены кишечная палочка и эпидермальный стафилококк. Для выяснения механизмов взаимодействия патогенных бактерий с клетками макроорганизма воспроизвели экспериментальную инфекцию, т.к. развитию данного осложнения могут способствовать не только свойства бактерий и состояние макроорганизма, но и взаимодействие патогенна с клетками хозяина.  Учтите результат биологической пробы, изучив данные электронной микроскопии. Оформите протокол. 

Протокол исследования:
Цель: Изучить особенности взаимодействий бактерий с клетками макроорганизма при экспериментальной инфекции.

	Материал от больного
	Метод диагностики
	Метод микроскопии
	Результат микроскопии

(рисунок)

	Содержимое флегмон
	Биологический
	Электронная микроскопия
	Рис. 1, 2. Действие бактерий на эритроциты
Рис. 3. Действие бактерий на клетки эпителия трахеи

Рис. 4. Размноже-ние бактерий в легких


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какие изменения наблюдаете при взаимодействии бактерий с клетками макроорганизма? 2. Какова ценность биологического метода при изучении взаимодействий про- и эукариот?)
Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: четыре фотографии электронной микроскопии. На двух фотографиях изображено взаимодействие бактерий с эритроцитами, на третьей – изменение клеток эпителия трахеи под действием микроорганизмов и на четвертой – размножение бактерий в легких при экспериментальном сепсисе. Студент должен разобраться и схематично зарисовать.

                                                                                А
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Рисунок 1. Внутриклеточное паразитирование и размножение стафилококка в эритроците Увеличение 24 500

А - процесс эндоцитоза

Б - размножение стафилококков внутри эритроцита  

[image: image2.jpg]
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Рисунок 2. Разрушение гемоглобина внутри эритроцита стафилококком

 Увеличение 25 000. 

А - стафилококк

Б - зона разрушения гемоглобина в эритроците
                                                                                  В                                       Б
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Рисунок 3. Ультраструктурные изменения слизистой оболочки трахеи крысы. Мерцательный эпителий 

А – нарушение межклеточных контактов

Б – вазодилятация сосудов

В – бокаловидные клетки

[image: image4.jpg]A A LR e A e Sty




Рисунок 4. Размножение бактерий в легких. Увеличение ×35 000
Г – нахождение бактерий в легких;

Я – ядро; 

Ав – альвеолоцит;

Б – бактерии с микропилями.
Пояснения к рисункам  

После адгезии S.epidermidis к клеточной мембране эритроцитов наблюдалось нарушение целостности плазмолеммы эритроцитов и с последующим погружение штамма S.epidermidis путем эндоцитоза. При этом у кокков сохранялась клеточная оболочка и наблюдалось деление бактериальной клетки (рис.1). 
Участки цитоплазмы эритроцитов, прилежащие к зоне внутриклеточного расположения кокков, претерпевали ультраструктурные изменения. Это проявлялось в снижении электронной плотности цитоплазмы, что могло свидетельствовать о разрушении гемоглобина при внутриэритроцитарном расположении стафилококка  (рис.2). 
Введение E.coli  привело к выраженным ультраструктурным изменениям мерцательного эпителия слизистой оболочки трахеи (рис.3). Это проявлялось в существенном нарушении межклеточных контактов эпителиоцитов, в более значительной вазодилятации сосудов микроциркуляторного русла, экстравазации форменных элементов крови, включая эритроциты. Усугубление нарушений мукоцилиарного барьера, наблюдавшееся при введении кишечной палочки, было связано с усилением секреции бокаловидных клеток.

Электронно-гистохимическое исследование показало, что в альвеолоцитах с просветленной цитоплазмой и фрагментированными органеллами появились бактерии с четкой двухконтурной оболочкой и микропилями на ее поверхности (рис.4). 

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод. 1. При взаимодействии бактерий с эритроцитами наблюдается нарушение целостности плазмолеммы эритроцитов, разрушение гемоглобина при внутриэритроцитарном расположении кокков, т.к. видна зона снижения электронной плотности, а также размножение самих кокков. Введение E.coli привело к выраженным ультраструктурным изменениям мерцательного эпителия слизистой оболочки трахеи, об этом свидетельствует нарушение межклеточных контактов эпителиоцитов, усиление секреции бокаловидных клеток, что приводит к нарушению мукоцилиарного барьера. В альвеолоцитах видны бактерии, что в норме быть не должно. 

2. Биологический метод дает возможность изучать механизмы патогенеза различных инфекций, ультраструктуры бактерий и их взаимодействия с клетками макроорганизма.

5. Методика оценки знаний студентов 

Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробная экология» 

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

- формы симбиотических взаимодействий бактерий;

-особенности паразит-хозяинных взаимодействий; 

-аутохтонные и аллохтонные микроорганизмы, их роль в микробиоценозах тела человека; 

-факторы патогенности и персистенции бактерий в ассоциациях; 

-методы диагностики смешанных инфекций; 

-лечение и профилактика заболеваний, вызванных микробами-ассоциантами. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

- Освоить метод перекрестных посевов в диагностике смешанных инфекций 

- Оценить результат межмикробных взаимодействий.

- Оценить результат модификации антибиотикорезистентности при взаимодействии микробов-ассоциантов

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по основным категориям ассоциаций симбиоза (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение 

7.1. Хронокарта занятия «Микробная экология» 

	№ п/п
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	10

	5.
	Теоретический разбор материала 
	40

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                                   ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 


Перечень  учебных таблиц: 

1. Формы симбиоза.

2. Лабораторная диагностика смешанных инфекций.

7.3. Интеграция темы: «Микробная экология»   

	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, лабораторная диагностика смешанных инфекций, механизмы взаимодействий про- и эукариот. 
	Кафедра биологии: Категории симбиотических ассоциаций, понятия о биоценозах, биотопах, экологических ниш. 

	
	Кафедра инфекционных болезней: Этиология, лабораторная диагностика смешанных инфекций, механизмы взаимодействий про- и эукариот. 

	
	Кафедра детских инфекций: Этиология, лабораторная диагностика смешанных инфекций, механизмы взаимодействий про- и эукариот. 

	
	Кафедра инфекционных болезней ФППС: Этиология, лабораторная диагностика смешанных инфекций, механизмы взаимодействий про- и эукариот. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробная экология» 

При обсуждении темы необходимо напомнить, что наша планета заселена вездесущими микроорганизмами. Не является исключением и организм человека, представляющий собой частичку биосферы. При меняющихся воздействиях факторов внешней среды происходят изменения в количественном и качественном составе микроорганизмов в различных биотопах тела человека, что может приводить к нарушению состояния здоровья. В связи с этим проблема взаимодействия микроорганизмов между собой и макроорганизмом остается актуальной. Особенно обостряется проблема в ХХI веке в связи с техногенными загрязнениями внешней среды, использованием большого арсенала фармацевтических средств и геномодифицированных продуктов.
7.5.  Литература для преподавателей по теме: «Микробная экология»:  

1. Бойков С.С., Мороз А.Ф., Бабаева Е.Е. Ассоциации грибов Candida al bicans с некоторыми условно-патогенными микроорганизмами при дисбиозе кишечника у пациентов разных возрастных групп //Журн. микробиол., 2005. № 2.  С.65-69.

2. Бухарин О.В., Лобакова Е.С., Немцева Н.В., Черкасов С.В. Ассоциативный симбиоз. Екатеринбург: УрО РАН, 2007. 264с.

3. Вахитов Т.Я., Петров Л.Н., Бондаренко В.М. Концепция пробиотического препарата, содержащего оригинальные микробные метаболиты //Журн.микробиол., 2005. № 5. С.108-114.

4. Воропаева Е.А., Афанасьев С.С., Кудрявцева М.В. и др. Микроэкология и показатели гуморального иммунитета влагалища женщин с неспецифическими воспалительными заболеваниями гениталий //Журн.микробиол., 2005. № 3. С.65-69.

5. Втюрин Б.В., Делекторский В.В., Ковальчук В.К. Механизмы патогенности бактерий при различных инфекциях //Архив патологии, 1994. вып.7. С.10-15.

6. Глушанова Н.А., Шендеров Б.А. Взаимоотношения пробиотических и индигенных лактобацилл хозяина в условиях совместного культивирования in vitro //Журн.микробиол., 2005. № 2.  С.56-61.

7. Долгушин И.И., Андреева Ю.С. Роль нейтрофилов в регуляции микробиоценоза репродуктивного тракта женщин //Журн. микробиол., 2005. № 5. С.84-87.

8. Кандалова Е.Н. Микробиоценоз желудка при хроническом гастрите у детей //Журн.микробиол., 2007. № 2. С.71-75.

9. Козлова А.Н., Стадников А.А., Ковбык Л.В., Шевлюк Н.Н. Структурно-функциональная реорганизация стафилококков и воздухоносной системы при интратрахеальном введении патогена в эксперименте //Журн.микробиол., 2003. №4. С. 55-58.

10. Федорова В.А., Девдариани З.Л. Механизм взаимодействия Yersinia pestis с эритроцитами и его значение для патогенеза чумы //Вестник Российской АМН, 2007. №1. С.13-21.

11. Экология микроорганизмов человека /Под ред. Академика РАМН О.В. Бухарина. Екатеринбург: УрО РАН, 2006. 476с.

ЗАНЯТИЕ    15
1. Тема: «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов»

2. Цель: 

· Изучить микрофлору пищевых продуктов (1-ый уровень усвоения).  

· Овладеть методами санитарно-микробиологической оценки молочных и мясных продуктов (3-ий уровень усвоения). 

3. Методика проведения теоретической части занятия 

3.1. Контроль учебной дисциплины. Преподаватель проверяет посещаемость лекций, наличие выполнения практических работ за предыдущие циклы. Выясняет причины задолженностей и определяет сроки их ликвидации.  

3.2. Преподаватель называет тему занятия и указывает на ее особую важность для санитарных врачей и врачей-бактериологов. Напоминает, что о санитарном надзоре объектов окружающей среды они уже должны иметь представление, изучив тему «Инфекция». Необходимо отметить, что санитарно-микробиологическое исследование пищевых продуктов принципиально отличается от других объектов тем, что микроорганизмы в продуктах  размножаются, поэтому качество продуктов можно оценивать в данный конкретный момент.  

3.3. Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. 

3.4. Контроль самостоятельной работы студентов во внеучебное время. 

Студентам было дано задание заполнить таблицу
Характеристика основных групп СПМО пищевых продуктов
	Наименование  группы
	Морфо-биологические свойства

(заполняют студенты)
	Объекты, в которых целесообразно определять

(заполняют студенты)

	Колиформные бактерии
	Грам- оксидазоотрицательные не образующие спор палочки. Относятся к семейству энтеробактерий, родоначальником которого является Е.coli. Обладают высокой ферментативной активностью, ферментируют лактозу до кислоты, альдегида и газа при температуре 370С в течение 24-48 часов.
	Вода, почва, антропогенные объекты, пищевые продукты, смывы с рук.  Обнаружение этой группы бактерий указывает на возможность фекального загрязнения объекта.

	Продолжение  таблицы

	Наименование  группы
	Морфо-биологические свойства

(заполняют студенты)
	Объекты, в которых целесообразно определять

(заполняют студенты)

	Энтерококки 
	Грам+ кокки, образуют цепочки, характеризуются устойчивостью к температуре, NaСl, колебаниям рН. Все виды энтерококков имеют санитарно-показательное значение, но основные СПМО – Е.faecalis, E.faеcium, E.durans – фекальные энтерококки. 
	Вода, почва, пищевые продукты, где они не являются технологической микрофлорой (котлеты, молоко, соусы и т.д.). Определяют отношение фекальной кишечной палочки к фекальному энтерококку и, если оно больше 1, то это свидетельствует о свежем массивном фекальном загрязнении, а если меньше или равно 1, то – о давнем.    

	 Споры сульфитреду-цирующих клостридий
	Грам+ спорообразующие палочки, обладают высокой протеолитической активностью, способны восстанавливать сульфиты.  Основной представитель С.perfringens.
	Почва, пищевые продукты (сырье для консервов, готовые блюда, колбаса и т.д.). Обнаружение клостридий в почве - свидетельство давнего фекального загрязнения. В пищевых продуктах – клостридии определяют как потенциального возбудителя ПТИ. 

	Протей 
	Грам- палочки, располагаются парно или цепочками, ферментируют глюкозу, сахарозу, образуют уреазу, устойчивы к температуре, NaСl, фенолу, риванолу. СПМО виды – Р.vulgaris, P.mirabilis.
	Вода, почва, пищевые продукты. Обнаружение протея свидетельствует о загрязнении объекта разлагающимися субстратами и о крайнем санитарном неблагополучии. Продукты, в которых обнаружен протей, выбраковываются.  


3.5. Проведение входного тестового контроля
3.6. Теоретический разбор материала. Преподаватель ставит перед студентами и вместе с ними обсуждает следующие вопросы: 

- Предмет и задачи санитарной микробиологии. Нужно отметить, что основной задачей санитарной микробиологии является раннее обнаружение во внешней среде патогенных микробов, которые могут быть возбудителями экзогенных инфекционных болезней человека.  

- Обсуждается роль пищевых продуктов в распространении инфекционных болезней (ПТИ, токсикозы). 

- Нормальная микрофлора молока и молочных продуктов. Следует отметить, что пищевые продукты редко бывают стерильными, так как естественная и безвредная для человека микрофлора пищи придает ей питательные и вкусовые качества и является биологической защитой от нежелательных микроорганизмов. В приготовлении некоторых продуктов участвует специфическая производственная микрофлора, которая и представляет основную часть микроорганизмов этого продукта. «Микробное население» пищевых продуктов – это сложная биологическая система, где нарушение специфического равновесия между микробами (в результате неправильного хранения) может и без дополнительной контаминации сделать продукт некачественным. Кроме того, возможно попадание случайной неспецифической микрофлоры, в том числе и патогенной. Молоко – весьма благоприятная питательная среда для развития многих микроорганизмов. Различают специфическую и неспецифическую микрофлору молока. К специфической микрофлоре молока и молочных продуктов относят возбудителей молочнокислого, спиртового и пропионовокислого брожения. Процессы, обеспечиваемые жизнедеятельностью этих организмов, лежат в основе приготовления кисломолочных продуктов. Бактерии молочнокислого брожения считаются нормальной микрофлорой молока и молочных продуктов. Главную роль при скисании молока и молочнокислых продуктов играют S.lactis, S.cremoris  и др. Менее активные виды стрептококков продуцируют летучие кислоты и ароматические вещества и поэтому широко используются для получения сыров. В группу молочнокислых бактерий также входят молочнокислые палочки: L.acidophilus, L.casei и др. Неспецифическую микрофлору молока составляют гнилостные бактерии, аэробные и анаэробные бациллы и многие другие. Эти микроорганизмы разлагают белок молока, участвуют в молочнокислом брожении и придают молоку неприятный запах и вкус. Поражение молочнокислых продуктов плесенью придает им вкус прогорклого масла. Колиформные бактерии, попадая в молоко, вызывают изменение вкуса и запаха молока. Микробное обсеменение молока начинается уже в вымени. При дойке происходит дополнительное обсеменение с вымени, рук доярки, из сосуда, куда оно поступает, и из воздуха помещения. Интенсивность такого обсеменения зависит от соблюдения санитарно-гигиенических правил получения молока. Плохие условия хранения молока так же могут способствовать дальнейшему увеличению в нем количества микрофлоры. Ее видовой состав меняется во времени под влиянием биохимических свойств среды и вследствие антагонистических и симбиотических взаимоотношений между микробными видами.
   Кисломолочные продукты получают, в основном, путем внесения  в молоко особых заквасок, представляющих собой чистые или смешанные культуры определенных микроорганизмов (например, при приготовлении кефира - так называемый кефирный грибок, а при приготовлении ацидофильного молока – культура L. acidophilum).  Методом ориентировочной характеристики мик​рофлоры кисломолочных продуктов служит микроскопия мазка, при​готовленного из цельного или разведённого материала. Мазки фикси​руют и окрашивают 10% метиленовым раствором. Кисломолочные продукты имеют свою специфическую микрофлору.

Характеристика микрофлоры кисломолочных продуктов
	Наименование продукта
	Ориентировочный состав микрофлоры

	Творог, сметана, сыр домашний,      
простокваша обыкновенная
	Молочнокислые стрептококки

	Ацидофилин
	Молочнокислые стрептококки и
палочки, возможно наличие дрожжей

	Кефир
	Молочнокислые стрептококки и
палочки, единичные дрожжи


- Принципы санитарно-микробиологического контроля объектов окружающей среды, в том числе пищевых продуктов. При этом подчеркивается, что, «ставя диагноз» объекту окружающей среды, санитарные врачи используют все методы I принципа диагностики – обнаружение самого микроорганизма.

- Методы обнаружения патогенных микробов в окружающей среде: вспоминают (из темы «Инфекция») две группы методов – прямые и косвенные, их достоинства и недостатки. Прямые методы обнаружения патогена более конкретны, но трудоемки и не позволяют судить о присутствии других патогенных микробов в объекте. Косвенные методы обнаружения возбудителя предполагают определение двух показателей – общего микробного числа (ОМЧ) и санитарно-показательных микроорганизмов (СПМО). 

- Дается определение санитарно-показательных микробов и критерии их выбора в качестве таковых (т.е. СПМО могут быть микробы, которые выделяются в окружающую среду из организма человека, не размножаются во внешней среде, не имеют «двойников», легко культивируются и т.д.).  

- Методы определения общей микробной обсемененности, санитарно-показательных и патогенных микроорганизмов в пищевых продуктах. При разборе этого вопроса целесообразно использовать таблицы – «Определение санитарно-показательных микроорганизмов в  жидкостях», «Лабораторная диагностика сальмонеллезов», «Лабораторная диагностика эшерихиозов», «Лабораторная диагностика стафилококковых инфекций». 
- Методы качественной оценки общей микрофлоры. Нужно обратить внимание на существование макро- и микроскопических методов определения микрофлоры продукта. Так, если кефир становится слизистым, желто-бурого цвета, горьким, то это говорит о вероятном присутствии бацилл. Более информативной оказывается микроскопическая оценка микробного пейзажа в мазках молочных продуктов, в мазках-отпечатках мяса. 

4. Методика проведения практической части занятия 


Работы выполняются индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию в оценке санитарной пригодности пищевых продуктова. Преподаватель напоминает студентам схемы бактериоскопического и бактериологического исследования. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов»
Задача 1.  В бактериологическую лабораторию поступил образец кефира с измененными органолептическими свойствами. В целях выявления микробов порчи был сделан микропрепарат и окрашен метиленовым синим. Оцените результаты микроскопии, сравните с образцом, отвечающим требованиям ГОСТа, сделайте вывод. 

Протокол  исследования:
Цель: Определить наличие микробов порчи в кефире.

	Исследуемый  материал
	Результат микроскопии 
(рисунок)

	Стандартный образец кефира


	Синие стрептококки, палочки, округлой формы дрожжевые клетки. 
Стрелками обозначить: «Стрептококки», «Молочнокислые палочки», «Дрожжевые клетки»


	Поступивший образец кефира
	Синие стрептококки, палочки, округлой формы дрожжевые клетки и цепочки из крупных палочек. 

Стрелками обозначить: «Стрептококки», «Молочнокислые палочки», «Дрожжевые клетки», «Стрептобациллы»



Вывод:  (Ответить на вопросы: 1. Соответствует ли микробный пейзаж исследуемого образца кефира норме?  2. Какие отклонения были отмечены?).  


Студенту выделяются демонстрационный мазок доброкачественного кефира, пробирка с образцом исследуемого кефира, предметные стекла для приготовления мазков, спиртовки, петли, физиологический раствор, метиленовый синий, микроскопы. 


Решение задачи. Студент делает рисунки микроскопии стандартного и опытного образцов кефира, отмечает, что в норме в кефире должны быть молочно-кислые стрептококки (часто в виде диплококков), небольшое количество молочно-кислых палочек и единичные дрожжевые клетки (крупные овальные). В опытном образце обнаруживается большое количество дрожжей и бацилл (крупные с «обрубленными» концами, Гр+), что свидетельствует о недоброкачественности продукта. 

Задача 2. Оценить результаты санитарно-бактериологического исследования молока. 

Протокол  исследования:
Цель: Определить общее количество колиформных бактерий в молоке. 

	№ исследуемого 
 образца
	Наличие колиформных бактерий в объемах, мл.
	Нормативы



	
	1
1 пробирка
	1
2 пробирка
	1 
3 пробирка
	0,1
4 пробирка
	0,1
5 пробирка
	0,1
6 пробирка
	

	1
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	(отсутствие во всех пробах )



Рост колиформных бактерий отмечают знаком «+», отсутствие роста – знаком « - ». 

Вывод:  (Ответить  на  вопрос:   Соответствует ли ГОСТу санитарно-бактериологическое состояние молока?). 


Студентам выдают 6 пробирок с посевами молока на среде Кесслера, чашку Петри со средой Эндо, в которую на различные сектора сделан посев из тех пробирок, где обнаружено брожение (газ в поплавке). Выдаются предметные стекла, бактериологические петли, спиртовки, физ.раствор для приготовления мазков, реактивы для окраски и микроскопы. Кроме того – две пробирки с посевом гр- палочки, выросшей на среде Эндо на среду с глюкозой и цитратную среду Козера.  


Решение задачи. Студенты идентифицируют колиформные бактерии по наличию кислоты и газа при росте на среде с глюкозой (при 430С) и отсутствию роста на среде Козера (при 370С). Если колиформные бактерии обнаруживаются в в пробах по 1мл, то результаты обследования признаются не соответствующими ГОСТу.  

Задача 3. В целях контроля технологии производства котлет в студенческой столовой необходимо провести бактериологическое исследование жареной котлеты. Определите микробное число, наличие в пробе колиформных бактерий, патогенных энтеробактерий и патогенного стафилококка.

Протокол  исследования:

Цель: Усвоить принцип бактериологического исследования готовых кулинарных изделий из мяса.  

	№ иссле- дуемого образца
	Рост на МПА
	Рост на средах накопления
	Рост на дифференциально-диагностических средах, микроскопия колоний

	
	Мик-робное число КОЕ/г
	Селе- нито- вая
	Кес- слера
	МПБ+ 6%-й NaCl
	Эндо (лакто- зопози- тивные коло- нии)
	Плос- кирева (лакто- зонега тивные коло- нии)
	Цит- ратная плазма (плаз- мокоа- гулаза)
	ЖСА (леци- тови- телла- за)

	1.  
	1100
	Нет роста
	Нет роста
	Есть рост
	Нет роста
	Нет роста
	Сгусток плазмы
	Колонии с рас-щепле- нием ле-цитина

	2.
	500
	Нет роста
	Нет роста
	Нет роста
	Нет роста
	Нет роста
	Сгустка нет
	Нет 
Роста


Вывод:  (Ответить на вопросы: 1. Чему равно микробное число продукта? 2. Соответствует ли технология приготовления котлет нормативным требования? Почему?).  

Студентам выделяется следующий материал: чашки Петри с выросшими колониями для подсчета ОМЧ (посев 0,1 мл 10-кратного разведения в физ.растворе, навески образца котлеты), чашки со средой Эндо, Плоскирева, ЖСА, реактивы для окраски по Граму, микроскопы.  

Решение задачи. Студенты подсчитывают число колоний на чашке и умножают на 100, определяя, таким образом, ОМЧ. При наличии на среде Эндо колоний, готовят препарат, окрашивают по Граму, на среде Плоскирева подозрительными оказываются лактозонегативные колонии, которые требуют идентификации, а на ЖСА отмечают колонии, обладающие лецитиназной активностью. Делая вывод, студенты учитывают, что ОМЧ внутренней части котлеты не должно превышать 1000 КОЕ в 1 г,  а энтеробактерии и патогенный стафилококк не должны обнаруживаться. В первом образце котлеты ОМЧ – 1100 КОЕ/г, что выше нормы и обнаруживается золотистый стафилококк. Технология приготовления котлет не соответствует нормативным требованиям. Во втором образце котлеты не обнаружены колиформные бактерии, патогенные энтеробактерии и золотистый стафилококк. ОМЧ – 500 КОЕ/г.Технология приготовления данного продукта соответствует норме.
5.  Методика  оценки знаний студентов 
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6.  Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов»
6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

-   Принципы санитарно-бактериологического контроля пищевых продуктов.  

-   Роль пищевых продуктов в распространении инфекционных болезней. 

-  Нормальная микрофлора молока, молочных продуктов, мяса и мясных продуктов. 

-   Санитарно-показательные микроорганизмы пищевых продуктов. 

- Методы определения общей микробной обсемененности, санитарно-показательных и патогенных микроорганизмов в пищевых продуктах. 

6.2. Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Определить наличие микробов порчи в микробной пейзаже кефира. Студент должен вспомнить морфологические особенности микроорганизмов разных групп. 

· Оценить результаты санитарно-бактериологического исследования молока и кулинарных изделий из мяса. Студент вспоминает состав элективных и дифференциально-диагностических сред, используемых на занятии, культуральные особенности микроорганизмов.  

6.3. Предлагается студенту дома заполнить таблицу, в которой дать краткую характеристику основных групп санитарно-показательных микроорганизмов.  

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов» 
	№ пп
	Наименование   этапа
	Время

(мин)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость и т.д. 
	2

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность темы 
	3

	3.
	Обсуждение вопросов , возникших у студентов 
	5

	4.
	Входной тестовый контроль 
	15

	5.
	Теоретический разбор материала 
	35

	6.
	Перерыв
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов 
	90

	8.
	Заключительный контроль 
	30

	
	                                                                             ИТОГО
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия: 

7.2.1. Учебные  таблицы: 

· Лабораторная диагностика эшерихиозов. 

· Лабораторная диагностика сальмонеллезов (ПТИ). 

· Определение коли-титра. 

· Методы определения микроорганизмов в объектах окружающей среды. 

МЕТОДЫ  ИНДИКАЦИИ  ПАТОГЕННЫХ  МИКРООРГАНИЗМОВ

В  ОБЪЕКТАХ  ОКРУЖАЮЩЕЙ  СРЕДЫ










7.2.2. Микроскопы. 

7.2.3. Спиртовки и бактериологические петли.   

7.3. Интеграция темы: «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов»

	Вопросы, обсуждаемые 
на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других 
кафедрах

	Пищевые продукты как потен-циальный источник возбудителей ПТИ.  Методы санитарно-бакте-риологического исследования продуктов. 
	Кафедра общей гигиены и кафедра гигиены детей и подростков: изучение гигиенических нормативов по микробиологическим показателям санитарного контроля пищевых продуктов.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания. При обсуждении темы можно вспомнить работы Пастера, предложившего пастеризацию вина и пива, затем рекомендованную для молока, с чего и начинается санитарный надзор за пищевыми продуктами.  

7.5. Литература для преподавателей по теме: «Санитарная микробиология. Принципы санитарно-микробиологического исследования пищевых продуктов»: 

1. Гост 10444.2-94. Продукты пищевые. Методы выявления ботулинических токсинов и Clostridium botulinum. 
2. Гост 9225-84. Молоко и молочные продукты. Методы микробиологического анализа. 
3. Гост 9958-81. Изделия колбасные и продукты из мяса. Методы бактериологического анализа.  
4. ГОСТ Р 50474-93. Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества бактерий группы кишечных палочек (колиформных бактерий). 
5. ГОСТ Р 50480-93. Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella. 
6. ГОСТ Р 51917 - 2002. Продукты молочные и молоко содержащие. Термины и определения  
7. ГОСТ Р 52093- 2003 Кефир. Технические условия. 
8. Онищенко Г.Г. Деятельность государственной санитарно-эпидемиологической службы России, направленная на профилактику инфекционных заболеваний, задачи на предстоящий период //Журн.микробиол., 2004. № 6.С.5-9. 
9. Санитарная микробиология: Учебное пособие /В.Б. Сбойчаков. Москва. Издательская группа «ГЭОТАР - Медиа», 2007.191с.
10. Справочник по микробиологическим и вирусологическим методам исследования /Под ред. Биргера М.О. М.: Медицина, 1982. 461с. 
11.  Федеральный закон № 29. О качестве и безопасности пищевых продуктов, 2000. 
ГЛАВА  7.   ВИРУСОЛОГИЯ

ЗАНЯТИЕ   1

1. Тема занятия: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты»

2. Цель занятия:

  -  Изучить морфофизиологические свойства вирусов  (1 уровень усвоения).

  - Выяснить особенности этиологии, патогенеза и иммунитета при вирусных инфекциях (1 уровень усвоения).

  - Овладеть умением оценивать результаты лабораторной диагностики вирусных инфекций (3 уровень усвоения).

   - Научиться решать практические задачи по специфической профилактике  и терапии вирусных инфекций (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины: Преподаватель указывает на недочеты студентов по предыдущим темам: вызывает неуспевающих, выясняет причины неуспеваемости, договаривается об отработке. Проводит контроль посещаемости лекций.
3.2. Формулировка темы  занятия
Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание на то, что заболевания, вызываемые вирусами, составляют более 80% всех инфекционных болезней человека; на особенность течения вирусных инфекций, которая  связана с внутриклеточной локализацией возбудителя и его непосредственным воздействием на естественные механизмы защиты организма и иммунную систему (иммуносупрессия, антигенная мимикрия, «ускользание» от иммунных механизмов). Поскольку этиотропная терапия большинства вирусных инфекций отсутствует, первостепенное значение для врача-практика приобретает понимание роли естественной резистентности, состояния специфических механизмов защиты и возможности их коррекции при вирусных инфекциях.  Показать социальный характер ряда вирусных инфекций, подчеркнуть важность знаний  причин и условий их распространения, а также своевременной диагностики и профилактики.

3.3 Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию.  Преподаватель отвечает на вопросы студентов (к ответам можно привлекать и хорошо успевающих студентов).
3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
Студентам для домашней письменной работы была дана задача (задачи можно подготовить самостоятельно): 

Задача. В инфекционной клинике находится больной с предварительным диагнозом «Острое респираторное заболевание». Смывом из носоглотки больного произведено заражение куриного эмбриона. Эмбрион погиб. На хорионаллантоисной  оболочке обнаружены белые «бляшки» разной величины. С хорионаллантоисной жидкостью была поставлена реакция гемагглютинации и реакция задержки гемагглютинации. 

	№ пп
	Вопросы для студентов
	О т в е т ы

	1.
	Какие ингредиенты необходимы для постановки реакции  гемагглютинации?
	хорионаллантоисная жидкость и эритроциты

	2. 
	Какие ингредиенты необходимы для постановки реакции  задержки гемагглютинации?
	хорионаллантоисная жидкость, специфическая иммунная сыворотка, эритроциты

	3. 
	Какие еще можно использовать реакции для идентификации вируса?  
	реакция задержки цитопатического действия, иммуноферментный анализ, ПЦР и т.д.


В столбце «Ответы» даны правильные ответы, по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание, например: «Для обнаружения и идентификации каких вирусов применяют реакции РГА и РЗГА?» (Ответ: «Для обнаружения и идентификации вирусов, имеющих на поверхности рецепторы-гемагглютинины»).

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:

- Морфология и физиология вирусов. Обратить внимание студентов на то, что вирусы являются строгими внутриклеточными паразитами, обладающими уникальными биологическими свойствами: доклеточный уровень организации, наличие только одной нуклеиновой кислоты, сложные типы симметрии, определяемые взаиморасположением капсомеров, способность  к кристаллизации, дизъюнктивный способ размножения, отсутствие систем метаболизма. Используются таблицы «Морфология и биология вирусов», «Особенности взаимодействия вируса и клетки». 
- Особенности патогенеза вирусных инфекций и механизмы противовирусного иммунитета. При разборе данного вопроса следует отметить, что инфекция и иммунитет при вирусных заболеваниях характеризуются своеобразием, определяемым характером внутриклеточного паразитирования и формами взаимодействия вируса и клетки. Обратить внимание на особенности механизмов противовирусного иммунитета, выделить факторы специфической и неспецифической защиты организма. Студенты должны усвоить общие принципы профилактики вирусных инфекций, направленные на создание активного специфического иммунитета и на стимуляцию естественной резистентности организма. Используется таблица «Механизмы противовирусного иммунитета». 
- Практическое использование системы «антиген-антитело» в вирусологии:

а) для диагностики
Студенты должны усвоить, что в лабораторной диагностике острых вирусных инфекций на первый план выступают методы I принципа (обнаружение возбудителя и выделение его из организма больного), вместе с тем выделение чистой культуры вируса не всегда возможно, т.к. некоторые вирусы трудно репродуцируются в культуре клеток или в организме животного и в курином эмбрионе. Поиск и обнаружение специфических изменений в организме под воздействием вируса имеют значение больше для постановки диагноза ретроспективно в случае острых инфекций, а также при затяжных формах.  

Далее  подробно разбираются этапы вирусологического метода:  выделение (культивирование в живой клетке) и идентификация вируса (принцип нейтрализации). В процессе разбора практического материала студенту необходимо усвоить, что реакции, которые используются для идентификации вирусов, могут служить и для серологической диагностики заболевания. При этом используются таблицы: «Методы культивирования вирусов», «Методы заражения куриного эмбриона», «Типы тканевых культур», «Видимые проявления действия вирусов в клеточных культурах», «Схема практического использования системы АГ-АТ при вирусных инфекциях». 

При разборе вирусологического метода студентам с целью более успешного усвоения принципов и методов лабораторной диагностики вирусных инфекций рекомендуется предложить задачу (можно составить самостоятельно):

Задача. В лабораторию инфекционной клиники поступил исследуемый материал (смыв из носоглотки и сыворотка крови) от двух больных с предварительным диагнозом «Грипп». Смывом из носоглотки  были заражены куриные эмбрионы. С целью изучения наличия и динамики титра АТ в сыворотке крови проведено серологическое исследование  с гриппозным диагностикумом. Результаты представлены в таблице. Оцените результаты исследования и определите их диагностическое значение.

	Обсле-дуемое лицо
	Вирусологический метод
	Серологический метод

	
	РГА
	РЗГА с

типоспецифической гриппозной сывороткой типа А
	День исследова-ния
	Разведение сыворотки

	
	
	
	
	1/20
	1/40
	1/80

	А.
	+
	+
	2
	+
	-
	-

	
	
	
	10
	+
	+
	+

	Б.
	+
	-
	2
	+
	-
	-

	
	
	
	10
	+
	-
	-


При анализе задачи обратить внимание студентов на значение вирусологического и серологического методов для диагностики заболевания.

Решение задачи. Данные лабораторного исследования свидетельствуют о правильности поставленного диагноза «Грипп» для  больного А. У него в ходе проведенного вирусологического исследования установлено наличие вируса (положительная РГА) и он идентифицирован как «вирус гриппа» (положительная РЗГА с типоспецифической сывороткой), что впоследствии подтверждено данными серологического исследования. У больного А. выявлено нарастание титра антител в 4 раза в реакции с парными сыворотками и гриппозным диагностикумом.  Больному Б. клинический диагноз «Грипп» поставлен неверно, т.к. в  РЗГА не произошло задержки гемаггллютинации со специфической иммунной сывороткой, т.е. вирус не идентифицирован как вирус гриппа. Серологический метод исследования тоже не подтвердил диагноз, т.к. нет нарастания титра АТ. Наличие антител в разведении сыворотки 1/20, скорее всего, объясняется ранее перенесенным заболеванием или проведенной вакцинацией. Для постановки диагноза больному Б. необходимо провести дополнительное обследование. Как видно из предложенной задачи наибольшей диагностической ценностью обладал вирусологический метод диагностики, тогда как серологический позже подтвердил ранее поставленный диагноз больному А.

б) для специфической профилактики и терапии (вакцины и сыворотки при вирусных инфекциях)
Обратить внимание на способы получения препаратов и показания к  практическому использованию. Показать, что специфичность взаимоотношения антигенов и антител является основой всех действий практического врача по профилактике и специфической терапии вирусных заболеваний. Обратить внимание на роль социального фактора в эффективности мероприятий по профилактике особо опасных  вирусных инфекций.

- Натуральная оспа. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия. При разборе  вопроса провести закрепление материала по  практическому использованию системы «антиген-антитело» в вирусологии на примере диагностики натуральной оспы. Обратить внимание студентов на историческое значение вакцинации против оспы, как первого успеха человечества в разработке методов искусственного повышения сопротивляемости организма. Используется таблица «Схема лабораторной диагностики натуральной оспы». 

- После разбора теоретической части занятия преподаватель проводит обобщение материала, напоминает цель занятия и формулирует задачи для практической части работы, при этом особое внимание уделяется значимости выполняемой работы для обучения навыкам диагностики, специфической профилактики и терапии, необходимым для практикующего врача.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике вирусных инфекций. Преподаватель напоминает студентам схемы вирусоскопического, вирусологического, серологического методов исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Каждый студент в течение занятия должен выполнить самостоятельно следующие виды работы: 

1. Рассмотреть препараты: микропрепарат из  везикул, окрашенный по методу Морозова-Пашена; культура клеток, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием вируса; планшет с реакцией задержки гемагглютинации с диагностикумом вируса кори; куриный эмбрион, погибший от вируса натуральной оспы. 

2. Изучить схему лабораторной диагностики натуральной оспы.

3. Изучить схему-таблицу «Принципы практического использования системы «антиген-антитело» при диагностике вирусных инфекций».

4. Изучить таблицу «Методы заражения куриного эмбриона».

5. Воспроизвести экспериментальную инфекцию на курином эмбрионе.

6. Решить практические задачи на проблемную ситуацию:

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты»
Задача 1. В лабораторию для подтверждения диагноза натуральной оспы доставили материал от больного (содержимое везикул). Был приготовлен препарат, окрашенный серебрением по Морозову-Пашену, одновременно произведен посев в культуру клеток и выделен вирус. Для идентификации вируса поставлена реакция нейтрализации со специфической сывороткой в культуре клеток. Результаты исследования прилагаются. Оцените диагностическую ценность полученных результатов.

Протокол  исследования: 

Цель: Освоить вирусоскопический и вирусологический методы диагностики. 
	Микроскопия 

препарата из везикул
	Опыт 
	Контроль

	
	Вирус+иммунная сыворотка + культура клеток 
	Вирус + культура 
клеток

	Рис. микропрепарата вируса оспы


	Рис. культуры клеток с 

задержкой ЦПД вируса
	Рис. культуры клеток с  ЦПД вируса


Вывод: (Ответить на вопрос: Почему РЗЦПД позволяет сделать заключение о виде возбудителя?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: микропрепарат из  везикул, окрашенный по методу Морозова-Пашена; культура клеток во флакончиках, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием вируса.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: «РЗЦПД позволяет сделать заключение о виде возбудителя, т.к. антитела, содержащиеся в иммунной сыворотке, блокируют действие вируса и происходит задержка цитопатического действия вируса на культуру клеток».

Задача 2. В инфекционной клинике находится больной с предварительным диагнозом «Натуральная оспа». Содержимым пустул больного произведено заражение куриного эмбриона. Эмбрион погиб. После вскрытия необходимо исследовать материал из зараженного куриного эмбриона на наличие вируса путем постановки реакции гемагглютинации,  а также идентифицировать его в реакции задержки гемагглютинации.

Протокол  исследования:

Цель: Овладеть вирусологической диагностикой инфекционного заболевания. 

	Исследуе-мый мате-риал
	Объект заражения
	Результат экспериментальной инфекции

	
	
	Состояние куриного эмбриона
	Результат РГА
	Результат реакции задержки гемагглютинации

	
	
	
	Опыт
	Конт-роль
	опыт
	Контроль

	
	
	
	
	
	Сыворотка оспенная
	Физиологи-ческий 

раствор

	Содер-жимое 
пустул
	Куриный эмбрион
	Гибель
	+

(склеенные эрит-роци-ты)
	- 

(не-скле-енные эрит-роци-ты–«пуговка»)
	+

Задержка

ГА

«пуговка»
	-

ГА

Склеенные эритроциты


Вывод: (Объясните и зарисуйте схематически механизм РГА и РЗГА). Можно ли на основании проведенного исследования поставить диагноз?

Студенту выделяется следующий материал для моделирования экспериментальной инфекции: яйцо с куриным эмбрионом, шприц, вируссодержащая жидкость, спиртовка, этиловый спирт, парафин, пипетки-пастерки, пинцет, ножницы; для работы по обнаружению и идентификации вируса: погибший от вируса натуральной оспы куриный эмбрион, пробирки со специфической иммунной сывороткой, эритроциты, физиологический раствор.

Решение задачи. Студент выполняет задание, проводит исследование, заполняет протокол и делает выводы: 
 

   



                                          Н
В основе механизма РГА лежит способность вирусов, имеющих рецепторы гемагглютинины, адсорбироваться на эритроцитах и склеивать их. 

       АГ?    +    АТ      +    эритроциты (Э)   →   РЗГА

     Вирус      Противо-
     нату-       оспенная                                                           
  ральной    иммунная 

    оспы        сыворотка
В основе механизма РЗГА лежит способность антител, содержащихся в специфической иммунной сыворотке, блокировать вирус, взаимодействуя с его АГ (НА), не давая ему адсорбироваться на эритроцитах и их склеивать.

2. На основании проведенного исследования можно поставить диагноз «Натуральная оспа», так как реакция РГА позволяет выявить наличие вируса, а реакция РЗГА его идентифицировать (используется специфическая иммунная сыворотка, содержащая противооспенные антитела).

Задача 3. С целью выявления наличия противокоревого иммунитета среди детей школьного возраста было проведено обследование по выявлению антител в сыворотке крови. Учтите результаты обследования детей с помощью реакции задержки гемагглютинации с диагностикумом вируса кори, сделайте вывод.

Протокол  исследования: 

Цель: Овладеть методикой серологического исследования при вирусных инфекциях.  
	Разведение сыворотки
	1/40
	1/80
	1/160
	1/320
	К

	Ребенок А.
	+

(отсутствие склеенных эритроцитов
	+
	+ 


	+
	-

	Ребенок Б.
	+
	- 
(склеенные эритроциты)
	- 


	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Можно ли по результатам обследования сделать заключение о наличии противокоревого  иммунитета у детей? 2. У кого из детей иммунитет более напряженный?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: планшеты с РЗГА с диагностикумом вируса кори.

Решение задачи. Студент учитывает РЗГА, заполняет протокол и делает выводы:
1. По результатам исследования можно сделать вывод о наличии противокоревого иммунитета у детей, т.к. в сыворотке крови обследуемых обнаружены  антитела к вирусу кори.

2. Наиболее напряженный иммунитет против кори установлен у ребенка А., так как РЗГА положительна в более высоком разведении сыворотки 1/320.  

Задание 4. Изучите препараты для специфической диагностики, лечения и профилактики вирусных инфекций.

Протокол исследования  1:

Цель: Изучить препараты для специфической профилактики и терапии вирусных инфекций 

	Название препарата
	Состав 
препарата
	Показания к применению
	Какой вид иммунитета (по происхождению) создается 

в организме

	Сухая 
оспенная вакцина
	Живой авирулентный (аттенуи-рованный) вирус 

(АГ)   
	Профилактика натуральной 
оспы


	Активный 

	Противо- оспенный донорский иммуно-глобулин
	АТ 
	Экстренная профилактика

(при контакте с больными натуральной оспой), лечение и профилактика поствакцинальных осложнений   
	Пассивный


Протокол исследования  2:

Цель: Изучить препараты для лабораторной диагностики вирусных инфекций.
	Название препарата
	Состав препарата
	Показания к применению
	Используемый метод и этап лабораторного исследования

	Противо-оспенная сыворотка
	Антитела 
	Идентифика-ция вируса
	Вирусологический метод: идентификация вируса. Реакция нейтрализации


	Оспенный диагности-кум
	Антигены вируса натуральной оспы
	Обнаружение специфических антител
	Серологический метод



Для выполнения данной работы студенту выделяется набор препаратов, используемых для диагностики, терапии и профилактики натуральной оспы; аннотации к препаратам представлены в «Руководстве к практическим занятиям по медицинской микробиологии» /под ред. академика РАМН О.В. Бухарина.

5. Методика оценки знаний студентов 
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты»

6.1. Студент при подготовке к занятиям должен найти ответы на следующие вопросы: 

- Морфология и физиология вирусов.

- Особенности патогенеза вирусных инфекций и механизмы противовирусного иммунитета.

- Практическое использование системы «антиген-антитело» в вирусологии:

а) для диагностики (реакции нейтрализации: реакция задержки гемагглютинации, реакция задержки ЦПД; иммуноферментный анализ, иммунноблот и др.);

б) для специфической профилактики и терапии (вакцины и сыворотки при вирусных инфекциях).

- Натуральная оспа. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия.

6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Освоить вирусоскопический и вирусологический методы диагностики. Студент должен вспомнить состав и назначение диагностических препаратов. 

· Обучиться технике постановки экспериментальной инфекции на курином эмбрионе. 
· Овладеть методикой серологического исследования при вирусных инфекциях. 

· Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики, терапии и профилактики вирусных инфекций. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических препаратов.

6.3. Предлагается студенту дома  письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики вирусных инфекций (см. пункт 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	5 

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели.
	5

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                ИТОГО 
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Перечень учебных таблиц:

1.  Схема практического использования системы АГ-АТ при вирусных инфекциях.

2.  Механизмы противовирусной защиты.

3.  Типы тканевых культур.

4.  Видимые проявления действия вирусов в клеточных культурах.

5.  Результаты процесса взаимодействия вируса и клетки.

6.  Способы заражения куриных эмбрионов.

7.  Морфология и биология вирусов.

8.  Схема лабораторной диагностики оспы.

Наглядный материал:

1.Флакон со средой 199.

2. Микропрепарат из  везикул, окрашенный по методу Морозова-Пашена; 

3. Культура клеток, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием вируса; 

4. Планшет с реакцией задержки гемагглютинации с диагностикумом вируса кори; 

5. Куриный эмбрион, погибший от вируса натуральной оспы и здоровый куриный эмбрион (10-12 дней). 

6. Ампулы со специфическими лечебно-профилактическими и диагностическими препаратами. 

7.3. Интеграция темы: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты» 

	Вопросы, обсуждаемые на 
кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия вирусных инфекций. 
	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия вирусных инфекций. 

Кафедра патологической анатомии: патогенез, патологическая анатомия натуральной оспы.

Кафедра детских болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия  детских вирусных инфекций. 

Кафедра нервных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия нейро-вирусных инфекций. 

Курс истории медицины: история развития вирусологии. История получения вирусных вакцин. Роль русских и советских ученых в становлении вирусологии как науки.


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты»


При обсуждении вопроса о роли вирусов в патологии человека отметить, что более 80% инфекционных болезней имеют вирусную этиологию, доказана роль вирусов в развитии таких соматических заболеваний, как рассеянный склероз, атеросклероз. Можно привести примеры подвига отечественный ученых под руководством Льва Александровича Зильбера, установивших вирусную природу клещевого энцефалита в ходе драматических экспедиций наркомздрава СССР 1937- 1939 гг  на Дальний Восток, где регистрировались случаи нерасшифрованной тяжелой нейроинфекции с высокой летальностью. 


При обсуждении темы целесообразно обратить внимание студентов на заслуги Дмитрия Иосифовича Ивановского. Благодаря ему наука о вирусах имеет точную дату рождения – 12 февраля 1892 года. Именно в этот день еще никому не известный 28-летний выпускник Петербургского университета физиолог растений Д.И. Ивановский доложил на заседании Академии наук о своих наблюдениях над табачной мозаикой. Он экспериментально доказал, что известная болезнь табака – табачная мозаика – вызывается неким агентом, легко проходящим через бактериальные фильтры. Д.И. Ивановский на четверть века опередил время (огромный срок для науки). Комплекс методов, использованный им в работе (ультрафильтрация, пассирование на живых организмах, микроскопия пораженных тканей), был положен в основу исследования вирусов. Благодаря им через 5 лет немецкие ученые Ф. Леффлер и П. Фром открыли вирус ящура. 


Следует обратить внимание студентов на заслуги австралийского вирусолога Ф. Бернета, «открывшего» в середине 30-х годов 20 века новое для вирусологии экспериментальное животное – куриный эмбрион. Использование куриных эмбрионов позволило выделить такие вирусы человека, как парагриппа, свинки, оспы, гриппа. Применение куриных эмбрионов привело к подлинной революции в изучении вирусов, которая была продолжена и завершена введением в вирусологическую технику метода культур тканей. В конце 40-х годов ХХ столетия американским ученым Д. Эндерсом и его сотрудниками были получены однослойные культуры клеток почек обезьян и на них был выращен вирус полиомиелита. Примерно 2/3 ныне известных вирусов были открыты за два десятилетия, прошедшие после введения в вирусологию метода однослойных культур тканей.


Разбирая со студентами материал о механизмах противовирусной защиты, отметить заслуги английского ученого А.Айзекса и его сотрудника швейцарца Д. Линдемана, доказавших, что зараженные вирусами клетки вырабатывают особый белок с противовирусной активностью, названный интерфероном (1957 г). Индукторами интерферона могут быть различные вещества, в том числе и бензимидазольные соединения (Витами В12, дибазол), эффективность действия которых была показана в исследованиях О.В. Бухарина в 60-е-70-е годы прошлого века.

7.5. Литература   для  преподавателей по теме: «Общая вирусология. Механизмы противовирусной защиты»:

1. Воробьев А.В., Подкуйко В.Н., Максимов В.А. Пероральная вакцинация против оспы (к вопросу о возврате оспопрививания) //Вестник Рос.акад.мед.наук, 2003. № 1. С.5-9. 

2. Ершов Ф.И. Новое поколения препаратов для профилактики вирусных инфекций //Журн.микробиол., 2007. № 4. С.100-103.
3. Львов Д.К. и соавт. Натуральная оспа – дремлющий вулкан //Вопросы вирусологии, 2008. № 4. С.4-8.

4. Макеев О.Г. и соавт. К 100-летию создания метода клеточного культивирования //Вестник Уральской медицинской академической науки, 2008. № 1.  С.94-99. 

5. Маренникова С.С. и соавт. Вакцинация против оспы сегодня и в свете прошлых лет //Журн.микробиол., 2003. № 6. С.73-80.

6. Маянский А.Н. Микробиология для врачей. Нижний Новгород, 1999. (Очерки патогенетической микробиологии).

7. Медицинская вирусология /Под ред. акад. РАМН Д.К. Львова. М.: МИА, 2008.
8. Носик Н.Н., Стаханова В.М. Лабораторная диагностика вирусных инфекций //Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапии, 2000. № 2. С.70-77. 

9. Супотницкий М.В. Микроорганизмы, токсины и эпидемии. М.: Вузовская книги, 2000. 
ЗАНЯТИЕ    2

1. Тема занятия: «Микробиология острых респираторных вирусных инфекций (ОРВИ) и арбовирусных инфекций»
2. Цель занятия:

- Выяснить особенности морфо-физиологических свойств возбудителей ОРВИ и арбовирусных инфекций (1 уровень усвоения). 

- Выяснить  особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета при респираторных вирусных  и арбовирусных инфекциях (1 уровень усвоения).

- Овладеть умением оценки результатов лабораторной диагностики ОРВИ и арбовирусных инфекций (3 уровень усвоения).

- Научиться решать практические задачи по специфической профилактике и терапии респираторных вирусных и арбовирусных инфекций  (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины. Преподаватель указывает на недочеты студентов по предыдущим разделам: вызывает неуспевающих, выясняет причины неуспеваемости, договаривается об отработке. Проводит контроль посещаемости лекций.
3.2. Формулировка темы и цели занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на большое разнообразие вирусов, вызывающих респираторные и арбовирусные заболевания.  Показать социальный характер ОРВИ и арбовирусных  инфекций. Особое внимание обратить на то, что по масштабу вызываемых вспышек и по ущербу, который они наносят здоровью человека и экономике, первое место занимают вирусы гриппа. Грипп и гриппоподобные болезни ответственны за 90% всей инфекционной заболеваемости в мире и России.  Остановиться на актуальности знаний о  причинах и условиях распространения ОРВИ и арбовирусных инфекций, а также о необходимости своевременной диагностики и специфической профилактики данных инфекций. 
3.3 Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель должен уметь дифференцировать вопросы студентов. Для ответа на вопрос, связанный с недобросовестной подготовкой студента, преподаватель может привлекать студентов группы. Если вопрос проблемный, связан со сложностью усвоения данного учебного элемента или недостаточной информацией в учебнике, то также можно попробовать ответить с участием студентов группы, дополняя их. Студентов, задавших интересные, важные, проблемные вопросы, следует отмечать и учитывать их активность при выставлении оценок за занятие.

Преподаватель отвечает на вопросы студентов (можно привлекать к ответам и хорошо успевающих студентов).

3.4. Контроль самостоятельной  работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
Студентам для домашней письменной работы были даны два задания:     выполнить письменно задание  (препараты для специфической профилактики и диагностики респираторных вирусных инфекций, «Руководство к практическим занятиям….  стр. 271» и решить задачу. 
Задание. Изучите препараты для специфической профилактики и диагностики респираторных вирусных инфекций. 

Протокол исследования:

Цель: Изучить препараты для специфической профилактики и диагностики респираторных вирусных инфекций.
	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе лабораторного исследования используется и на каком этапе

	Какой вид иммунитета (по происхожде-нию) создается в организме

	Типоспецифи-ческие гриппозные сыворотки А, А1, А2, В, С.
	Специфические антитела
	Типирование вируса гриппа по антигенной структуре
	Вирусологический метод (РЗГА, РСК).

Идентификция  возбудителя. 

	             -

	Продолжение   протокола

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе лабораторного исследования используется и на каком этапе
	Какой вид иммунитета (по происхожде-нию) создается в организме

	Типоспецифи-ческие риновирусные сыворотки.
	Специфические антитела
	Типирование риновируса  по антигенной структуре
	Вирусологический метод (РЗГА, РСК).

Идентификация возбудителя.
	             -

	Типоспецифи-ческие аденовирусные сыворотки.
	Специфические антитела
	Типирование аденовируса  по антигенной структуре
	Вирусологический метод (РЗГА, РСК).

Идентификация возбудителя
	             -

	Сыворотка против вируса ветряной оспы
	Специфические антитела
	Идентификация вируса ветряной оспы
	Вирусологичес-кий метод, Идентификация вируса в реакциях нейтрализации.    
	             -

	Сухие типо-специфические диагностикумы гриппозный и парагриппозный
	Вирусы гриппа различных типов и парагриппа.

(АГ)
	Диагностика  

гриппа и парагриппа
	Серологический метод.
	              -

	Сухие типо-специфические диагностикумы риновирусный и аденовирусный  
	Содержат антигены различных серотипов рино- и аденовирусов.
	Диагностика  

аденовирусных и риновирусных инфекций 
	Серологический метод.
	              -

	Сухая живая гриппозная вакцина
	Живые вирионы вакцинного штамма вируса гриппа. 

          (АГ)


	Профилактика гриппа в период повышенной заболеваемости     (по эпидемическим показаниям)
	               -
	Активный

	Инактивирован-ная гриппозная вакцина
	Убитые вирионы вакцинного штамма. (АГ) 
	Профилактика по эпидемическим показаниям
	               -
	Активный

	Химическая гриппозная вакцина
	Антигены вируса гриппа, обладающие иммуногенными свойствами
	Профилактика по эпидемическим показаниям
	               -
	Активный

	Инактивирован-ная аденовирусная вакцина
	Убитые вирусы, наиболее часто встречающихся серотипов (3,4,7). (АГ)
	Профилактика по эпидемическим показаниям
	               -
	Активный

	Продолжение  протокола

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе лабораторного исследования используется и на каком этапе
	Какой вид иммунитета (по происхожде-нию) создается в организме

	Живая паротитная вакцина
	Аттенуирован-ный вирус паротита Ленинград –3.(АГ)
	Плановая (с 12-15 месяцев) профилактика 
	-
	Активный

	Сухая вакцина против вируса ветряной оспы
	Живой аттенуи-рованный вирус.

        (АГ)
	Профилактика  по эпидемическим показаниям
	-
	Активный

	Живая коревая вакцина
	Аттенуирован-ный вирус кори – штамм Л-16.

       (АГ)
	Прививаются все дети в возрасте с 10 месяцев до 8 лет (плановая).
	-
	Активный

	Сухая вакцина против герпеса
	Инактивированный вирус.

         (АГ)
	Профилактика рецидивов. Многократное введение вакцины уменьшает частоту возникновения рецидивов
	-
	Активный

	Противогриппоз-ный гамма-глобулин
	Содержит в высоком титре антитела против вирусов гриппа А2 и В.
	Для лечения тяжелых форм гриппа и экстренной профилактики.
	-
	Пассивный

	Иммуноглобу-лин для серопрофилактики кори
	Антитела различной специфичности, в том числе к вирусу кори.
	Экстренная профилактика
	-
	Пассивный

	Иммуноглобу-лин для серопрофилактики ветряной оспы
	Специфические антитела  из крови рекон-валесцентов
	Рекомендуется применять в очагах инфекции для экстренной профилактики
	-
	Пассивный


Задача. В эпидемический период гриппа все больные с характерными клиническими симптомами были обследованы на 5 и 20 день с помощью реакции связывания комплемента для определения наличия специфических антител. На 5 день РСК была положительна в разведении сыворотки 1/20, на 20 день – 1/160. Определите диагностическую ценность полученных результатов.
Решение задачи.  При решении задачи необходимо отметить относительную диагностическую ценность определения наличия антител в сыворотки крови, т.к. возможно проявление следовых реакций. Однако, если в процессе исследования выявляется нарастание титра антител не менее чем в 4 раза (по условию задачи в 8 раз), то это является основанием для подтверждения диагноза «Грипп». Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту можно задать дополнительные вопросы, например: «Какое значение в эпидемиологических целях имеет поиск антител в сыворотках крови, взятых от больных?» (Обследование на наличие специфических противогриппозных антител в сыворотке крови  проводят с целью установления начала эпидемии заболевания гриппом и выявления серовара (ов) возбудителя).

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме: 

- Морфофизиологические особенности и таксономия вирусов, вызывающих ОРВИ. При разборе вопроса остановиться на многообразии вирусов, вызывающих острые респираторные инфекции. 
- Грипп. Этиология, эпидемиология, патогенез. 

Обратить внимание студентов на значение различных серологических вариантов в возникновении эпидемии гриппа. Установить роль иммунитета коллектива, как одного из факторов, способствующих появлению новых вариантов. Разобрать понятия: «антигенный шифт» и «антигенный дрейф». Используется таблица «Антигенное строение вируса гриппа». 

- Грипп. Лабораторная диагностика, профилактика и терапия.

При разборе вопроса используются таблицы «Лабораторная диагностика гриппа» и «Использование системы антиген-антитело в вирусологических исследованиях». Обращается внимание, что в лабораторной диагностике респираторных вирусных инфекций используются два принципа: а) обнаружение возбудителя – основной принцип; б) выявления специфических изменений в сыворотке крови больного (имеет ретроспективное значение). Отметить, что лабораторные исследования при гриппе  используют в настоящее время, в основном, для решения вопросов эпидемиологии. Необходимо также указать на сложности специфической профилактики, связанные с изменениями антигенной структуры гриппа. Подчеркнуть важность разработки направления неспецифической стимуляции защитных сил организма в предэпидемический и эпидемический периоды. 

С целью более полного усвоения студентами методов диагностики гриппа рекомендуется разобрать решение задачи.

Задача. У больного С. клинически диагностировали «Грипп». Врач назначил лечение больному. Одновременно провели вирусологическое исследование. Какой  исследуемый материал взят у больного? С помощью какой реакции можно провести идентификацию возбудителя?. 

Решение задачи. 1. У больного для исследования взяли смыв с носоглотки.  Обнаружение вируса в носоглоточном смыве является основанием для подтверждения диагноза. 2. Для идентификации вируса можно провести реакцию задержки цитопатического действия вируса со специфической иммунной сывороткой, РЗГА и РИФ.

- Арбовирусные инфекции (определение понятия, классификация).
При разборе данного вопроса, дается определение «Арбовирусные инфекции» и приводятся примеры наиболее опасных и социально значимых в нашей стране арбовирусных инфекций. 

- Клещевой и японский энцефалиты. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. При анализе данного материала более подробно обращается внимание студентов на клещевой энцефалит, как на заболевание, достаточно часто встречающееся на территории России, при этом необходимо подробно остановиться на диагностике, специфической профилактике и терапии данной инфекции.
- Геморрагические лихорадки: омская, крымская, желтая, ГЛПС. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. При разборе данного вопроса, можно выборочно дать студентам микрорефераты по лабораторной диагностике и специфической профилактике геморрагической лихорадки с почечным синдромом (время сообщения до 3 минут). Отметить, что в Оренбургской области отмечается значительный рост ГЛПС, особенно в районах вблизи поймы рек. Определяется заболевание через рыжих полевок, обитающих в этих местах. Опрос студентов по другим видам лихорадок можно проводить при просмотре преподавателем протоколов самостоятельной работы.
- Теоретический материал по этиологии, эпидемиологии, патогенезу, лабораторной диагностике, профилактике и терапии аденовирусных, риновирусных инфекций, ветряной оспы, опоясывающего герпеса, кори, паротита  целесообразно опрашивать у студентов во время проверки протоколов выполнения самостоятельной работы. Если по данному материалу студенты зададут вопросы в начале занятия, то при ответе на них можно использовать таблицы  «Лабораторная диагностика ветряной оспы», «Лабораторная диагностика паротита» (для педиатрического факультета), «Лабораторная диагностика кори».
После разбора теоретической части занятия преподаватель проводит обобщение материала, напоминает цель занятия и формулирует задачи для практической части работы, при этом особое внимание уделяется значимости выполняемой работы для обучения навыкам диагностики, специфической профилактики и терапии, необходимым для практикующего врача.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике вирусных инфекций. Преподаватель напоминает студентам схемы вирусоскопического, вирусологического, серологического методов исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Каждый студент в течение занятия должен выполнить самостоятельно работу: 

1. Рассмотреть препараты: планшетки с РЗГА для изучения динамики титра антител к гриппозному диагностикуму и планшетки с РЗГА для изучения наличия антител к вирусам клещевого и японского энцефалитов; культура клеток, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием аденовируса.  
2. Изучить схемы лабораторной диагностики гриппа и клещевого энцефалита.

3. Повторить схему-таблицу «Принципы практического использования системы «антиген-антитело» при диагностике вирусных инфекций».

4. Заслушать и обсудить рефераты, подготовленные студентами. 

5. Изучить препараты для профилактики и терапии арбовирусных инфекций.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология ОРВИ и арбовирусных инфекций»
Задача 1. В диагностическое отделение инфекционной больницы поступили двое больных с предположительным диагнозом «Грипп». Для подтверждения диагноза врач рекомендовал изучить динамику титра антител к гриппозному диагностикуму. В лаборатории использовали РЗГА. Оцените результаты, оформите протокол. 

Протокол  исследования:

Цель: Освоить серологический метод диагностики гриппа. 

	Ф.И.О.
	Дни исле-

дования
	Разведение  сыворотки

	
	
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	1/320
	1/640
	К

	Больной   

               А.
	2 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	12 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Больной Б.
	2 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	12 день
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Правильно ли поступил врач? Почему? 2. У кого из больных подтвердился диагноз «Грипп» и почему? 3. Как объяснить стабильное количество антител у одного из больных в разные сроки исследования?).

Студенту выделяется для исследования планшет с РЗГА для диагностики гриппа.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследования, заполняет протокол и делает выводы: 

1. Врач поступил правильно, порекомендовав изучить динамику титра антител к гриппозному диагностикуму, т.к. по нарастанию титра антител в РЗГА можно судить о правильности постановки диагноза.

2. Диагноз «Грипп» подтвердился только у больного Б., т.к. в сыворотке крови  больного на 12 день наблюдался рост титра АТ в 4 раза.

3. Стабильное количество антител в сыворотке больного А. в разные сроки исследования объясняется анамнестической реакцией (возможно он ранее переболел или был вакцинирован против гриппа).

Задача 2. В глазное отделение поступил больной с симптомами тяжелого кератоконъюнктивита. Было высказано предположение о вирусной природе заболевания, в частности о возможности аденовирусной или герпетической инфекции. Отделяемое конъюнктивы было отправлено в вирусологическую лабораторию для выделения и идентификации вируса в культуре клеток. Учтите результаты, сделайте выводы, оформите протокол. 

Протокол  исследования:

Цель: Провести вирусологическое исследование при аденовирусных инфекциях. 

	Выделение вируса
	Идентификация  вируса

	Исследуемый материал +

культура клеток
	Выделенный вирус + сыворотка к аденовирусу + 
культура клеток
	Исследуемый вирус  +

сыворотка  к  вирусу

герпеса + культура клеток

	Рис. с проявлением ЦПД 
вируса в культуре клеток
	Рис. с задержкой ЦПД вируса в культуре клеток
	Рис. с проявлением ЦПД 
вируса в культуре клеток


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какой принцип лежит в основе идентификации вируса? 2. Какова этиология заболевания у данного больного? Почему?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: культура клеток, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием аденовируса.

Решение задачи. Студент  учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. В основе идентификации вируса лежит принцип нейтрализации в РЗЦПД.

2. Заболевание у данного больного вызвано аденовирусом, т.к. реакция нейтрализации цитопатического действия вируса произошла только в культуре клеток с добавлением диагностической сыворотки, содержащей антитела, нейтрализующие  аденовирус. 

Задача 3. Среди работников лесхоза заболело несколько человек. Заболевание сопровождалось высокой температурой,  поражением нервной системы в виде парезов и параличей. Был поставлен диагноз «Вирусный клещевой энцефалит». Для подтверждения диагноза была исследована сыворотка крови больного в РЗГА. Учтите результат, оформите протокол, сделайте выводы. 

Протокол  исследования:

Цель: Овладеть серологической диагностикой вирусных энцефалитов.
	                   Разведение сыво- 

                             ротки боль-           

Диагнос-                         ного

тикумы
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	1/320
	К

	Диагностикум из вируса 

клещевого энцефалита  
	+ 

(отсутствие гемаглютинации)
	+
	+
	+
	+
	-

	Диагностикум из вируса 

японского энцефалита
	- 

(наличие склеенных эритроцитов)
	-
	-
	-
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Какова этиология вирусного энцефалита у обследованного больного? Почему? 2. Ингредиенты РЗГА в данном исследовании?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: планшетка с РЗГА для изучения наличия антител в сыворотке больного к вирусам клещевого и японского энцефалитов.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. Возбудителем вирусного энцефалита у обследуемого больного является вирус клещевого энцефалита, т.к. обнаружены АТ к данному вирусу: РЗГА положительна (в  разведении сыворотки - 1/320 ) с диагностикумом из вируса клещевого энцефалита.

2. Ингредиенты РЗГА в данном исследовании: диагностикумы  из вирусов клещевого и японского энцефалита, сыворотка больного, эритроциты. 

Задание 4. Изучите специфические препараты для диагностики, терапии и профилактики арбовирусных инфекций. 

Протокол  исследования:

Цель: Изучить специфические препараты для диагностики, терапии и профилактики арбовирусных инфекций.
	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе  исследования используется (диагностический

препарат)?
	Какой механизм действия в организме (лечебно-про-филактический препарат)?

	Диагностикум из вируса клещевого энцефалита
	Антиген вируса клещевого энцефалита
	Диагностика клещевого  энцефалита
	Серологичес-кий метод
	          -

	Диагностикум из вируса японского энцефалита
	Антиген вируса японского энцефалита
	Диагностика японского энцефалита
	Серологичес-кий метод
	          -

	Диагностикум из вируса омской геморрагической лихорадки
	Антиген вируса омской геморрагической лихорадки
	Диагностика омской геморрагической лихорадки
	Серологичес-кий метод
	          -

	Специфическая сыворотка против вируса клещевого энцефалита
	Специфические антитела
	Идентификация вируса клещевого энцефалита
	Вирусологи-ческий метод, идентифика-ция возбудителя
	

	Специфическая сыворотка против вируса японского энцефалита
	Специфические антитела
	Идентификация вируса японского энцефалита
	Вирусологи-ческий метод, идентификация возбудителя
	-

	Специфическая сыворотка против вируса омской геморрагической лихорадки
	Специфические антитела
	Идентификация вируса омской геморрагической лихорадки
	Вирусологи-ческий метод, идентификация возбудителя
	-

	Инактивирован-ная энцефалитная вакцина жидкая и сухая
	Взвесь антигена вируса клещевого энцефалита
	Профилактика у населения в эпидемических очагах и лабораторного персонала (по эпидпоказаниям)
	-
	 Создание 
активного

иммунитета  

	Инактивирован-ая вакцина против краснухи
	Антигены вируса краснухи 
	Иммунизация девочек 12-14 лет (плановая профилактика)

	-
	 Создание 
активного

иммунитета  

	Живая вакцина против краснухи
	Живые аттенуи-рованные вирусы краснухи.

       (АГ)
	Вакцинация девочек 12-14 лет

(плановая профилактика) 

	-
	 Создание 
активного

иммунитета  

	Продолжение  протокола

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе  исследования используется (диагностический

препарат)?
	Какой механизм действия в организме (лечебно-про-филактический препарат)?

	Инактивирован-ная вакцина против японского энцефалита

	Убить вирус японского энцефалита
       (АГ)
	Профилактика по эпид. показаниям
	-
	 Создание 
активного

иммунитета  

	Живая вакцина против желтой лихорадки
	Вируссодержа-щая суспензия ткани куриных эмбрионов, зараженных авирулентным штаммом
        (АГ) 

	Профилактика по эпид. показаниям
	-
	Создание 
активного

иммунитета  

	Гамма-глобулин против клещевого энцефалита
	Высокий титр специфических противовирус-ных антител
	Лечение и экстренная профилактика
	-
	Нейтрализация возбудителя, создание  пассивного иммунитета  



5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология ОРВИ и арбовирусных инфекций»

6.1. Студент при подготовке к занятию должен найти ответы на следующие вопросы: 

- Грипп. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. 

- Аденовирусные инфекции. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. 

- Риновирусные инфекции. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. 

- Ветряная оспа, опоясывающий герпес. Этиология, Эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика и терапия. 

- Корь, паротит. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика. Профилактика и терапия.  

- Арбовирусные инфекции – определение понятия. 

- Клещевой и японский энцефалиты. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика.

- Геморрагические лихорадки: омская, крымская, желтая, ГЛПС. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, терапия и профилактика. 

- Коревая краснуха. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика. 

6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Оценка результата серологической диагностики гриппа. Студент должен вспомнить состав и назначение диагностических препаратов. 

· Оценка результата вирусологического исследования при аденовирусных инфекциях.  Студент должен вспомнить принцип нейтрализации в диагностике вирусных инфекций

· Оценка серологической диагностики вирусных энцефалитов. Студент должен вспомнить механизм и ингредиенты РЗГА.

· Умение выбрать препараты для специфической диагностики, терапии и профилактики ОРВИ и арбовирусных инфекций. Студент должен вспомнить в каком методе исследования используются (для диагностических препаратов) и каков механизм действия в организме (для лечебно-профилактических) препаратов.  

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики гриппа (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология острых респираторных вирусных инфекций (ОРВИ) и арбовирусных инфекций» 
(3 астрономических часа)
	№
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели.
	5

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                                ИТОГО 
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Учебные таблицы:

1.  Антигенное строение вируса гриппа.

2.  Схема лабораторной диагностики гриппа.

3.  Лабораторная диагностика ветряной оспы.

4.  Лабораторная диагностика паротита.

5.  Лабораторная диагностика кори.

6.  Строение вириона гриппа и парагриппа.

7.  Лабораторная диагностика клещевого энцефалита. 

Наглядный материал:

1. Планшетка с РЗГА для изучения динамики титра антител к гриппозному диагностикуму в сыворотках крови больных;

2. Планшетка с РЗГА для изучения наличия антител к вирусам клещевого и японского энцефалита в сыворотке крови больного; 

3. Культура клеток, поврежденная и неповрежденная цитопатическим действием аденовируса.

4. Ампулы со специфическими лечебно-профилактическими и диагностическими препаратами.

7.3. Интеграция темы: «Микробиология ОРВИ и арбовирусных инфекций»
	Вопросы, обсуждаемые на кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия ОРВИ и арбовирусных инфекций. 
	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия ОРВИ и арбовирусных инфекций. 

Кафедра детских болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия ОРВИ и арбовирусных инфекций у детей. 

Кафедра нервных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика арбовирусных нейроинфекций. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология ОРВИ и арбовирусных инфекций» 

При обсуждении темы, можно использовать работы:

1. Эберт Л.Я., Бухарин О.В., Матовский И.М. Лекарственная профилактика гриппа.  Челябинск, 1966.

2. Бухарин О.В. и др. О профилактике гриппа лекарственными средствами.  Л., 1967.

3. Эберт Л.Я., Брауде А.И., Бухарин О.В. Профилактика инфекционных заболеваний при помощи лекарственных средств.  Челябинск, 1968.

Обратить внимание студентов на огромный вклад отечественных вирусологов, которые в 1937-40 гг под руководством Л.А. Зильбера осуществили четыре дальневосточные экспедиции, позволившие выделить вирус клещевого энцефалита, установить переносчиков инфекции, разработать 1-ую вакцину против клещевого энцефалита и успешно ее испытать. Отметить героический подвиг сотрудников, которые во время создания вакцины заразились и погибли: вирусолог Н.В. Каган, паразитолог Б.И. Померанцев и лаборант Т. Уткина.
Напомнить студентам, что в 1967 году в Ленинграде был создан Всесоюзный научно-исследовательский институт гриппа. Его основателем и первым директором был академик А.А. Смородинцев. В институте разработана система надзора за уровнем заболеваемости гриппом и ОРЗ, которая сегодня объединяет Опорные базы, расположенные в 49 крупных городах по всей России от Камчатки до Калининграда. Институт возглавляет в России работы по проблеме «Грипп, гриппоподобные заболевания, их профилактика и лечение».
7.5. Литература   для  преподавателей по теме:  «Микробиология ОРВИ и арбовирусных инфекций»:

1. Атипичная пневмония – новая патология ХХI века //Рос.мед.журнал, 2003. № 5. С.50-56. 

2. Белов А.Б., Огарков П.И. Зоонозный (птичий) грипп, прогнозы пандемии и реальность //Журн.микробиол., 2008. № 1. С.90-95. 

3. Васильев Г.К. К 60-летию доказательства природной очаговости геморрагической лихорадки с почечным синдромом //Вопросы вирусологии, 2008. № 4. С.45-48.
4. Грипп /Под редакцией Карпухина Г.И. СПб., 2001.

5. Ершов Ф.И. Использование иммуномодуляторов при вирусных инфекциях //Антибиотики и химиотерапия, 2003. № 6. С.27-32.

6. Клещевой энцефалит у детей (патогенез, клиника, диагностика, лечение). Пособие для врачей /Под редакций Н.В. Скрипченко. Спб, 2005. 64с.

7. Лашкевич В.А., Карганова Г.Г. Современные аспекты профилактики клещевого энцефалита, 2007 //Вопросы вирусологии, 2007. № 5. С.31-32.
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ЗАНЯТИЕ    3 

1. Тема занятия: «Микробиология кишечных вирусных инфекций» 

2. Цель занятия:

-  Выяснить морфологические особенности возбудителей полиомиелита, энтеровирусных инфекций Коксаки и ЕСНО, ротавирусных инфекций, вирусных гепатитов А, Е  (1 уровень усвоения).

  - Выяснить особенности эпидемиологии, патогенеза, иммунитета при кишечных вирусных инфекциях (1 уровень усвоения).

  - Овладеть основными методами лабораторной диагностики полиомиелита, инфекций Коксаки и ЕСНО, ротавирусных инфекций, энтеральных вирусных гепатитов (3 уровень усвоения).

  - Научиться решать практические задачи по специфической профилактике  и терапии кишечных вирусных  инфекций (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль учебной дисциплины
Преподаватель указывает на недочеты студентов по предыдущим темам:  вызывает неуспевающих, выясняет причины неуспеваемости, договаривается об отработке. Проводит контроль посещаемости лекций.

3.2. Формулировка темы и цели занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание студентов на широкое распространение и  социальный характер ряда энтеровирусных инфекций (низкий уровень жизни населения, плохие санитарно-гигиенические условия, нарушение противоэпидемиологического режима), на отсутствие эффективных вакцин против многих вирусных кишечных заболеваний. Врач должен хорошо знать причины и условиях их распространения, а также лабораторную диагностику и специфическую профилактику кишечных вирусных инфекций. Особое внимание обратить на то, что определение этиологической значимости данных вирусов затрудняется феноменом персистенции, свойственным отдельным вирусам этой группы. Энтеровирусы относятся к числу малопредсказуемых возбудителей, вирус одного и того же серотипа способен вызвать совершенно разные клинические синдромы (от тяжелых паралитических заболеваний с высокой летальностью до легких лихорадочных состояний); может вызывать большие эпидемии и единичные спорадические заболевания. Напротив, энтеровирусы разных серотипов могут являться причиной одних и тех же синдромов клинических. Существование энтеровирусов десятков серотипов делает практически невозможным создание типоспецифических вакцин. Отметить, что действие живых энтеровирусных вакцин основано на явлении интерференции вирусов в кишечнике человека, а не на индукции типоспецифического иммунитета. 

В настоящее время завершается многолетняя работа по ликвидации на земном шаре полиомиелита. На протяжении 45 лет в человеческую популяцию ежегодно вносили огромное количество вирусных частиц вакцинного вируса, которые заселяли кишечник многих сотен миллионов человек и в результате интерференции вирусов препятствовали циркуляции диких вирусов полиомиелита и других энтеровирусов. Прекращение вакцинации может привести к тому, что место апатогенных вакцинных вирусов займут патогенные энтеровирусы. Ликвидация трех типов полиовируса не приведет к ликвидации паралитических заболеваний, т.к. на Земле останутся еще 20 типов энтеровирусов, способных вызвать параличи. Поэтому сегодня ставится вопрос о проведении туровой вакцинации живой полиомиелитной вакциной (в апреле, мае - время перед подъемом циркуляции энтеровирусов) или о получении живых вакцин из энтеровирусов, непатогенных для человека, с целью введения в организм человека интерферирующих вирусов. 
3.3 Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов (можно привлекать для ответов и хорошо успевающих студентов).
3.4. Контроль самостоятельной работы студентов во внеучебное время (СРС ВУВ)
Студентам для домашней письменной работы была дана задача (задачи можно подготовить самостоятельно): 

Задача. В лабораторию поступили сыворотки крови больных детей с подозрением на полиомиелит для определения в них специфических вируснейтрализующих антител. Была поставлена цветная проба с соответствующим диагностикумом в динамике. Результаты исследования прилагаются в таблице. Учесть результаты и ответить на вопросы. 

	
	Дни
	Разведение сыворотки
	  К

	
	
	1/10
	1/20
	1/40
	1/80
	1/160
	

	Больной А
	5 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	
	15 день
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	Больной Б
	5 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	
	15 день
	+
	-
	-
	-
	-
	-


	№ пп
	Вопросы для студентов
	О т в е т ы

	1.
	Какие ингредиенты необходимы для постановки цветной пробы в серологическом методе?
	Сыворотка крови, диагностикум,  живая культура клеток и среда 199

	2. 
	Каким должен быть результат цветной пробы  при условии обнаружения вируснейтрализующих антител  в исследуемом материале?
	Розовый цвет среды меняется на желтый за счет продуктов метаболизма живых клеток культуры тканей

	3.
	Кто из обследуемых болен полиомиелитом? Почему?  
	Среди обследуемых диагноз «Полиомиелит» поставлен больному А. У него цветная проба дала положительный результат на 5 день в разведении сыворотки 1/10, а  на 15 день - 1/160. Наблюдается рост титра АТ в 16 раз, что имеет диагностическую ценность для постановки диагноза при вирусных инфекциях.  


В столбце «ответы» даны правильные ответы, по которым ставится оценка.

Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы, чтобы исключить списывание, например: «Чем объяснить наличие вируснейтрализующих специфических антител в сыворотке больного Б.?». (Возможны вирусоносительство, вакцинация или бытовая иммунизация).

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6. Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:

Полиомиелит. Морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез. Обратить внимание студентов на пути и источники заражения вирусом полиомиелита. Подчеркнуть кишечно-гематогенно-нейрогенный путь циркуляции вируса.

Лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия полиомиелита. При анализе этого вопроса показать особенности лабораторной диагностики полиомиелита, связанные с широко распространенным вирусоносительством. Можно использовать материалы по истории получения полиомиелитной вакцины.  Обсуждение таблицы «Лабораторная диагностика полиомиелита».  При разборе серологического метода студентам рекомендуется предложить задачу (можно составить самостоятельно):
Задача. В клинику поступил больной с предварительным диагнозом «Полиомиелит». В процессе лечения его дважды на 5 и на 30 день обследовали для выявления специфических антител с помощью цветной пробы. Результаты исследования: на 5 день положительная цветная проба в разведении сыворотки 1/10, на 30 – в 1/80. Оцените диагностическую ценность полученного результата.

Решение задачи.. Нарастание титра антител в процессе заболевания более чем в 4 раза является достоверным подтверждением диагноза «Полиомиелит».
Энтеровирусные инфекции Коксаки и ЕСНО. Коротко охарактеризовать морфологию возбудителя, эпидемиологию, патогенез, лабораторную диагностику и специфическую профилактику. 

Ротавирусные инфекции (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). Данный вопрос можно разобрать с помощью подготовленных студентами микрорефератов (не более 2-3 минут).
Энтеральные вирусные гепатиты А и Е (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). При разборе  вопроса необходимо подчеркнуть, что особенностью лабораторной диагностики энтеральных вирусных гепатитов А, Е является применение ИФА  для поиска  антигенов и антител к ним. Используются таблицы: «Лабораторная диагностика энтеральных гепатитов» и «Схема иммуноферментного анализа». С целью более полного усвоения студентами методов диагностики гепатита А можно решить задачу (при разборе задачи напомнить студентам механизм и ингредиенты ИФА). 
Задача. В диагностическое отделение инфекционной больницы поступило несколько детей в возрасте 10-12 лет из пригородного спортивного лагеря. По клиническим симптомам был поставлен предварительный диагноз «Гепатит А». Какой исследуемый материал необходимо взять для лабораторного анализа и с помощью каких методов необходимо провести диагностику заболевания? 

Решение задачи.    Для подтверждения диагноза необходимо направить в лабораторию сыворотку крови больных детей. Лабораторная диагностика проводится с помощью серологического метода с применением ИФА (на доске зарисовывается схема ИФА со всеми ингредиентами). Обнаружение антител, относящихся к IgM, свидетельствует об остром гепатите. 

Морфологию вируса, вызывающего энтеральный гепатит Е,  эпидемиологию и патогенез заболевания, можно разобрать с помощью подготовленных студентами  микрорефератов (продолжительность до 3 мин.). 

После разбора теоретической части занятия преподаватель проводит обобщение материала, напоминает цель занятия и формулирует задачи для практической части работы, при этом особое внимание уделяется значимости выполняемой работы для обучения навыкам диагностики, специфической профилактики и терапии, необходимым для практикующего врача.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике вирусных инфекций. Преподаватель напоминает студентам схемы вирусологического и серологического методов исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Каждый студент в течение занятия должен выполнить самостоятельно работу: 

1. Рассмотреть препараты: реакция бляшкообразования для выделения и  идентификации вируса полиомиелита; цветная проба для определения наличия антител в сыворотке больного с целью диагностики инфекций Коксаки и ЕСНО; планшеты с ИФА для диагностики вирусного гепатита А.

2. Изучить схемы лабораторной диагностики полиомиелита и гепатита А.

3. Повторить схему-таблицу «Принципы практического использования системы «антиген-антитело» при диагностике вирусных инфекций».

4. Заслушать и обсудить рефераты, подготовленные студентами.

5. Решить практические задачи на проблемную ситуацию.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология кишечных вирусных инфекций»

Задача 1. В вирусологическую лабораторию поступил материал (испражнения) от больного К., 12 лет, с предположительным диагнозом «Полиомиелит». Для выделения чистой культуры вируса была поставлена реакция бляшкообразования. После выделения чистой культуры была осуществлена идентификация вируса в реакции нейтрализации бляшкообразования. Оцените результаты, запишите протокол, сделайте выводы. 

Протокол  исследования:

Цель: Выделение и идентификация вируса полиомиелита.

	Исследу-

мый

мате-риал
	Выделение

вируса (реакция бляшко- 

образования)
	Идентификация  вируса в реакции задержки
бляшкообразования

	
	Опыт
	Конт-роль
	                Разведение

                 сыворотки

Иммун-

ные сыво-

ротки к полио-

вирусам типа:
	1/10
	1/20
	1/30
	1/40
	К

	Ис-праж-нения
	Есть

бляшки
	Нет

бляшек
	I

	+

(отсутствие бляшек под агаром)
	+
	+
	-
	-

	
	
	
	II
	-

Наличие бляшек под агаром)
	-
	-
	-
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. По какому признаку обнаружен вирус в культуре ткани, какой серовар? 2. Ингредиенты и механизм реакции бляшкообразования? 3. Можно ли ставить диагноз «Полиомиелит» только по результату вирусологического исследования без соответствующей клиники? 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: флаконы с культурой ткани для учета реакции бляшкообразования, поставленной для выделения вируса полиомиелита и флаконы с культурой ткани для учета реакции задержки бляшкообразования для идентификации вируса полиомиелита.  

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. Вирус в культуре клеток обнаружен по ЦПД в реакции бляшкообразования. Серовар вируса полиомиелита – I тип, что установлено по задержке цитопатического действия в реакции задержки бляшкообразования с иммунной сывороткой к полиовирусу I типа. 

2. Ингредиенты реакции бляшкообразования: культура клеток, иммунная специфическая сыворотка, питательный агар, вирусосодержащий материал. Механизм реакции: в результате цитопатического действия вируса клетки погибают и образуются бляшки (участки разрушенных клеток). При добавлении иммунной специфической сыворотки происходит задержка цитопатического действия вируса. Реакция считается положительной при снижении числа бляшек в опыте по сравнению с контролем.

3. Диагноз «Полиомиелит» по результатам данного исследования без соответствующей клиники поставить нельзя, т.к. возможно вирусоносительство.    


Задача 2. В лабораторию поступила сыворотка крови больного с подозрением на перенесенную энтеровирусную инфекцию. Для подтверждения диагноза была поставлена цветная проба с соответствующими диагностикумами. Оцените результат, запишите протокол, сделайте выводы. 

Протокол  исследования

Цель: Определить антитела в сыворотке крови больного для диагностики энтеровирусной инфекции Коксаки, ЕСНО.

	           Разведения сыворот-

                         ки больного 

Диаг-

ностикум  
	¼
	1/8
	1/16
	1/32
	1/64
	К

	Диагностикум ЕСНО  
	- 
( красный цвет среды 199)
	-
	-
	-
	-
	-

	Диагностикум Коксаки
	+

(изменение цвета среды на желтый)
	+
	+
	+
	+
	-


Вывод: (Ответить на вопросы: 1. Каков механизм изменения цвета среды? 2. Какой диагноз подтверждается и почему?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: пробирки для учета цветной пробы для обнаружения антител в сыворотке крови больного к вирусам - возбудителям инфекций Коксаки и ЕСНО.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:

1. В основе механизма изменения цвета среды лежит принцип нейтрализации ЦПД вируса специфическими антителами, вследствие этого  клетки ткани размножаются и цвет среды меняется за счет продуктов метаболизма живых клеток.

2. По результатам исследования подтвердился диагноз: «Энтеровирусная инфекция Коксаки», так как в цветной пробе произошла нейтрализация вируса Коксаки специфическими антителами, находящимися в сыворотке больного и цвет среды изменился с красного на желтый.


Задача 3. В диагностическое отделение инфекционной больницы поступили 2 больных с желтухой. Возникло подозрение на гепатит А. С целью подтверждения диагноза в лабораторию отправлена сыворотка крови больных для проведения иммуноферментного анализа с использованием диагностикума вируса гепатита А. Оцените результат, запишите протокол, сделайте выводы. 

Протокол  исследования: 

Цель: Изучить ИФА для диагностики вирусного гепатита А. 

	Диагностикум
	С  ы  в  о  р  о  т  к  и:

	
	Больного

А.
	Больного

Б.
	Положительная

контрольная
	Отрицательная

контрольная

	Диагностикум гепатита А
	+ 

(окрашивание)
	-

(отсутствие 
окрашивания)
	+
	-


Вывод: (Ответить на вопросы:  1. Какую тест-систему взяли для исследования? 2. Зарисуйте схему реакции (ИФА) в данном исследовании. 3. У кого из больных подтвержден диагноз: «Гепатит А» и почему?) 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: полистероловый 96-луночный планшет с результатами ИФА.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод:

1. Для исследования взята тест-система для ИФА с адсорбированными на твердой фазе антигенами (НАV-АГ) вируса гепатита А.

2. Зарисовать схему реакции и подписать ингредиенты (См. таблицу «Иммуноферментный анализ»). 





1. Твердая фаза (дно лунки планшета)

2. Адсорбированный на твердой фазе АГ вируса (НАV-антиген)

3. Сыворотка крови больного

4. Антиглобулиновая сыворотка, меченая ферментом пероксидазой 

5,6.Субстрат к ферменту и индикатор на продукты расщепления субстрата 

3. При проведении лабораторного исследования подтвердился диагноз «Гепатит А» у больного А, т.к.  у него результат иммуноферментного анализа положительный, те. выявлены АТ против НАV-антигена вируса.

Задание 4. Изучите препараты для специфической диагностики и  профилактики вирусных кишечных инфекций. 

Протокол  исследования: 

Цель: Изучить препараты для специфической диагностики и  профилактики вирусных кишечных инфекций. 

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе 
исследования и на 
каком этапе 

используется?
	Какой вид имму-

нитета (по проис-

хождению) созда-

ется в организме?

	Диагности-кум полиомиелитный
	Вирусы-антигены
	Диагностика полиомиелита
	Серологический
метод.
	-

	Диагности-кумы
Коксаки и ЕСНО 


	Вирусы-антигены
	Диагностика Коксаки и ЕСНО
	Серологический
метод.
	-

	Диагности-кумы

Ротавирус-ные
	Вирусные антигены
	Диагностика ротовирусных заболеваний
	Серологический
метод.
	-

	Диагности-кумы

гепатитов

А,Е

	Антигены

вирусов гепатита А, Е
	Диагностика гепатита А, Е
	Серологический
метод.
	-

	Типоспеци-фические полиомие-литные сыворотки I,II,III типов
	Специфичес-кие антитела
	Типирование вирусов полиомиелита
	Вирусологический метод, идентификация возбудителя
	-

	Продолжение   протокола

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе 
исследования и на 
каком этапе 

используется?
	Какой вид имму-

нитета (по проис-

хождению) созда-

ется в организме?

	Поливален-тные и типоспеци-фические сыворотки Коксаки и ЕСНО  

	Специфичес-кие антитела к различным антигенам вирусов
	Типирование вирусов Коксаки и ЕСНО
	Вирусологический метод, идентификация возбудителя
	-

	Сыворотки к вирусу гепатита А и Е
	Специфичес-кие антитела
	Типирование вирусов гепатита А и Е
	Вирусологический метод, идентификация возбудителя

	-

	Полиомиелитная живая вакцина
	Живые аттенуированные вирусы полиомиелита I,II,III типа

    (АГ)
	Плановая вакцинация детям в 2 месячном возрасте, ревакцинация в 2-3 года, в 7-8 и 15-16 лет.

	-
	Активный 

	Вакцина против гепатита А культуральная инактивиро-ванная (ГЕП-А-ин-ВАК)
	Суспензия убитых вирусов, предварительно выращенных в культуре клеток 

      (АГ)

	Профилактика по эпид. показаниям и у групп повышенного риска
	-
	Активный 

	Иммуног-лобулин человеческий нормальный
	Антитела различной специфич-ности против вирусов полиомиелита

	Для экстренной профилактики и лечения полиомиелита
	-
	Пассивный 

	Иммуног-лобулин человеческий против гепатита А
	Антитела к вирусу гепатита А
	Для экстренной профилактики гепатита А
	-
	Пассивный


5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеурочное время по теме: «Микробиология кишечных вирусных инфекций».

6.1. Студент при подготовке к занятиям должен найти ответы на следующие вопросы: 

          - Полиомиелит (Морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика). 


- Энтеровирусные инфекции Коксаки и ЕСНО (Морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика). 


- Ротавирусные инфекции (Морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). 

- Энтеральные вирусные гепатиты (Морфология возбудителей, особенности эпидемиологии, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая терапия и профилактика). 
6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Умение оценить результат выделения и идентификации вируса полиомиелита. Студент должен вспомнить практическое использование системы «антиген-антитело» в вирусологии (реакция задержки цитопатического действия на примере  бляшкообразования). 

· Оценка результатов определения антител в сыворотке крови больного для диагностики энтеровирусной инфекции Коксаки и ЕСНО. Студент должен вспомнить практическое использование системы «антиген-антитело» в вирусологии (реакция задержка цитопатического действия на примере цветной пробы). 

· Оценка результатов ИФА для диагностики вирусного гепатита А. Студент должен вспомнить механизм и ингредиенты ИФА.

· Умение выбрать специфические препараты, применяемые для диагностики и профилактики кишечных вирусных инфекций. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических и диагностических препаратов.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики полиомиелита (см. пункт 3.4.). 

7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология кишечных вирусных инфекций» 

	№

пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели.
	5

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                                ИТОГО 
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Учебные таблицы:

1.  Схема лабораторной диагностики полиомиелита.

2.  Схема лабораторной диагностики вирусных гепатитов. 

3.  Иммуноферментный анализ. 

4.  Схема лабораторной диагностики инфекции Коксаки, ЕСНО.
Наглядный материал:

1. Флаконы с культурой клеток для учета реакции бляшкообразования для выделения и  идентификации вируса полиомиелита.

2. Пробирки для учета цветной пробы с целью определения антител в сыворотке больного при диагностике  инфекций Коксаки и ЕСНО. 

3. 96-луночный планшет с результатом ИФА для диагностики вирусного гепатита А. 

4. Ампулы со специфическими лечебно-профилактическими и диагностическими препаратами.

7.3. Интеграция темы: «Микробиология кишечных вирусных инфекций»
	Вопросы, обсуждаемые на 
кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия кишечных вирусных инфекций. 
	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия кишечных вирусных инфекций. 

Кафедра патологической анатомии: патогенез, патологическая анатомия полиомиелита.
Кафедра детских болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия кишечных вирусных инфекций у детей. 

Кафедра нервных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия полиомиелита. 

Курс истории медицины: история получения полиомиелитной вакцины. 


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология кишечных вирусных инфекций».

При обсуждении темы можно использовать материалы по истории получения полиомиелитной вакцины и ее первого применения в СССР (Чумаков М.П., Смородинцев А.А.). Напомнить студентам об исследованиях Альберта Сэбина, который в течение нескольких лет пересевал вирусы полиомиелита на культуре ткани из почек макак-резусов и добился того, что вирусы стали безвредными для обезьян при введении как в головной, так и спинной мозг. Эти штаммы Сэбин впервые проверил в 1955 году в своей семье. Он сам, а затем две его маленькие дочери выпили сок с примесью вирусов. Все прошло благополучно и это позволило использовать эти штаммы вирусов полиомиелита для создания живой вакцины. Обратить внимание на историю открытия вируса гепатита Е и роль отечественных ученых. Сотрудник вирусологической лаборатории, руководимой М.С. Балаяном (г. Рига), добровольно выпил экстракт фекалий от 9-ти больных, заболевших повторно гепатитом Е, к 25-ому дню заболевания у него развился гепатит, что доказывало этиологическую роль вируса гепатита Е, потому что в детстве он уже переболел гепатитом А.

7.5. Литература   для  преподавателей по теме «Микробиология кишечных вирусных инфекций»:

1. Абдурахманов Д.Т. Клинико-биологическое значение мутаций генома вируса гепатита А //Клиническая медицина, 2001. № 12. С.9-11.

2. Лашкевич В.А. 100 лет изучения вируса полиомиелита и неполиомиелитных энтеровирусов //Вопросы вирусологии, 2008. № 4. С.41-44.
3. Профилактика инфекционных заболеваний. Кишечные инфекции. Метод.указ. МУ 3.1.1.2130-06 //Справочник заведующего КДЛ, 2007. № 6. С.46-56  и  № 7. С.45-61.  
4. Сейбиль В.Б., Малышкина Л.П. Энтеровирусы ХХ и ХХI века //Журнал микробиол., 2005. № 4. С.83-89. 

5. Ткаченко В.К.  и соавт. Результаты Российского многоцентрового исследований иммуногенности, реактогенности и безопасности новой комбинированной вакцины против гепатитов А и В (Твинрикс) //Журнал микробиол., 2006. № 6. С. 30-35.

6. Шаханина И.Л., Осипова Л.А. Экономические потери от инфекционной заболеваемости в России: величины и тенденции //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 4. С.19-21.

7. Ющук Н.Д. Климова Е.А. Острые вирусные гепатиты //Русский медицинский журнал, 2000. № 8. С.672-678.

ЗАНЯТИЕ    4

1. Тема занятия:   «Микробиология медленных вирусных инфекций 

    и парентеральных гепатитов»

2. Цель занятия:

· Выяснить особенности этиологии, патогенеза медленных вирусных инфекций, парентеральных гепатитов (1 уровень усвоения).

· Овладеть основными методами диагностики ВИЧ-инфекции, бешенства, гепатита В (3 уровень усвоения).

· Научиться практически решать вопросы специфической профилактики ВИЧ-инфекции, бешенства, гепатита В (2 уровень усвоения).

3. Методика проведения теоретической части занятия
3.1. Контроль дисциплины. Преподаватель указывает на недочеты студентов по предыдущим темам:  вызывает неуспевающих, выясняет причины неуспеваемости, договаривается об отработке. Проводит контроль посещаемости лекций.
3.2. Формулировка темы и цели занятия 

Актуальность и практическая значимость темы: обратить внимание на рост заболеваемости парентеральными гепатитами и ВИЧ-инфекцией в России, социальный характер медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов, важность своевременной диагностики данных заболеваний. Обратить внимание, что вирус гепатита В устойчив во внешней среде, для инфицирования человека достаточно нескольких вирусных частиц, легко проникает через кожу и слизистые (наличие микротравм), для заражения опасны даже следы крови на медицинском халате, предметах обихода (расчески, маникюрные наборы, полотенца и т.д.). Период полураспада НВSAg больше средней продолжительности жизни человека. Поэтому для профилактики важно соблюдение личной гигиены и вакцинация в течение всей жизни. По степени эпидемиологической опасности гепатит В опережает ВИЧ-инфекцию. Врач должен хорошо знать причины,  условия развития и распространения медленных инфекций и парентеральных гепатитов, методы диагностики, владеть эффективными методами специфической терапии и профилактики.

3.3 Обсуждение вопросов, возникших у студентов при подготовке к занятию. Преподаватель отвечает на вопросы студентов (можно привлекать  к ответам и  хорошо успевающих студентов).
3.4. Контроль самостоятельной работы студентов  во внеучебное время (СРС ВУВ)
Студентам для домашней письменной работы была дана задача (задачи можно подготовить самостоятельно): 
Задача. В течение ряда лет участковый врач наблюдает семью, состоящую из трех человек (отец, мать, сын 10 лет). Два года назад родители вернулись из-за границы, где работали по контракту. В течение последнего года участкового неоднократно вызывали к отцу, который часто болел острыми респираторными  инфекциями, в последних двух случаях осложненными тяжело протекающей пневмонией. Бактериологическое исследование мокроты выявило наличие условно-патогенных микроорганизмов. Сопоставляя анамнез и данные клиники, у врача возникла мысль о возможных нарушениях в иммунной системе организма: 

	№ пп
	Вопросы для студентов
	О т в е т ы

	1.
	Как можно подтвердить точку зрения врача?  
	Определение иммунного статуса по показателям I уровня



	2. 
	Укажите возможные причины иммунодефицита
	ВИЧ-инфекция, лучевая болезнь и т.д.

	3.
	Как доказать возможность ВИЧ-инфекции у больного?
	Исследование серологическим методом: ИФА и иммуноблоттинг



	4. 
	С какой целью и какими методами следует провести обследование семьи? 
	Обследование семьи необходимо провести на вирусоносительство ВИЧ с помощью ИФА (серологический метод)


В столбце «Ответы» даны правильные ответы, по которым ставится оценка. Для объективизации оценки при индивидуальном опросе студенту задаются дополнительные вопросы.

3.5. Входной тестовый контроль знаний студентов. Оценка (цифра) выставляется в журнале.

3.6.  Теоретический разбор материала. Обсуждаются следующие вопросы по теме:

Медленные инфекции: определение понятия. Обратить внимание студентов на то, что медленные инфекции характеризуются длительным инкубационным периодом (месяцы, годы), длительным прогрессирующим течением и заканчиваются чаще всего смертью больного.
ВИЧ-инфекция (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). При анализе данного вопроса обратить особое внимание на строение  ВИЧ. Разобрать материал о действии вируса на клетки иммунной системы и механизмы, приводящие к иммунодефициту. При разборе лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции отметить, что применяются современные высокочувствительные методы: ИФА, радиоиммунный анализ, иммуноблоттинг, молекулярная гибридизация и др.. При этом выявляется не возбудитель, а определяется присутствие в организме вирусного антигена или фрагментов нуклеиновой кислоты вируса, а также антител к антигенам вируса. Отметить, что современные наборы реагентов ИФА позволяют одновременно в пробе крови определять и АГ, и АТ (скрининговое исследование), а далее определяют раздельными тест-системами ИФА наличие АГ или АТ в этих пробах. Используются таблицы: «Строение ВИЧ» и «Лабораторная диагностика СПИДа»
Вирусные гепатиты В, С, D, G (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). Дается краткая характеристика парентеральных гепатитов на примере гепатита В. При разборе вопроса лабораторной диагностики парентеральных гепатитов отмечается, что диагностика осуществляется в 2 направлениях: а) поиск возбудителя – специфических антигенов и нуклеиновых кислот; б) выявление специфических антител к антигенам вируса. С целью более успешного усвоения методов диагностики парентеральных гепатитов на примере гепатита В можно дать студентам задачу.
Задача. В инфекционную больницу обратился мужчина с клиническими признаками гепатита. Больной являлся наркоманом. Какой исследуемый материал можно взять для проведения лабораторных исследований с целью подтверждения диагноза «Гепатит В»? Какие методы лабораторного исследования можно использовать?     

Решение задачи. Для лабораторной диагностики вирусного гепатита В можно взять для исследования кровь - поиск возбудителя (наличие специфических антигенов HBsАg, HBeАg) и сыворотку крови - выявление специфических антител к антигенам вируса. При этом используются следующие методы лабораторной диагностики: экспрессный (РИФ, ИФА, радиоиммунный метод и т.д.) и серологический (ИФА, РИА, РНГА и т.д.). Обратить внимание, что НВсАg в крови не обнаруживается, а только в гепатоцитах (при биопсии печени). При разборе данного вопроса можно заслушать приготовленные студентами микрорефераты об особенностях  гепатитов С, D, G. Используется таблица: «Лабораторная диагностика парентеральных гепатитов». При разборе теоретического материала обратить внимание студентов на использование рекомбинантной вакцины для специфической плановой профилактики гепатита В.

Бешенство (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). Обратить внимание студентов на изменения, которые происходят в структуре природных резервуаров вируса бешенства, связанных с урбанизацией и экологией. Основным резервуаром в Европе являются лисы, реже – волки (в Оренбургской области отмечается таже закономерность). Указать, что диагностика бешенства осуществляется посмертно. Использовать материалы по истории получения антирабической вакцины (подчеркнуть заслуги Л. Пастера). При разборе данного вопроса использовать таблицу «Лабораторная диагностика бешенства». С целью более полного усвоения методов диагностики и профилактики бешенства  можно предложить студентам задачу.
Задача. В травматологический пункт  обратилась женщина по поводу рваной раны правой кисти. Рана - результат укуса бездомной собаки. Укажите, какие профилактические мероприятия должен провести врач травматологического пункта (рабдологического кабинета)? 

Решение задачи. Первое, что можно предложить пострадавшей, проследить в течение 7 –10 дней за собакой, но в данной ситуации, когда нет возможности выяснить дальнейшую судьбу животного, необходимо использовать препараты для экстренной профилактики бешенства, а именно вакцину антирабическую (для создания активного иммунитета) и антирабический гамма-глобулин ( для нейтрализации возбудителя).

Болезни, вызываемые прионами (Куру, болезнь Крейтцфельда-Якоба и др.). Особенности возбудителей, патогенез, лабораторная диагностика. Вопрос разбирается очень кратко. Можно предложить студентам подготовить и сделать  краткие сообщения об особенностях возбудителей, патогенезе и лабораторной диагностики болезней, вызываемых прионами.
После разбора теоретической части занятия преподаватель проводит обобщение материала, напоминает цель занятия и формулирует задачи для практической части работы, при этом особое внимание уделяется значимости выполняемой работы для обучения навыкам диагностики, специфической профилактики и терапии, необходимым для практикующего врача.   

4. Методика проведения практической части занятия
Работа выполняется индивидуально в виде решения задач на проблемную ситуацию по диагностике, специфической терапии и профилактике медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов. Преподаватель напоминает студентам схемы вирусологического и серологического методов исследования, демонстрируя соответствующие таблицы. Напоминает о необходимости оформления каждой работы в виде протокола исследования. 

Каждый студент в течение занятия должен выполнить самостоятельно работу: 

1. Рассмотреть и учесть препараты: планшет с ИФА для экспрессной диагностики ВИЧ-инфекции; планшеты с ИФА для вирусологической и серологической диагностики гепатита В; результаты иммуноблоттинга для серологической диагностики ВИЧ-инфекции; микропрепарат из ткани аммонового рога для диагностики бешенства. 

2. Изучить схемы лабораторной диагностики медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов.

3. Заслушать и обсудить микрорефераты.
4. Решить практические задачи на проблемную ситуацию.

5. Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики,      терапии, профилактики медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов.

Задачи для индивидуальной практической работы студентов по теме: «Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных 

гепатитов»

Задача 1. В иммунологическую лабораторию Центра по профилактике СПИДа обратились два человека с просьбой обследовать их на ВИЧ-инфекцию. Было проведено серологическое исследование путем постановки ИФА. Оцените результат исследования, оформите протокол и сделайте вывод. 

Протокол  исследования:

Цель: Овладеть методом оценки результатов серологической диагностики ВИЧ-инфекции (ИФА). 

	Диагности-кумы
	С ы в о р о т к и

	
	Обследуемого

№ 1
	Обследуемого

№ 2
	Положительная

контрольная
	Отрицательная

контрольная

	ВИЧ-1 
I вариант
	-

(отсутствие окрашивания)
	+

(окрашивание)
	+
	-

	ВИЧ-2

I  вариант
	-
	-
	+
	-

	ВИЧ-1  
II вариант
	-
	-
	+
	-

	ВИЧ-2

II  вариант
	-
	+
	+
	-



Вывод: (Ответить на вопросы: 1. У кого из обследуемых возникло подозрение на ВИЧ-инфекцию? Почему? 2. Какие дополнительные исследования нужно провести для подтверждения либо исключения ВИЧ-инфекции?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: планшет с  ИФА для серологической диагностики ВИЧ-инфекции.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает выводы:

1. Подозрение на ВИЧ-инфекцию возникло в отношении обследуемого 2, т.к. серологическое исследование путем постановки ИФА дало положительный результат - в крови обследуемого обнаружены антитела к ВИЧ-1 (1 вариант), ВИЧ-2 (2 вариант). 

2. Для подтверждения или исключения диагноза необходимо провести обследование с помощью метода иммуноблоттинга.


Цель: Овладеть методом оценки результатов серологической диагностики ВИЧ-инфекции (иммунный блоттинг). 


Задача 2. В результате скринингового исследования для выявления антител к ВИЧ в ИФА у обследуемых № 1, 2 была выявлена положительная реакция. Повторное исследование в реакции ИФА с тест-системами других производственных серий: «Пептоскрин» (на основе синтетических пептидов), «Рекомбинант» (на основе рекомбинантных пептидов) дало также положительные результаты. С целью окончательной постановки диагноза ВИЧ-инфицирования было проведено исследование методом иммунного блоттинга. Оцените результаты. Сделайте вывод. 

Протокол  исследования: 

	Контрольный стрип А:

Белки вируса ВИЧ-1
	Сделать рисунок стрипа

	Стрип 1 после инкубации

с сывороткой обследуемого № 1
	Сделать рисунок стрипа

	Стрип 2 после инкубации

с сывороткой обследуемого № 2
	Сделать рисунок стрипа



Вывод: (Ответить на вопросы: 1. У кого из обследованных подтвержден диагноз ВИЧ-инфекция? На основании каких данных?). 

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: набор иммунного блотта (для выявления АТ к индивидуальным белкам ВИЧ-1) и стрипы обследуемых для серологической диагностики ВИЧ-инфекции  («+», «-» - сомнительные результаты и стрипы с контрольными сыворотками К«-» и К«+»).

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

- У обследуемого №  2 подтвержден диагноз ВИЧ-инфекция, т.к.  в крови обнаружены антитела к белкам вируса ВИЧ1 – gp160, gp41, р25, р34.


Задача 3. В инфекционную больницу поступил мужчина 20 лет с температурой 38оС, жалобами на боли в правом подреберье, иктеричностью склер. Больной является наркоманом, возникло подозрение на гепатит В. Для подтверждения диагноза был проведен ИФА с целью обнаружения НВSAg и антител к НВСAg. Учтите результат реакции, оформите протокол, сделайте вывод. 

Протокол  исследования:

Цель: Оценить результат лабораторной диагностики вирусного гепатита В 

	Поиск:
	Исследуемый

материал
	Диагностический

препарат
	Результат ИФА

	НВSAg
	Кровь
	Диагностическая сыворотка  к антигенам вируса гепатита В – НВsAg
	+ 

(окрашивание)

	Антител к НВСAg
	Сыворотка крови
	Диагностикум гепатита В (HВcAg)
	+ 

(окрашивание)





Вывод: (Ответить на вопрос: Подтверждается ли диагноз гепатита В у обследуемого? Почему?).

Студенту выделяется следующий материал для учета результатов исследования: планшеты с ИФА для серологической (обнаружение АТ) и экспрессной (обнаружение АГ) диагностики гепатита В.

Решение задачи. Студент учитывает данные ему результаты исследований, заполняет протокол и делает вывод: 

- У обследуемого подтвержден диагноз «Гепатит В», т.к. у него  обнаружены антитела к НВcAg вируса гепатита В и  выявлен НВsAg.


Задача 4. На фельдшерский пункт обратился молодой человек по поводу рваной раны правой кисти. Рана была результатом тяжелых укусов, нанесенных собственной охотничьей собакой, которая погибла через 5 дней. Из мозга (аммонов рог) погибшей собаки был приготовлен препарат, окрашенный по Манну. Оцените результат исследования. Укажите, какие препараты можно использовать для профилактики бешенства у укушенного. Оформите протокол и сделайте вывод. 

Протокол  исследования:

Цель: Оценить результат микроскопического метода диагностики бешенства и изучить препараты для профилактики бешенства. 

а) микроскопия препарата 

	Материал для исследования
	Метод исследования
	Результат (рис.)

	Аммонов рог (мозг погибшей собаки)
	Вирусоскопический
	Микропрепарат аммонового рога из мозга погибшей собаки с тельцами Бабеша-Негри (нервные клетки с ядрами серо-голубого цвета, в цитоплазме красные сферические или продолговатые образования)   


б) характеристика профилактических препаратов при бешенстве 

	Название

препарата


	Состав

препарата
	Показания 
для  применения
	Какой вид иммунитета (по происхождению) создается в организме

	Вакцина антирабическая культуральная инактивированная 
	Убитый вакцинный штамм вируса

(АГ)
	Экстренная профилактика лицам, инфицированным вирусом
	Активный,
принцип 

интерференции

	Антирабический гамма-глобулин
	Специфические антитела
	Профилактика  бешенства у людей, получивших укусы животных 
	Пассивный



Задание 5. Изучите препараты для специфической диагностики и  профилактики медленных  вирусных  инфекций и парентеральных гепатитов. 

Протокол  исследования:

Цель: Изучить препараты для специфической диагностики и  профилактики медленных  вирусных  инфекций и парентеральных гепатитов. 

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе исследования и на каком этапе 
используется
	Какой вид имму

нитета (по происхождению) создается в организме

	Вакцина против гепатита В рекомбинантная дрожжевая
	HBSAg, выделенный из штамма продуцента Saccharomyces cerevisiae
	Для плановой профилактики детей и взрослых 
	-
	Активный

	ИФА-тест- системы для обнаружения АТ к вирусу гепатита В
	Антигены вируса гепатита В: HBSAg, HBCAg, HBEAg, адсорбированные на твердой фазе 
	Определение антител к антигенам вируса
	Серологический метод
	-

	Продолжение  протокола

	Название

препарата
	Состав

препарата
	Показание к

применению
	В каком методе исследования и на каком этапе 
используется
	Какой вид имму

нитета (по происхождению) создается в организме

	ИФА-тест- системы на обнаружение антигенов вируса гепатита В
	Содержат специфические антитела против АГ-ов вируса гепатита В, адсорбированные на твердой фазе 

	Используются для обнару-жения HBSAg, HBEAg в сыворотке крови
	Экспресс-метод, обнаружение и идентификация возбудителя
	-

	Тест-система для выявления антител к ВИЧ в ИФА
	Специфический антиген ВИЧ и дополнительные ингредиенты, необходимые для ИФА
	Выявление антител к ВИЧ
	Используется на первом этапе серологической диагностики ВИЧ-инфекции (скрининговый метод)

	-

	Тест-система для постановки иммуноблоттинга при диагностике ВИЧ-инфекции

	Комплекс разделенных методом электрофореза фракций (антигенов) ВИЧ: gp41, gp120 и др.
	Подтверждающий тест при положительной реакции ИФА на ВИЧ
	Заключительный этап серологической диагностики ВИЧ-инфекции
	-


5. Методика оценки знаний студентов
Для оценки знаний и умений каждого студента на занятии использовать систему оценок, представленную в пункте 5, стр 143  (занятие «Микробиология стафилококковых инфекций»). 
6. Методика организации самостоятельной работы студентов во внеучебное время по теме: «Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов»
6.1. Студент при подготовке к занятиям должен найти ответы на следующие вопросы:    

1.Определение понятия «Медленные инфекции». 


2. ВИЧ-инфекция (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). 


3. Бешенство (морфология возбудителя, эпидемиология, патогенез, иммунитет, лабораторная диагностика, специфическая профилактика). 


4. Вирусные гепатиты В, С, D, G (этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика). 


5. Подострый склерозирующий панэнцефалит (морфология возбудителя, патогенез, лабораторная диагностика). 


6. Болезни, вызываемые прионами (Куру, болезнь Крейтцфельдта-Якоба и др.). Особенности возбудителей, патогенеза, лабораторной диагностики. 

6.2.  Студент на занятии должен приобрести следующие практические навыки и умения: 

· Овладеть методом оценки результатов серологической диагностики ВИЧ- инфекции (ИФА). Студент должен вспомнить ингредиенты и механизм реакции ИФА в серологическом методе. 

· Овладеть методом оценки результатов серологической диагностики ВИЧ-инфекции (иммуноблоттинг).  Студент должен на практике ознакомиться со спецификой учета реакции иммуноблоттинга. 

· Оценить результаты лабораторной диагностики вирусного гепатита В. Студент должен вспомнить механизм и ингредиенты ИФА в экспрессном методе.

· Оценить результаты микроскопического метода диагностики бешенства и изучить препараты для экстренной профилактики бешенства. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических препаратов.

· Изучить специфические препараты, применяемые для диагностики и профилактики ВИЧ-инфекции и парентеральных гепатитов. Студент должен вспомнить состав и назначение специфических лечебно-профилактических и диагностических препаратов.

6.3. Предлагается студенту дома письменно решить задачу по оценке результатов лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции (см. пункт 3.4.).
7. Приложение
7.1. Хронокарта занятия «Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов» (3 астрономических часа)
	№ пп
	Наименование этапа
	Время (мин.)

	1.
	Организационные вопросы: дисциплина, успеваемость  и т.д.
	5

	2.
	Тема, цель занятия. Актуальность цели.
	5

	3.
	Обсуждение вопросов, возникших у студентов.
	5

	4.
	Входной тестовый контроль
	15

	5.
	Теоретический разбор материала
	30

	6.
	Перерыв 
	15

	7.
	Самостоятельная работа студентов
	90

	8.
	Заключительный контроль
	30

	
	                                                                                      ИТОГО 
	195


7.2. Материальное обеспечение занятия:
Учебные таблицы:

1. Строение вируса -  ВИЧ. 
2. Схема лабораторной диагностики СПИДа. 
3. Схема лабораторной диагностики парентеральный вирусных гепатитов. 
4. Иммуноферментный анализ. 

5.  Схема лабораторной диагностики бешенства.

Наглядный материал:

1. Планшет с результатами  ИФА для серологической диагностики ВИЧ-инфекции;

 2. Планшеты с результатами ИФА для экспрессной и серологической диагностики гепатита В; 

5. Нитроцеллюлозные стрипы с результатами иммуноблоттинга для серологической диагностики ВИЧ-1; 

6. Микропрепарат из ткани аммонового рога для диагностики бешенства. 

7. Схема лабораторной диагностики медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов.

8. Ампулы со специфическими лечебно-профилактическими и диагностическими препаратами.

7.3. Интеграция темы: «Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов» 

	Вопросы, обсуждаемые 
на  кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	1. Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия парентеральных гепатитов. 

	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия парентеральных гепатитов. 



	2. Эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бешенства.


	Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия бешенства.

Кафедра патологической анатомии: патогенез, патологическая анатомия бешенства.

Кафедра нервных болезней: клиника, диагностика бешенства. 

Курс истории медицины: история получения вакцин против бешенства, пастеровские станции в России, роль отечественных ученых в их создании и деятельности.   

	Продолжение  таблицы

	Вопросы, обсуждаемые на 
кафедре микробиологии
	Интеграция вопросов на других кафедрах

	3.Этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия СПИДа.


	Оренбургский областной центр по профилактике и борьбе со СПИДом и инфекционными заболеваниями: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика СПИДа.

Кафедра инфекционных болезней: этиология, эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, специфическая профилактика СПИДа


7.4. Элементы деонтологии, воспитания при обсуждении темы: «Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов» 

При обсуждении вопроса специфической профилактики бешенства можно использовать материалы по истории получения вакцины против бешенства и о создании в России  первых пастеровских станций. Обратить внимание студентов, что открытие в 1964г. Барухом С.Бламбергом «австралийского антигена» привело не только к скорой идентификации возбудителя гепатита В, но и оказалось мощным стимулом для дальнейших плодотворных изысканий в области изучения этиологии вирусных гепатитов. Учитывая исключительно важную роль этого открытия для дальнейшего развития науки, Нобелевский комитет присудил Нобелевскую премию по физиологии и медицине в 1976 г. ее автору – Б.Бламбергу. Спустя 25 лет (в 2000 г), он вместе с Майклом Хаутоном (его группа впервые идентифицировала вирус гепатита С в 1989 г) был удостоен престижной премии Альберта Ласкера.

Следует отметить, что в 1997 г. Стенли Прусинер (США) был удостоен Нобелевской премии за открытие прионов – возбудителей инфекций нового типа (возбудители губчатого энцефалита), не похожих на известные ранее медицине. Напомнить студентам фамилии ученых Роберта Гало (США) и Люка Монтанье (Франция) в 1983 г. открывших вирус иммунодефицита человека. Отметить, что открытие у ретровирусов фермента ревертазы (обратной транскриптазы) относят к наиболее значимым достижения ХХ столетия. Оно легло в основу принципиально новых направлений – рекомбинантной технологии, генной инженерии и было удостоено Нобелевской премии (Temin H., Baltimore D., Dublecco R., 1975). В 2008 году присуждена Нобелевская премия Люку Монтанье (Luc Montagnier)  и Франсуазе Барре-Синусси (Françoise Barré-Sinoussi) «за открытие вируса иммунодефицита человека» и Гарольду цур Хаузену (Harald zur Hausen) «за открытие вирусов папилломы человека, вызывающих рак шейки матки».
7.5. Литература   для  преподавателей по теме « Микробиология медленных вирусных инфекций и парентеральных гепатитов»:
3. Абдурахманов Д.Т. Клинико-биологическое значение мутаций генома вируса гепатита В //Клиническая медицина, 2001. № 12. С.9-12.

4. Бибикова М.В. и соавт. Основные направления создания препаратов для химиотерапии СПИДа //Антибиотики и химиотерапия, 2000. № 10. С.38-43.

5. Блюм Х.Е. Гепатит С: современное состояние проблемы //Росс.журнал ГГК, 2005. № 1. С.20-25.

6. Бобкова М.Р. Лабораторная диагностика ВИЧ-инфекции у детей первого года жизни (лекция) //Клин. лаб. диагностика, 2001. № 2. С.25-32.

7. Бобкова М.Р. Лекарственная устойчивость ВИЧ и лабораторные методы ее определения //Клин. лаб.диагностика, 2002. № 1. С.25-32. 

8. Бурков А.Н., Маянский А.Н. Вирус Т.Т. (ТТV) //Журнал микробиол., 2002. № 2. С.113-119. 

9. Бурков А.Н., Маянский А.Н., Астафьев Д.Г. Вирус гепатита G //Журнал микробиол., 1997. № 2. С.94-97.

10. Гурцевич В.Э. Онкогенные вирусы человека: вирусы гепатита В и С //Биохимия, 2008. № 5. С.627-639.
11. Завалишин И.А., Шитикова И.Е., Жученко Т.Л. Прионы и прионные болезни //Клинич.микробиология и антимикробная химиотерапия, 2000. № 2. С.12-19.

12. Зуев В.А., Завалишин И.А., Ройхель В.М. Прионные болезни человека и животных (Руководство для врачей) М.: Медицина, 1999. 191с. 

13. Курамшин Д.Х., Сенников С.В., Козлов В.А. Иммунотропные свойства возбудителя вирусного гепатита С //Журн.микробиол., 2004. № 2. С.110-114.

14. Медуницын Н.В.Прионные болезни и проблемы безопасности медицинских биологических препаратов //Эпидемиология и инфекционные болезни, 2005. № 4. С.4-6. 

15. Михайлов М.И., Мамедов М.К. Эволюция взглядов на этиологию гепатита (к 40-летию открытия «австралийского антигена») //Журн.микробиол., 2004. №  5.  С.119-124.

16. Онищенко Г.Г. Пандемия ВИЧ-инфекции: экспертные оценки, принимаемые меры со стороны государства //Журн.микробиол., 2006. № 6. С.25-30. 

17. Онищенко Г.Г. Проблемные вопросы ВИЧ/СПИДа для стран Восточной Европы и Центральной Азии //Вестник РАМН, 2007. № 9. С.20-25.

18. Онищенко Г.Г., Дементьева Л.А. Распространение вирусных гепатитов как угроза национальной безопасности //Журнал микробиол., 2003. № 4. С.93-99.

19. Симонова  И.А. с соавт. Алгоритм специфической лабораторной диагностики вирусных гепатитов в условиях стационара (лекция)  //Клин. лаб. диагностика, 2000. № 8. С.25-32. 

20. Соринсон С.Н. Вирусные гепатиты. Л., 1987.

21. Хаитов Р.М., Игнатьева Г.А. СПИД. М., 1992. 

22. Черкасский Б.Л.  Эпидемиология и профилактика бешенства.  М., 1985.

23. Шкарин В.В., Соринсон С.Н. ВИЧ/СПИД-инфекция. Двадцать лет спустя после начала пандемии. Нижний Новгород, 1999. 150с.

24. Э.Де Клерк. Перспективы лечения вирусного гепатита В //Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия, 2000. № 3. С.4-15. 

25. Эсауленко Е.В. и соавт. Взаимодействие вируса гепатита С с рецепторами цитоплазматических мембран //Вопросы вирусологии, 2007. № 3. С.4-7. 

26. Эсауленко Е.В. и соавт. Взаимодействие вируса гепатита С с рецептора ми цитоплазматических мембран //Вопросы вирусологии, 2007. № 4. С.4-7. 
ГЛАВА  8.    МЕТОДОЛОГИИ  ПРЕПОДАВАНИЯ  ЧАСТНОЙ микробиологии

Познание – есть отображение действительности в человеческом сознании. Оно является сложным диалектическим процессом проникновения разума в сущность вещей. Познание идет через возникновение и разрешение противоречий и носит активный, творческий характер: оно раскрывает закономерности объективного мира, указывает пути преобразования, изменения его. Философия служит руководством к познанию самых различных областей действительности. При этом она не дает готовых решений тех вопросов, которыми занимаются частные науки, а вооружает их правильной теорией мышления и методом нахождения этих решений.


Там, где наука от собирания фактов, изучения процессов переходит к установлению законов, теоретических выводов, исследователь вступает на такую почву, где нельзя обойтись без философских обобщений. Весь вопрос в том, какой философией, а, следовательно, и каким методом пользуется человек при решении вопросов. Правильный метод познания не может быть результатом субъективного усмотрения. Он, во-первых, должен представлять собой анализ действительности, во-вторых, вести мысли человека параллельно тому пути, по которому идет развитие самой изучаемой действительности, в-третьих, отражать те связи между явлениями, которые они претерпевают.


Методология является составной частью диалектического материализма, представляет собой учение о способе познания окружающей человека объективной реальности и систематизации полученных знаний. Таким образом, важность знания основных принципов диалектической методологии не вызывает сомнения, тем более, что в современный период естествознание прогрессирует так быстро, переживает период такой глубокой ломки во всех областях, что без философских выводов естествознанию не обойтись ни в коем случае.


Особенно важное значение это положение приобретает в медицинской науке. Ведь ни одна проблема, как проблема живого организма, не вызывает вокруг себя такого обилия теоретических толкований. И для того, чтобы при решении целого ряда вопросов врач твердо стоял на научных позициях, ему необходимо быть вооруженным теорией познания. 


С основными принципами теории познания студенты знакомятся на кафедре философии при прохождении ими диалектического материализма. Методологическими же задачами при изучении специальных наук являются:

1. Показать студентам на основе фактического материала всеобщность и правильность законов и категорий диалектического материализма.

2. Научить студентов на основе фактического материала делать правильные обобщения, выводы, выделяя при этом главное, существенное среди многочисленного набора фактов, т.е. при изучении предмета использовать метод диалектического материализма. 

На решение этих задач должна быть направлена методология преподавания разделов частной микробиологии. 


Начиная занятия со студентами по частной микробиологии, преподаватель должен обратить их внимание на то, что для понимания частной микробиологии необходимо знание общей микробиологии: биологической эволюции микроорганизмов, их свойств, а также действия микробов в условиях целостного организма. Эта взаимосвязь вопросов общей и частной микробиологии должна быть преподнесена студентам как проявление действия категорий диалектического материализма – единичного и общего.   


Рассматривая общую микробиологию как основу для прохождения частной, преподаватель должен подчеркнуть, что общая микробиология представляет собой обобщение, сделанное на основе изучения свойств отдельных микробов, особенностей их взаимодействия с макроорганизмом. При изучении этих отдельных свойств и сделано ряд обобщений, имеющих принципиальное значение для микробиологии как науки. Однако следует сразу же оговорить, что между общим и частным существуют не только единство, но и различия. Всякое общее безусловно складывается из единичного, но в то же время всякое единичное не полностью входит в общее, и это составляет противоречие между ними. 


Общее складывается из наиболее существенных сторон или явлений предмета, именно благодаря этому на основе общего познаются законы и закономерности, но для того, чтобы до конца познать единичное, необходимо, опираясь на общие закономерности вновь вернуться к нему для рассмотрения его на качественно новой основе.


Для подтверждения этого можно привести примеры:


1. Изучая морфологию микробов студенты познакомились с тем, что наряду с обычными существуют споровые формы бактерий. При сравнительном изучении свойств спорообразующих и неспорообразующих микробов – они могли сделать общий вывод о том, что спорообразование есть одна из форм существования бактерий, направленная на сохранение вида при воздействии неблагополучных факторов. При изучении газовой инфекции и ее возбудителей – спорообразующих палочек, студенты на основе полученных ранее знаний могут теперь легко понять, почему почва является основным источником заражения этим возбудителем. 


2. На основе изучения антигенных свойств отдельных микробов был сделан общий вывод о том, что более чужеродный антиген является более сильным раздражителем для макроорганизма и способствует более быстрой выработке иммунитета. При изучении конкретных заболеваний (например, чумы и туляремии) студенты должны понять, почему в первом случае, когда палочка чумы имеет антигены, родственные антигенам организма, заболевание протекает молниеносно с медленной выработкой иммунитета, а при туляремии, возбудители которой имеют антигены, чуждые организму, иммунитет возникает уже с первых дней заболевания.


3. В разделе общей микробиологии была изучена антигенная структура микробов и на основании этого сделан общий вывод о том, что видовую и типовую специфичность микроорганизмов определяет их антигенный состав. При прохождении студентами разделов частной микробиологии, например, кишечных инфекций на основе сделанного ранее обобщения, они должны понять принцип построения систематики сальмонелл по Кауфману и Уайту, классификации шигелл и т.д. 


4. Необходимо привлечь внимание студентов к причинно-следственным связям, которые существуют в отдельных звеньях процесса. Так, инвазивные свойства микробов и отсутствие врожденного иммунитета к палочкам брюшного тифа обусловливают возможность быстрого проникновения этих бактерий в кровь, что в свою очередь обусловливает острое начало заболеваний. А все это вместе взятое создает предпосылки и делает возможным раннюю диагностику заболевания методом выделения гемокультуры.


Аллергизирующие свойства палочек брюшного тифа обусловливают сенсибилизацию стенки кишечника в фазе инвазии. Эта сенсибилизация является основой для развития глубоких и опасных аллергических реакций в аллергическо-выделительной фазе инфекции, что обусловливает выделение большого числа бактерий через кишечник и создает предпосылки для получения копрокультуры в поздние сроки заболевания.


Выделение экзотоксина дифтерийной палочкой и врожденная чувствительность к нему организма человека определяет своеобразие патогенеза дифтерии. В то же время ведущая роль токсина в патогенезе болезни предопределила направление, в котором развивались исследования по специфической профилактике инфекций, завершившихся созданием анатоксина.


Закон единства и борьбы противоположностей изучается в разделе общей микробиологии при освоении вопросов инфекций и иммунитета. Студенты должны понять, что действие этого закона остается в силе и при развитии любого конкретного инфекционного заболевания. В организме инфекционный процесс порождает два противоположных явления – нарушение функции организма, т.е. болезнь и формирование защитных механизмов, т.е. иммунитета, - единых по причине возникновения, но противоположных по их значению для судьбы организма. Задача врачей – укрепить силы иммунитета и подавить в какой-то степени силы инфекции. Но именно здесь нельзя забывать, что эти процессы, противоположны по их значению для организма, но едины по причине их возникновения. Если мы нерационально подавим действие антигенов возбудителя болезни на организм человека, ему может быть нанесен вред (вспомним осложнения от антибиотикотерапии и т.д.). Терапия не должна по возможности причинять ущерб процессу формирования иммунитета. Это может быть достигнуто комбинированной лекарственно-вакцинной терапией. 


Важный методологический вопрос может возникнуть при изучении проявления категории – «Причина и следствие», в частности, при разборе причинной роли микробов в развитии инфекционного процесса. У студентов может быть неверное представление о достаточности одной лишь причины для развития следствия. Здесь целесообразно указать на роль достаточного и необходимого условия для возникновения следствия под действием причины. Если причиной возникновения скарлатины у детей является гемолитический стрептококк, то необходимым условием в данном случае будет отсутствие у детей антитоксического иммунитета.


Действие закона взаимного перехода количества в качество может быть продемонстрировано на примере ряда инфекций. Например, аллергическая реакция стенки тонкого кишечника на вторичное действие палочек брюшного тифа, защитное по своей природе, перерастает в явление патогенетического порядка в силу того, что проявляется в избыточно интенсивном воспалении, приводящем нередко к перфорации кишечника и гибели человека. 


Действие закона отрицания проявляется в любом инфекционном заболевании. Болезнь является отрицанием здоровья, а выздоровление отрицанием болезни. Но отрицанием на совершенно новой основе – с выраженным иммунитетом. 


При изучении вопросов специфической профилактики и терапии следует сообщать студентам о достижениях в этом направлении в нашей стране, о заслугах отечественных ученых в борьбе с отдельными инфекционными заболеваниями, об общегосударственных масштабах профилактических мероприятий. 


В настоящих рекомендациях приводятся лишь отдельные конкретные примеры. Их следует искать и привлекать к этому поиску самих студентов при изучении каждого заболевания. Только приобретая таким путем необходимые знания, студенты в то же время будут овладевать диалектическим методом мышления. 

ГЛАВА  9.  МАТЕРИАЛЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ К ЭКЗАМЕНУ ПО КУРСУ МЕДИЦИНСКОЙ МИКРОБИОЛОГИИ, 

ВИРУСОЛОГИИ  И  ИММУНОЛОГИИ 

1.  Перечень экзаменационных вопросов для лечебного 
и педиатрического факультетов 
Раздел  I.   ОБЩАЯ   ЧАСТЬ 

1.1.  История  микробиологии 

1. Место микробиологии и иммунологии в современной медицине. Роль микробиологии и иммунологии в подготовке врачей-клиницистов и врачей профилактической службы. Задачи медицинской микробиологии.  

2. Исторические этапы развития микробиологии. Морфологический период (А.Левенгук, Д.Самойлович, Э.Дженнер). 

3. Работы Л.Пастера и его школы. Их значение в развитии общей и медицинской микробиологии, прикладной иммунологии. Вакцины Пастера. 

4. Работы Р.Коха и его школы. Их значение для медицинской микробиологии. Сущность бактериологического метода диагностики. 

5. Открытие И.И.Мечниковым фагоцитоза. Открытие гуморальных факторов иммунитета (П.Эрлих, Э.Беринг, Э.Ру и др.). Получение лечебных сывороток. 

6. Роль отечественных ученых в развитии микробиологии (И.И.Мечников, Г.Н.Габричевский, Н.Ф.Гамалея, Л.А.Зильбер, З.В.Ермольева, П.Ф.Здродовский, В.Д.Тимаков, С.В.Прозоровский и др.). 

7. Д.И.Ивановский – основоположник вирусологии. Развитие вирусологии во второй половине ХХ века, роль отечественных ученых (А.А. Смородинцев, В.М. Жданов, М.П. Чумаков и др.). Актуальные проблемы вирусологии в ХХI веке. 
1.2. Таксономия и морфология микроорганизмов

8. Основные принципы классификации микроорганизмов. Таксономические категории: род, вид, штамм. Внутривидовая идентификация бактерий: серовар, фаговар, биовар, эковар, патовар, рибовар, резистовар.Примеры  таксонов. Эпидемиологическое маркирование. 

9. Исследование морфологии  микроорганизмов. Методы микроскопии (иммерсионная, темнопольная, фазовоконтрастная, люминесцентная и др.). Методы окраски. 

10. Структура и химический состав бактериальной клетки. Особенности строения грамположительных и грамотрицательных бактерий. Роль пептидогликана в паразит-хозяинных отношениях. 

11. Классификация  бактерий по морфологии. Жгутики, пили, капсула, спора: назначение и выявление. L-формы. 

12. Морфология  и структура спирохет. Патогенные  виды. Методы  микроскопии и окраски. 

13. Морфология и структура риккетсий, хламидий,  микоплазм. Примеры  патогенных видов. 

14. Понятие   о вирусе.  Современные принципы классификации. Морфология и структура вирионов. Особенности морфологии бактериофагов. Прионы  и вироиды. 
1.3. Физиология микроорганизмов

15. Классификация бактерий по типам питания. Ферменты бактерий. Практическое использование биохимической активности микроорганизмов: идентификация, биотехнология. 

16. Основные типы биологического окисления субстрата бактериями. Культивирование анаэробов. 

17. Рост и размножение бактерий. Фазы размножения бактериальной популяции. 

18. Условия культивирования бактерий. Питательные среды: требования к средам, классификация. Примеры сред. 

19. Чистая культура бактерий и методы ее выделения. Примеры выделения чистой культуры. 

20. Типы взаимодействия вируса с клеткой  хозяина. Фазы репродукции вирусов.

21. Бактериофаги. Особенности взаимодействия с бактериями вирулентного и умеренного бактериофагов. Лизогения. Применение фагов в микробиологии и медицине. 

22. Культивирование вирусов в клеточных культурах, курином эмбрионе, организме животных. Методы обнаружения (индикации) вирусов по цитопатическому действию, реакции гемагглютинации, внутриклеточным включениям. 

1.4. Экология микроорганизмов
Влияние факторов окружающей среды
23. Микроэкология – определение, роль в биологии и медицине. Биотоп, микробиоценоз, экосистема – определение понятий, примеры. 

24. Действие на микроорганизмы физических, химических и биологических факторов. Практическое применение. Понятие о  стерилизации, дезинфекции, асептике и антисептике. Примеры. 

25. Способы стерилизации. Аппаратура. 

26. Взаимоотношения между микробами в ассоциациях: симбиоз, метабиоз;  синергизм, антагонизм; микробы – антагонисты, их использование в производстве антибиотиков и других лечебных препаратов. Бактериоцины. Эубиотики (пробиотики). Пребиотики. 

27Л. Микрофлора воды. Роль в развитии инфекционных заболеваний. Методы микробиологического исследования. 

27П. Микрофлора воды, молока, молочных смесей и молочнокислых продуктов. Методы микробиологического исследования.  

28Л. Микрофлора воздуха. Роль в развитии инфекционных заболеваний. Методы микробиологического исследования. 

28П. Санитарно-бактериологическое обследование детских учреждений и предметов ухода за ребенком. Значение микрофлоры воздуха для родильных отделений и палат новорожденных.  

1.5.  Генетика бактерий. Основы биотехнологии
29. Строение генома бактерий. Понятие о генотипе и фенотипе. Виды изменчивости. 

30. Плазмиды бактерий, их функции и свойства. Использование в генной инженерии.  

31. Механизмы передачи генетического материала у бактерий: трансформация, трансдукция и конъюгация, лизогенная конверсия. 

32. Медицинская биотехнология, ее задачи и достижения. 

33. Молекулярно-биологические методы, используемые в диагностике инфекционных болезней (ПЦР, рестрикционный анализ и др.).

1.6. Микробиологические основы химиотерапии

34. Понятие о химиотерапии. Химиотерапевтические препараты, история открытия. Химиотерапевтический индекс. Механизмы действия  сульфаниламидов и хинолонов. 

35. Антибиотики. Определение. Классификация по источнику и способу получения.  

36. Антибиотики. Классификация по химической структуре, по механизму и спектру действия.  

37. Осложнения антибиотикотерапии, их предупреждение.

38. Механизмы, обеспечивающие формирование резистентности микробов к лекарственным препаратам. Пути преодоления. 

39. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам. 

Метод выбора антибиотика против внутриклеточно-паразитирующего возбудителя.

40. Принципы рациональной антибиотикотерапии.  

Раздел II.  ИНФЕКЦИЯ  И  ИММУНИТЕТ 

2.1. Классификация, механизмы
1. Понятия: «Инфекционный процесс» (движущие силы), «Инфекционная болезнь». Внутрибольничные инфекции. 

2. Патогенность и вирулентность микробов. Определение. Факторы патогенности. Антилизоцимная активность бактерий и другие секретируемые факторы персистенции. 

3. Токсины бактерий, их природа, свойства, получение.

4. Динамика развития инфекционной болезни (периоды, характерные признаки), исходы течения. Сепсис, бактериемия, токсинемия. 

5. Формы инфекции: экзогенная и эндогенная, очаговая и генерализованная, моно- и смешанная, вторичная инфекция, реинфекция, суперинфекция. Примеры.

6. Бессимптомная инфекция. Формы. Бактерионосительство здоровое и реконвалесцентное. Персистенция микроорганизмов. Механизмы. 

7Л. Роль макроорганизма  и окружающей  среды в инфекционном процессе. Сапронозы. Значение  социальных факторов.  Неспецифические  факторы защиты   организма  человека  от микробов.    

7П. Роль макроорганизма и среды в инфекционном  процессе. Внутриутробная инфекция, пути заражения плода. Инфекционный  процесс у новорожденного и детей раннего возраста. Возрастные  особенности неспецифической    резистентности (гуморальные и клеточные факторы). Особенность воспаления у детей раннего возраста, незавершенность фагоцитоза. 

8Л. Нормальная микрофлора   организма  человека,  ее роль в физиологических процессах и при патологии. Индигенная микрофлора кишечника, основные таксоны. 

8П. Нормальная микрофлора организма человека в зависимости от возраста, ее роль в норме и патологии. Динамика микрофлоры кишечника у новорожденных детей, влияние естественного и искусственного вскармливания на микрофлору.

9. Особенности вирусных инфекций. Роль вирусной нуклеиновой кислоты и белка в инфекционном процессе. Токсические вещества и ферменты вирусов. Дефектные вирусы.

10. Понятие об иммунитете. Виды иммунитета: видовой, приобретенный, естественный, искусственный. Активный и пассивный.                                                                                                                                 

11. Фагоцитоз, фагоцитирующие клетки. Основные стадии фагоцитоза и их характеристика. Завершенный и незавершенный фагоцитоз. 

12. Система комплемента (структура и функции), пути активации, роль в иммунитете. Воспаление как механизм иммунитета. 

13. Антибактериальный, антитоксический иммунитет. Понятие об иммунологической памяти, иммунологической толерантности. 

14. Особенности противовирусного иммунитета, клеточные механизмы. Интерфероны, природа, свойства, применение.  

15. Особенности противовирусного иммунитета, гуморальные и патофизиологические механизмы. Ингибиторы, природа и свойства. 

16. Иммунная система организма человека. Иммунокомпетентные клетки, их основные функции. Понятие о межклеточной кооперации и ее роли в иммуногенезе. 

17. Антигены  и их характеристика. Понятие об иммуногенности, протективные антигены. Специфичность антигенов. Антигенная структура бактериальных клеток. 

18. Антитела. Классы иммуноглобулинов, их структура и функции. Неполные антитела, их обнаружение. Динамика антителообразования: первичный и вторичный ответ.

19. Понятие о гиперчувствительности (аллергии). Классификация гиперчувствительности по Джейлу и Кумбсу. 

20. Гиперчувствительность немедленного типа (В-зависимая). Анафилаксия. Сывороточная болезнь.    Атопии. Механизмы их возникновения, методы предупреждения. Клиническая значимость.

21. Гиперчувствительность замедленного типа (Т-зависимая), механизм ее проявления. Роль в патогенезе  инфекционных  болезней, иммунитете. Практическое использование аллергических проб. 

22. Понятие о клинической  иммунологии. Методы оценки  иммунного  статуса организма. Врожденные и приобретенные  иммунодефицитные состояния. Аутоиммунные  заболевания. Трансплантационные реакции. Иммуномодуляторы. 

2.2.  Реакции  иммунитета

23. Реакция агглютинации. Механизм, компоненты,  способы постановки. Применение. 

24. Реакция Кумбса. Механизм. Компоненты. Применение.   

25. Реакция пассивной гемагглютинации. Компоненты. Применение. 

26. Реакция коагглютинации. Механизм, компоненты. Применение.  

27. Реакция преципитации. Механизм. Компоненты. Способы постановки. Применение.  

28. Реакция связывания комплемента. Механизм. Компоненты. Применение.  

29. Реакция нейтрализации токсина антитоксином. Механизм. Способы постановки, применение.  

30. Реакция иммунофлюоресценции. Механизм, компоненты, применение.  

31. Иммуноферментный анализ, иммуноблоттинг. Механизм, компоненты, применение.  

32. Реакция нейтрализации вирусов: реакция торможения гемагглютинации. Механизм. Компоненты. Применение.  

33. Реакция нейтрализации вирусов: реакция задержки цитопатического действия. Механизм. Компоненты. Применение.  

34. Принципы и  методы лабораторной   диагностики   инфекционных заболеваний. Примеры    их   диагностической ценности.  

35. Диагностикумы. Получение, применение. 

36. Аллергены. Получение, применение. 

37. Диагностические   сыворотки. Получение и практическое  использование. Монорецепторные  сыворотки. Моноклональные антитела, принцип   получения. 

2.3.  Специфические лечебно-профилактические препараты

38. Вакцины. Определение. Современная классификация вакцин. Требования, предъявляемые к вакцинным препаратам. 

39. Живые вакцины. Получение, применение. Достоинства и недостатки. 

40. Инактивированные (корпускулярные) вакцины. Приготовление. Применение. Достоинства и недостатки. 

41. Субклеточные и субъединичные (химические) вакцины. Получение. Преимущества. Применение. Роль адьювантов.  

42. Молекулярные вакцины. Анатоксины. Получение, очистка, титрование. Применение.  

43. Ассоциированные и комбинированные вакцинные препараты. Достоинства. Вакцинотерапия. 

44. Генно-инженерные вакцины. Принципы получения, применение.  

45. Иммунные сыворотки. Классификация. Получение, очистка. Применение.

46. Антитоксические сыворотки. Получение, очистка, титрование. Применение. Осложнения при использовании и их предупреждение.  

47. Препараты иммуноглобулинов. Получение, очистка, показания к применению.  

48Л. Иммунотерапия и иммунопрофилактика инфекционных болезней.

48П. Плановые профилактические прививки. Оценка поствакцинального иммунитета. 

Раздел III.  ЧАСТНАЯ МЕДИЦИНСКАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
1. Стафилококки. Виды стафилококков. Факторы патогенности. Микробиологическая диагностика, специфическая профилактика и терапия. Проблема госпитальной стафилококковой инфекции. Выявление и санация бактерионосителей. 

2Л. Стрептококки и энтерококки. Классификация. Факторы патогенности. Микробиологическая диагностика стрептококковых заболеваний. Лечение. 

2П. Стрептококки. Классификация. Факторы патогенности. Микробиологическая диагностика стрептококковых заболеваний. Роль стрептококков при скарлатине. Иммунитет после заболевания, определение его напряженности. Лечение. 

3. Менингококки. Серологические группы. Свойства менингококков. Микробиологическая диагностика различных клинических форм менингококковой инфекции, бактерионосительства. Выделение внутриклеточно-паразитирующего возбудителя. 

4. Гонококки. Свойства. Микробиологическая диагностика острой  и хронической гонореи. Гоновакцина. Терапия. Профилактика  бленнореи  у  новорожденных. 

5. Эшерихии. Категории и серогруппы эшерихий, их роль в этиологии острых кишечных заболеваний, инфекций мочевыводящих путей, внутрибольничных инфекций. Микробиологическая диагностика  эшерихиозов. Лечебные препараты. 


6. Шигеллы. Свойства. Классификация. Микробиологическая диагностика острой и хронической дизентерии. Выделение внутриклеточно-паразитирующего возбудителя. Специфическая терапия и профилактика.       

7. Сальмонеллы – возбудители брюшного тифа и паратифов. Свойства. Эпидемиология, патогенез брюшного тифа. Микробиологическая диагностика, специфическая профилактика. Диагностика бактерионосительства. 

8. Сальмонеллы – возбудители пищевых токсикоинфекций (ПТИ). Сальмонеллы – возбудители внутрибольничных инфекций. Классификация сальмонелл. Эпидемиология, патогенез сальмонеллезов - ПТИ. Микробиологическая диагностика, лечение и профилактика. 

9. Холерные вибрионы. Классификация. Свойства. Патогенез, микробиологическая диагностики холеры. Лечебные препараты и специфическая профилактика. Экстренная профилактика. 

10. Клиническая микробиология, задачи. Дисбактериоз (дисбиоз). Формы и стадии дисбиоза. Причины дисбиоза. Микробиологическая диагностика. Применение бактериальных препаратов для профилактики и лечения дисбиозов. 

11. Условно-патогенные энтеробактерии: клебсиеллы, иерсинии. Свойства. Этиологическая роль во внутрибольничных инфекциях, гнойно-воспалительных заболеваниях. Лабораторная диагностика. Лечение. 

12. Возбудитель  чумы. Таксономия. Свойства. Эпидемиология, патогенез, микробиологическая диагностика, лечение  и    специфическая   профилактика  чумы. Режим   работы при исследовании  объектов на  наличие возбудителя болезни. 

13Л. Возбудитель   туляремии. Таксономия. Свойства. Эпидемиология, патогенез.   Микробиологическая   диагностика. Специфическая  профилактика. Терапия. 

13П. Бордетеллы.  Свойства, виды  бордетелл. Заболевания,  вызываемые бордетеллами. Микробиологическая диагностика,  специфическая профилактика  и терапия  коклюша. 

14. Бруцеллы.  Свойства. Виды  бруцелл. Эпидемиология,  патогенез, иммунитет  при   бруцеллезе. Микробиологическая  диагностика. Специфическая терапия и профилактика.

15. Возбудитель  сибирской  язвы. Таксономия. Свойства. Эпидемиология, патогенез  заболевания. Микробиологическая диагностика различных клинических форм сибирской язвы. Специфическая  профилактика и терапия. 

16. Неспорообразующие анаэробы. Таксономия. Характеристика. Роль в патологии человека. Микробиологическая диагностика. Лечение. 

17. Возбудители анаэробной газовой инфекции, классификация. Свойства. Эпидемиология, патогенез газовой гангрены. Значение микробных ассоциаций в развитии патологического процесса. Микробиологическая диагностика, специфическая профилактика и терапия газовой гангрены.

18. Клостридии столбняка. Таксономия. Свойства  микроба, токсинов  и их патогенетическое действие. Микробиологическая диагностика, специфическая  профилактика и  терапия столбняка.

19. Клостридии ботулизма. Таксономия. Свойства микроба, характеристика ботулотоксинов. Эпидемиология, патогенез, микробиологическая диагностика, специфическая профилактика и терапия ботулизма. 

20. Коринебактерии дифтерии. Таксономия. Свойства, факторы патогенности. Условно-патогенные коринебактерии. Эпидемиология, патогенез, микробиологическая диагностика дифтерии. Иммунитет. Методы его выявления. Специфическая профилактика и терапия.
  

21. Микобактерии туберкулеза, таксономия и характеристика. Условно-патогенные микобактерии. Эпидемиология и патогенез туберкулеза. Иммунитет, его особенности. Аллергия, ее роль в патогенезе. Микробиологическая диагностика, химиотерапия и специфическая профилактика туберкулеза. 

22Л. Трепонема сифилиса. Таксономия. Свойства. Эпидемиология и патогенез сифилиса, иммунитет. Микробиологическая диагностика. Лечение и профилактика. 

22П. Трепонема сифилиса. Таксономия. Свойства. Эпидемиология и патогенез сифилиса, иммунитет. Микробиологическая диагностика. Лечение. Врожденный сифилис, микробиологическая диагностика и лечение. 

23. Лептоспиры. Классификация. Свойства. Микробиологическая диагностика, специфическая профилактика и терапия. 

24. Риккетсии – возбудители эпидемического и эндемического (крысиного) сыпного тифа. Эпидемиология и патогенез заболеваний. Болезнь Брилла-Цинссера. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика и лечение.   

25. Риккетсии – возбудители Ку-лихорадки, клещевых риккетсиозов. Таксономия, свойства.  Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика и лечение.  

26. Возбудители хламидиозов. Таксономия. Характеристика. Микробиологическая диагностика. Лечение. Роль хламидий в патологии беременности.

27. Вирусы гриппа. Антигены. Классификация. Изменчивость. Микробиологическая диагностика. Профилактика и терапия гриппа. 

28. Медленные инфекции. Определение понятия, примеры. Вирус бешенства. Таксономия, свойства. Механизм заражения, патогенез, внутриклеточные включения при бешенстве. Микробиологическая диагностика и специфическая профилактика бешенства. 

29. Пикорнавирусы. Классификация. Энтеровирусы. Характеристика вирусов полиомиелита, Коксаки и ЕСНО. Патогенез полиомиелита. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика полиомиелита. 

  30. Арбовирусы, таксономия и свойства. Вирусы клещевого и японского энцефалитов, геморрагических лихорадок. Механизмы заражения, патогенез вызываемых ими заболеваний. Микробиологическая диагностика. Специфическая терапия и профилактика. Заслуги советских ученых в изучении вирусных природноочаговых заболеваний. 

31. Вирусы гепатитов А, Е. Таксономия. Свойства. Механизм заражения, патогенез. Микробиологическая диагностика вирусных гепатитов  А, Е. Иммуноглобулинопрофилактика, вакцинопрофилактика.


32. Вирусы гепатитов В, С, Д, G. Таксономия. Свойства. Механизмы заражения, носительство, микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика. 

33Л. ВИЧ-инфекция. Таксономия и характеристика возбудителей. Эпидемиология, патогенез заболевания. Микробиологическая диагностика, лечение и профилактика. 

33П. ВИЧ-инфекция. Таксономия и характеристика возбудителей. Эпидемиология, патогенез заболевания. Микробиологическая диагностика, лечение и профилактика. Особенности ВИЧ-инфекции у детей. 

34Л. Вирусы – возбудители острых респираторных заболеваний. Аденовирусы, вирусы парагриппа, РС-вирус. Свойства. Эпидемиология и патогенез заболеваний. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика, терапия. 

34П. Вирусы – возбудители острых респираторных заболеваний. Аденовирусы, вирусы кори, паротита. Свойства. Эпидемиология и патогенез заболеваний. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика кори. 

35Л. Вирусы натуральной оспы и осповакцины. Эпидемиология, патогенез, микробиологическая диагностика, специфическая профилактика натуральной оспы. Ликвидация натуральной оспы на Земле, опасность возврата.

35П. Вирусы натуральной и ветряной оспы. Таксономия, свойства. Эпидемиология, патогенез, микробиологическая диагностика, специфическая профилактика натуральной оспы. 

36. Вирусы герпеса. Таксономия. Свойства. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика и лечение.  

37. Вирус краснухи. Таксономия. Характеристика. Микробиологическая диагностика. Специфическая профилактика. 

38. Виды патогенных простейших. Токсоплазмы. Таксономия, свойства. Эпидемиология, патогенез токсоплазмоза.  Микробиологическая диагностика.   Лечение и профилактика.  

39. Условно-патогенные грамотрицательные бактерии: псевдомонады, протеи. Свойства. Этиологическая роль во внутрибольничных инфекциях, гнойно-воспалительных заболеваниях. Лабораторная диагностика. Лечение. 

«Л»  -  вопрос только для студентов лечебного факультета
«П»  -  вопрос только для студентов педиатрического факультета
2. Перечень экзаменационных вопросов 

для медико-профилактического   факультета 

Раздел I.  ОБЩАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ И ВИРУСОЛОГИЯ
1. Микробиология как фундаментальная наука, объекты изучения. Задачи медицинской микробиологии и ее значение в практической деятельности врача медико-профилактического профиля. 


2. Исторические этапы развития микробиологии. Морфологический период (А.Левенгук, Д.Самойлович, Э.Дженнер). 

3. Работы Л.Пастера и его школы. Их значение в развитии общей и медицинской микробиологии, прикладной иммунологии. Вакцины Пастера. 

4. Работы Р. Коха и его школы. Их значение для медицинской микробиологии. 


5. Открытие И.И. Мечниковым фагоцитоза. Открытие гуморальных факторов иммунитета (П. Эрлих, Э.Беринг, Э. Ру и др.). 

6. Роль отечественных ученых в развитии микробиологии (И.И.Мечников, Д.К. Заболотный, И.Ф. Гамалея, Л.А. Зильбер, З.В. Ермольева, В.Д. Тимаков, С.Н. Виноградский и др.).  

7. Д.И. Ивановский – основоположник вирусологии. Развитие вирусологии во второй половине ХХ века, роль отечественных ученых. 

8. Основные принципы классификации микроорганизмов. Таксономические категории: род, вид, штамм. Внутривидовая идентификация бактерий (эпидемиологическое маркирование): серовар, фаговар, биовар, эковар, патовар, 


9. Исследование морфологии  микроорганизмов: методы микроскопии и окраски. Особенности   строения  грамположительных  и грамотрицательных бактерий. 


10. Классификация  бактерий по морфологии. Ультраструктура  бактерий. Капсула, спора: назначение и выявление. L-формы. 

11.Морфология  и структура спирохет. Патогенные  виды. Методы  микроскопии и окраски. 

12.Морфология и структура риккетсий, хламидий,  микоплазм. Примеры  патогенных видов. 

13. Понятие   о вирусе.  Современные принципы классификации. Морфология и структура   вирионов. Типы взаимодействия вируса с клеткой хозяина. Фазы репродукции вирусов. 

14. Морфология и структура вирусов бактерий (бактериофагов). Особенности взаимодействия с бактериями вирулентного и умеренного фагов. Применение фагов в микробиологии и медицине.

15. Классификация бактерий по типам питания. Ферменты. Практическое использование биохимической активности микроорганизмов: идентификация, биотехнология.

16.  Основные типы биологического окисления субстрата бактериями. Культивирование анаэробов.  

17. Фазы размножения бактериальной популяции. Условия культивирования бактерий. Питательные среды: требования к средам, классификация.   

18. Чистая культура бактерий и методы ее выделения. 

19. Культивирование вирусов в клеточных культурах, курином эмбрионе, организме животных. Методы обнаружения (индикации) вирусов по цитопатическому действию, реакции гемагглютинации, бляшкообразованию,  внутриклеточным включениям. 

20. Действие на микроорганизмы физических, химических и биологических факторов. Практическое применение. Методы  стерилизации и дезинфекции. Асептике и антисептика. 

21. Химиотерапия и химиопрофилактика инфекционных болезней. Основные группы антимикробных химиопрепаратов. Химиотерапевтический индекс. Механизмы антимикробного действия.  

22. Взаимоотношения между микробами в ассоциациях: симбиоз, метабиоз;  синергизм, антагонизм; микробы – антагонисты, их использование в производстве антибиотиков и других лечебных препаратов. Бактериоцины. 

23. Антибиотики. Определение. Классификация по происхождению, химической структуре и спектру действия. Механизмы действия антибактериальных препаратов на микробы. 

24. Механизмы, обеспечивающие формирование резистентности микробов к лекарственным препаратам. Пути преодоления. Принципы рациональной антибиотикотерапии. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам (МПК, МБК). Осложнения при антибиотикотерапии. 


25. Организация генетического аппарата у бактерий и вирусов, гено- и фенотип. Их определение и характеристика. 


26. Модификация у бактерий и вирусов. Мутации и мутагенез. Роль в эволюции бактерий. Популяционный анализ. Практическое применение. 

27. Генетический обмен и рекомбинации у бактерий: трансформация, трансдукция и конъюгация. Роль в эволюции микроорганизмов. 

28. Плазмиды бактерий. Виды плазмид и их роль в детерминации патогенных признаков и лекарственной устойчивости бактерий. 


29. Цели и задачи генной инженерии. Использование плазмид. Значение генной инженерии в медицинской микробиологии и биотехнологии (генно-инженерные вакцины и др.). 

Раздел II.  ИНФЕКЦИЯ  И  ИММУНИТЕТ
1. Понятия: «Инфекционный процесс» (движущие силы), «Инфекционная болезнь» (условия возникновения). Внутрибольничные инфекции.

2. Патогенность и вирулентность микробов. Определение. Факторы патогенности. Антилизоцимная активность бактерий и другие  факторы персистенции. 

3. Динамика развития инфекционной болезни (периоды), исходы течения. Сепсис, бактериемия, токсинемия.

4. Формы инфекции: экзогенная и эндогенная, очаговая и генерализованная, моно- и смешанная, вторичная инфекция, реинфекция, суперинфекция. Их определение, условия возникновения. 

5. Бессимптомная инфекция. Формы. Бактерионосительство здоровое и реконвалесцентное. Персистенция микроорганизмов. Механизмы. 

6. Роль макроорганизма  и окружающей  среда в инфекционном процессе. Сапронозы. Значение  социальных факторов.  Неспецифические  факторы защиты   организма  человека  от микробов. 

7. Распространение микроорганизмов   в окружающей среде. Понятие  о микробных  биоценозах. Микробная экология,  ее задачи, значение для здравоохранения и медицины. 

8. Учение о санитарно-показательных микроорганизмах. Санитарно-показательные микроорганизмы воздуха, воды, почвы. Патогенные микробы в воздухе, воде, почве. Санитарно-бактериологическое исследование воздуха, воды, почвы. Микробное число, коли-титр, коли-индекс. 

9. Микрофлора организма человека и ее роль в нормальных физиологических процессах и патологии. Микрофлора кишечника.

10. Особенности вирусных инфекций. Роль вирусной нуклеиновой кислоты и белка в инфекционном процессе. Токсические вещества и ферменты вирусов. Дефектные вирусы.

11. Понятие об иммунитете. Виды иммунитета: видовой, приобретенный, естественный, искусственный. Активный и пассивный.                                                                                                                                 

         12. Фагоцитоз, фагоцитирующие клетки. Основные стадии фагоцитоза и их характеристика. Завершенный и незавершенный фагоцитоз. Система комплемента, пути активации, роль в иммунитете. Воспаление. 

13. Иммунная система  организма человека. Иммунокомпетентные клетки, их основные функции. Понятие о межклеточной кооперации в иммуногенезе. 

14. Антигены и их характеристика. Понятия об антигенности. Специфичность антигенов. Антигенная структура бактериальных клеток. Протективные антигены. Антигены вирусов. 

15. Антитела. Классы иммуноглобулинов, их структура и функции. Неполные антитела, их обнаружение. Динамика антителообразования.


16. Антибактериальный, антитоксический иммунитет. Особенности противовирусного иммунитета. Интерфероны, ингибиторы. Понятие об иммунологической памяти, иммунологической толерантности.  


17. Антитоксины. Определение, получение. Реакция нейтрализации токсина антитоксином. Применение антитоксических сывороток в медицине. Единица измерения активности. 

18. Агглютинины. Реакция агглютинации, ее разновидности. Реакция непрямой гемагглютинации. Практическое использование. Реакция Кумбса. 

19. Реакция преципитации: методы постановки, применение в медицинской практике. Иммуноэлектрофорез. Радиоиммунные и иммуноферментные методы. Иммуноблоттинг. 

20. Лизины. Реакция бактериолиза и гемолиза. Реакция связывания комплемента и ее использование в диагностике инфекционных болезней.  

21. Опсонины и реакция опсонизации. Опсонический индекс. Реакция иммунофлюоресценции (прямая и непрямая). Механизм, практическое использование. 

22. Реакция нейтрализации вирусов (РЗГА, реакция задержки ЦПД и др.). Механизм, практическое использование.  

23. Реакция иммунофлюоресценции. Механизм. Применение. Генетические методы диагностики: методы молекулярной гибридизации (ЦПР и др.). 

24. Гиперчувствительность немедленного типа (В-зависимая). Анафилаксия. Сывороточная болезнь. Атопии. Механизмы их возникновения, методы предупреждения. 

25. Гиперчувствительность замедленного типа (Т-зависимая), механизмы ее проявления. Роль в патогенезе инфекционных болезней, иммунитете. Практическое использование аллергических проб. 

26. Вакцинопрофилактика, типы вакцин, их получение. Адъюванты. Вакцинотерапия. Активная иммунизация, показания. Плановая профилактика, оценка иммунитета. Профилактика по эпидпоказаниям. 


27. Серотерапия и серопрофилактика инфекционных болезней. Сыворотки, гамма-глобулины (иммуноглобулины) гомологичные и гетерологичные, их изготовление и использование. Пассивная иммунизация, показания. 

28. Принципы и методы лабораторной диагностики инфекционных заболеваний. Примеры их диагностической ценности. 

29. Использование антигенов в медицинской практике. Вакцины, диагностикумы. Аллергены. 

30. Диагностические   сыворотки. Получение и практическое  использование. Монорецепторные  сыворотки. Моноклональные антитела. Гибридомы. 

31. Понятие об экологической  иммунологии. Методы оценки  иммунного  статуса организма. Врожденные и приобретенные  иммунодефицитные состояния. Иммуномодуляторы.  

Раздел III. ЧАСТНАЯ МЕДИЦИНСКАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
1. Стафилококки. Виды стафилококков, дифференцирующие признаки. Эпидемиология, патогенез гнойно-воспалительных заболеваний, вызываемых стафилококками. Ферменты патогенности. Лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия.  Проблема госпитальной стафилококковой инфекции. Выявление и санация бактерионосителей. 


2. Стрептококки. Свойства, классификация. Виды патогенных стрептококков. Генолитические стрептококки группы А, стрептококки пневмонии и их роль в патологии человека. Факторы патогенности. Лабораторная диагностика стрептококковых заболеваний. Лечение. 

3. Менингококки. Серологические группы. Свойства менингококков. Эпидемиология, патогенез заболеваний. Лабораторная диагностика различных клинических форм менингококковой инфекции, бактерионосительства. Выделение внутриклеточно-паразитирую-щего  возбудителя. 


4. Гонококки. Свойства. Эпидемиология, патогенез гонореи. Лабораторная диагностика острой  и хронической гонореи. Гоновакцина. Терапия. Профилактика  бленнореи  у  новорожденных. 


5. Эшерихии. Серогруппы эшерихий, их роль в этиологии острых кишечных заболеваний, инфекций мочевыводящих путей, внутрибольничных инфекций. Эпидемиология, патогенез. Лабораторная диагностика  колиинфекций. Лечебные препараты. Санитарно-бактериологическое исследование продуктов питания





6. Шигеллы. Свойства. Классификация. Эпидемиология. Патогенез, лабораторная диагностика острой и хронической дизентерии. Выделение внутриклеточно паразитирующего возбудителя. Специфическая терапия и профилактика.       

7. Сальмонеллы – возбудители брюшного тифа и паратифов. Эпидемиология, патогенез брюшного тифа. Лабораторная диагностика. Специфическая профилактика. Выявление  носительства. 

8. Сальмонеллы – возбудители пищевых токсикоинфекций, внутрибольничных инфекций. Классификация сальмонелл. Эпидемиология и патогенез сальмонеллезов. Лабораторная диагностика, лечение. Санитарно-бактериологическое исследование пищевых продуктов.  Профилактические мероприятия. 


9. Холерные вибрионы. Классификация. Биовары. Эпидемиология, патогенез, лабораторные методы исследования  холеры. Экспресс-диагностика. Лечебные препараты и специфическая профилактика. Экстренная профилактика. 

10. Клиническая микробиология, задачи. Дисбактериоз (дисбиоз). Формы и стадии дисбиоза. Причины дисбиоза. Лабораторная диагностика. Применение бактериальных препаратов для профилактики и лечения дисбиозов.  

11. Псевдомонады. Свойства. Этиологическая роль во внутрибольничных инфекциях, гнойно-воспалительных заболеваниях. Патогенез, клинические формы. Лабораторная диагностика. Лечение. Санитарно-бактериологическое исследование оборудования, перевязочного материала и т.д. в ЛПУ. 

12. Клебсиеллы. Свойства. Этиологическая роль во внутрибольничных инфекциях, гнойно-воспалительных заболеваниях. Патогенез, клинические формы. Лабораторная диагностика. Лечение. Санитарно-бактериологическое исследование оборудования, перевязочного материала и т.д. в ЛПУ.


13. Возбудитель  чумы. Эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, иммунитет, лечебные препараты.  Специфическая   профилактика  чумы. Режим   работы при исследовании  объектов на  наличие возбудителя болезни. Экспресс-диагностика. 

14. Возбудитель   туляремии. Характеристика. Эпидемиология. Факторы патогенности. Патогенез. Формы болезни, иммунитет при туляремии.  Лабораторная   диагностика. Специфическая  профилактика. Терапия. 

15. Бруцеллы.  Свойства. Виды  бруцелл. Эпидемиология,  патогенез, иммунитет  при   бруцеллезе. Лабораторная  диагностика. Специфическая терапия и профилактика.

16. Возбудитель  сибирской  язвы. Свойства. Эпидемиология. Патогенез  заболевания. Лабораторная диагностика различных клинических форм сибирской язвы. Специфическая  профилактика и терапия. 

 
17. Возбудители анаэробной  инфекции, классификация. Виды клостридий – возбудителей раневой инфекции. Эпидемиология, патогенез газовой гангрены. Значение микробных ассоциаций в развитии патологического процесса. Лабораторная диагностика, специфическая профилактика, терапия газовой гангрены. Санитарно-бактериологическое исследование перевязочного, хирургического и др. материала на стерильность. 


18. Клостридии столбняка. Свойства  микроба, токсинов  и их патогенетическое действие. Эпидемиология, патогенез столбняка. Столбняк у новорожденных. Лабораторная диагностика. Специфическая  профилактика и специфическая  терапия столбняка.


19. Клостридии ботулизма. Свойства микроба, характеристика ботулотоксинов. Эпидемиология, патогенез. Лабораторная диагностика, специфическое лечение. Профилактика. Санитарно-бактериологическое исследование пищевых продуктов. 

20. Коринебактерии, виды, свойства. Возбудитель  дифтерии. Свойства. Факторы патогенности. Эпидемиология и патогенез. Лабораторная диагностика дифтерии. Иммунитет. Методы его выявления. Специфическая профилактика и терапия. Бактерионосительство
  

  
21. Микобактерии. Виды, свойства. Возбудители туберкулеза, характеристика. Эпидемиология, патогенез туберкулеза. Иммунитет, его особенности. Аллергия. Лабораторная диагностика, химиотерапия и специфическая профилактика туберкулеза. Лабораторная диагностика лепры.  


22. Трепонема сифилиса. Свойства. Эпидемиология и патогенез сифилиса, иммунитет. Лабораторная диагностика. Лечение. 

23. Лептоспиры. Классификация. Свойства. Эпидемиология и патогенез лептоспирозов. Лабораторная диагностика, специфическая профилактика и терапия. 

24. Риккетсии – возбудители эпидемического и эндемического (крысиного) сыпного тифа, Ку-лихорадки и клещевых риккетсиозов.  Эпидемиология. Патогенез. Болезнь Брилля. Лабораторная диагностика. Антибиотикотерапия. Специфическая профилактика и лечение.   

  
25.  Вирусы гриппа. Антигены. Классификация. Изменчивость. Экология и эпидемиология. Патогенез заболевания, лабораторная диагностика. Профилактика и терапия гриппа. 

26. Медленные инфекции. Определение понятия, примеры. Вирус бешенства. Механизм заражения, патогенез, внутриклеточные включения при бешенстве. Лабораторная диагностика и специфическая профилактика бешенства.


27. Пикорнавирусы. Классификация. Характеристика вирусов полиомиелита. Коксаки и ЕСНО. Патогенез полиомиелита и других форм заболеваний. Иммунитет. Лабораторная диагностика. Специфическая профилактика полиомиелита. Методы индикации вирусов в сточной воде, почве. 


28. Арбовирусы, таксономия. Вирусы клещевого и японского энцефалитов, геморрагических лихорадок. Механизмы заражения, патогенез вызываемых ими заболеваний. Лабораторная диагностика, иммунитет. Специфическая терапия и профилактика. Заслуги советских ученых в изучении вирусных природноочаговых заболеваний. 


28. Вирусы гепатита А, В, С, Д, Е. свойства. Механизмы заражения, патогенез, иммунитет. Лабораторная диагностика. Иммуноглобулинопрофилактика, вакцинопрофилактика.  Носительство   вирусов гепатита В, С, Д. 

30. ВИЧ-инфекция. Экология и эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, лечение и профилактика. 




31. Вирусы – возбудители острых респираторных заболеваний. Аденовирусы, вирусы парагриппа. РС-вирус. Свойства. Эпидемиология и патогенез заболеваний. Лабораторная диагностика. Специфическая профилактика, терапия. Методы индикации вирусов в воздухе. 


32. Вирусы натуральной оспы и осповакцины. Эпидемиология, патогенез, лабораторная диагностика, профилактика натуральной оспы. Ликвидация натуральной оспы на Земле, опасность возврата. Вирус простого герпеса, персистенция, патогенез заболеваний. Лабораторная диагностика, специфическая профилактика. 

  
33. Вирус кори, паротита. Свойства. Эпидемиология и патогенез заболеваний. Лабораторная диагностика. Специфическая профилактика кори. 
34. Вирус ветряной оспы. Свойства. Эпидемиология и патогенез, лабораторная диагностика ветряной оспы. Вирус краснухи. Эпидемиология и патогенез (внутриутробное поражение плода), лабораторная диагностика, специфическая профилактика краснухи. 

35. Виды патогенных простейших. Тоскоплазмы. Эпидемиология, патогенез токсоплазмоза. Лабораторная диагностика. Лечение и профилактика. 

3.  Перечень экзаменационных  микропрепаратов  

1. Стафилококк (окраска по Граму). 

2. Стрептококк (окраска по Граму). 

3. Сарцина (окраска по Граму). 

4. Кишечная палочка (окраска по Граму). 

5. Стрептобацилла (окраска по Граму). 

6. Гонококк в гное (окраска метиленовым синим). 

7. Туберкулезные палочки в мокроте (окраска по Циль-Нильсену). 

8. Палочка со спорой (окраска по Граму). 

9. Дифтерийные палочки с зернами волютина (окраска метиленовым синим) 

10. Палочка с капсулой (окраска фуксином). 

4.  Перечень экзаменационных  макропрепаратов 

1. Рост кишечных палочек на среде Эндо  

2. Рост кишечных палочек и дизентерийных палочек на среде Плоскирева. 

3. Рост стафилококка на кровяном агаре. 

4.Реакция преципитации в агаре для определения токсигенности дифтерийных палочек. 

5. Определение фаготипов брюшнотифозных палочек. 

6. Цветная  проба. 

7. Реакция связывания комплемента. 

8. Коли-индекс (чашка Петри с мембранным фильтром). 

9. Реакция Видаля. 

10. Набор диагностических препаратов (диагностикумы, иммунные сыворотки, аллергены, бактериофаги). 

11. Набор специфических, профилактических и лечебных препаратов (вакцины, сыворотки, бактериофаги, эубиотики). 

12. Реакция непрямой (пассивной) гемагглютинации (РНГА). 

13. Реакция задержки гемагглютинации. 

14. Определение чувствительности микробов к антибиотикам методом дисков. 

15. Рост стафилококка на желточно-солевом агаре (лецитиназа). 

16. Антилизоцимная активность. 

17. Лизоцимная активность. 

18. И Ф А.

19. Среда Китта-Тароцци.

20. Среда СКС. 

ГЛАВА  10.   КАК  ГОТОВИТЬ   ЛЕКЦИЮ  


 Лекционный процесс, как все виды педагогической деятельности в ХХI веке, меняется в связи со сменой парадигмы: «Образование – не на всю жизнь, - а через всю жизнь». Отсюда многообразие педагогических подходов для развития готовности студентов к последующему самообразованию в течение всей жизни (Миронов А.Ю., Зверев В.В., 2007).


ХХI век еще в большей степени, чем ХХ век, обнажает 2 актуальные дидактические проблемы в образовании:  1) низкая познавательная активность студентов;  2) взрыв информации и информационных технологий.
Именно лекция должна решать эти проблемы, так как предназначена повышать познавательную активность студентов, обучать их навыкам мышления, быть путеводителем по бесчисленному количеству фактов (Рахальский Ю.Е., 1976).


Поэтому, нет сомнений, что лекционное преподавание является не второстепенным, а важнейшим направлением вузовской педагогики. Но какая должна быть лекция? Чему она должна учить? Ответ на эти вопросы можно найти у Льва Толстого: «Знание только тогда знание, когда оно приобретается усилиями своей мысли, а не памятью». Другими словами лекция должна учить студента критически мыслить, видеть и решать противоречия, «сворачивать» большие массивы информации, адаптироваться в меняющихся жизненных ситуациях, быть коммуникабельным, развивать социальный   интеллект   (Рис. 1). 
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В   лекции   необходимо,   прежде   всего, развивать активное мышление студента через представление весьма ограниченного объема информации по предмету: выделение главных учебных элементов в каждой теме, которые необходимы в работе будущих врачей-лечебников, санитарных врачей или фармацевтов.

Конечная цель любой формы педагогического процесса, а лекции особенно, на основе обученности профессии и развития интеллекта сформировать образованного специалиста, врача высокой культуры – свободной, самодостаточной, самостоятельной, совестливой и творческой личности (Бухарина Т.Л., Аверин В.А., 2002)  (Рис. 2).















Рис. 2. Цель лекции по микробиологии

Лекция не читается, лекция – ставится так же, как ставится спектакль в театре (Бусыгин А.Г., Бусыгина Т.А., 2005). А.П. Чехов писал: «Лекция – опера, конспект-либретто». Поэтому надо  продумать сценарий предстоящей лекции. Структура подготовки к лекции включает ряд моментов: тема и цель  лекции, отбор содержания, особенность аудитории и ситуации, технические  средства (Рис. 3).

Рис. 3.  Л Е К Ц И Я:  Логика  подготовки













   
   








Выбор темы лекции определяется рабочей программой предмета. Следует указать место данной темы среди других тем, ее историю и актуальность. Например, тема: «Микробиология холеры» занимает особое место среди тем по микробиологии кишечных инфекций. Показать историзм темы - заслуги академика З.В. Ермольевой в разработке методов диагностики, терапии и профилактики холеры. Отметить актуальность темы в настоящее время: неблагополучие по заболеваемости в странах Африки и Юго-Восточной Азии, опасность распространения инфекции, социальные аспекты заболевания, сложность диагностики в связи с изменчивостью и эволюцией холерного вибриона. 


Цель лекции – дать мотивацию темы, вызвать интерес, настроить студентов на необходимость знания основных учебных элементов темы. Каждый врач должен знать принципы диагностики, терапии и профилактики холеры, так как во время вспышки данной особоопасной инфекции в регионе будут привлечены учреждения здравоохранения, врачи любой специальности. 


Сверхзадача лекции – вызвать мысли, выходящие за пределы ее содержания, имеющие философское, нравственное, эстетическое значение. В настоящее время важен экологический подход в освещении темы, раскрытие социальных проблем профилактики заболевания. 


Без философской оценки фактов невозможно правильно изложить многие вопросы в лекции (Хайкина Б.Г., 1968): И.И. Мечников раскрыл эволюцию воспаления, как защитной реакции организма, но врач часто вынужден подавлять воспалительную реакцию, которая может привести к смерти больного перитонитом или воспалением легких. Следует раскрыть перед студентами диалектику патогенеза воспалительного процесса. 

При отборе содержания лекции важно провести структурно-логический анализ материала: выделить главные, опорные учебные элементы внутри темы. «Знание основных принципов компенсирует незнание множества фактов» (К.Гельвеций). В одной лекции может быть 5-7 опорных элементов для фиксации внимания слушателей: что надо обязательно сказать, а что можно опустить при нехватке времени (Рис. 4).
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В лекциях по общей микробиологии главные учебные элементы должны быть связаны с формированием у студентов понятийного фонда по предмету, а в частной микробиологии – с принципами, методами лабораторной диагностики, лечения и профилактики болезней микробной этиологии. Например, по микробиологии холеры нам представляются следующие опорные пункты: 1) классификация холерного вибриона: вид, биовары, серовары (этиология);  2) роль массового вибрионосительства в распространении    холеры,    как    особо    опасной    кишечной   инфекции (эпидемиология);        3) мишень действия экзотоксина-холерогена (патогенез);  4) экспрессные методы лабораторной диагностики холеры (диагностика);   5) бактериологический метод диагностики холеры (диагностика);  6) профилактика холеры: экстренная и по эпид.показаниям (профилактика). В содержание лекции следует включить результаты современных научных исследований.   Необходимо  продумать  наглядно-образное  представление материала. После осмысления содержания лекции, критического анализа, выделения главного, - важно перевести материал на «свой язык», чтобы излагать его как собственный, Вами переработанный. 


Лектор должен знать аудиторию, перед которой он будет выступать. «Всякий слышит лишь то, что понимает» (Плавт). Слушатели обычно слышат то, что хотят услышать в соответствии с их стереотипами, на что они настроены. Поэтому важно найти мотив, побуждающий студентов Вас услышать, аппелировать к их интересам, багажу знаний, связать с будущей профессией. Студенческая аудитория по качеству восприятия материала дифференцируется на 4 категории: писцы (71-72%), слушатели (12%), лентяи (7%), мыслители (9-10%). Студенты-мыслители - это идеал слушателей: они ведут свободную запись, формируя собственную систему знаний; находят связь новых знаний с базовыми, строят ассоциации и т.д. (Рис. 5). 
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Необходимо учитывать ситуацию, в какой будет ставиться лекция: физическая характеристика помещения, время суток и года, этап учебного семестра и т.д. Важную роль в успехе играют технические средства, используемые на лекции. «Мысль входит в создание вратами чувств» (Гельвеций). В современном лекционном преподавании используется мультимедийная презентация материала с элементами анимации. Качество иллюстраций должно быть на высоком уровне (Рис. 6).
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Итак, лекция не читается, лекция ставится. К.Т. Тимирязев писал «Лектор – живая зараза».  Действительно, чтобы заразить аудиторию своими идеями, важна верная методика выступления (Рис. 7).
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Известный российский ученый и педагог А.П. Минаков писал: «Лекция -  это театр одного актера – ученого и артиста». Лектора встречают по его внешнему виду: одежда, осанка, приветливая улыбка и т.д. Важное значение имеет риторика лектора – искусство говорить искренне, убежденно, доходчиво, в нужном тембре, с определенной, меняющейся интонацией (Апресян Г.З., 1972). «Заговори, чтобы я тебя увидел» (Сократ). Ключевым моментом является искусство публичного мышления – мыслить вместе с аудиторией (Фейгенберг И.М., 1989). Для этого лекция состоит из цепи логических рассуждений с привлечением студентов. 


Надо учить студентов рассуждать. Удобный прием для логических рассуждений – постановка перед студентами опережающих вопросов,    проблемных ситуаций (опережающее изложение) и поиск вместе с аудиторией ответа на них, их решения. Например, при обсуждении пункта: «Диагностика холеры» резонно задать вопрос: «Почему при холере важное значение имеют экспрессные методы диагностики?». Рассуждая над ответом по данному вопросу, следует создать проблемную ситуацию, когда полученные результаты экспрессной диагностики не позволяют поставить  окончательный диагноз и возникает необходимость проведения бактериологического исследования (определение биовара, антибиотикограммы и т.д.). 

В отдельные моменты лекции, когда лектор почувствует снижение активности аудитории, падение внимания,    можно   использовать    приемы    суперактивации:    привести интересный пример из практики, рассказать о героической странице истории, показать show-slide по теме и т.д. Так по теме «Холера» можно рассказать об опытах самозаражения холерой М. Петенкофера, И.И. Мечникова. «Познание начинается с удивления» (Аристотель).

Важным приемом формирования интереса к предмету, к теме лекции является принцип научности. Следует приводить результаты новейших научных исследований по теме (Нобелевские премии, открытия, проблемные статьи из научных журналов и др.). Особый интерес у слушателей вызывает рассказ лектора о собственных научных исследованиях и работах его коллег, - это один из методов привлечения активных студентов к работе в кружке СНО. Лектор должен постоянно «чувствовать» аудиторию, видеть глаза студентов, выражения их лиц. 

Сила обратной связи пропорциональна коэффициенту полезного действия (КПД) лектора (Рис. 8). 
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Одним  из критериев КПД являются вопросы студентов во время и после лекции. Очень эффективной формой лекционного преподавания является лекция «пресс-конференция». За месяц до чтения такой лекции вывешивается объявление, в котором указывается тема, дата и предлагается студентам оставлять на кафедре вопросы в письменном виде по интересующим их проблемам согласно теме лекции. Для активации сбора вопросов используется «почтовый ящик», который приносится в лекционную аудиторию за 2-4 недели до чтения данной лекции. Лектор заранее анализирует поступившие вопросы, готовит ответы на них. Лекция «пресс-конференция» строится в форме ответов на вопросы студентов, однако сохраняется при этом логическая структура в изложении материала лекции. Лекция «пресс-конференция» - одна из наиболее удачных форм активных методов обучения. Важно то, что студенты заранее готовятся к лекции,  так как необходимо знать материал, чтобы задать интересные вопросы. Многолетний опыт кафедры микробиологии Оренбургской государственной медицинской академии по постановке лекций «пресс-конференций» показывает, что студенты принимают активное участие в постановке лекции, задавая 50-70 вопросов, которые лектор отбирает и объединяет в группы по разделам (по тематике). 

Контроль качества лекции, ее эффективности является завершающим этапом и осуществляется путем обсуждения лекции коллегами на основании ее посещения, видеозаписи, анкетирования и тестирования студентов, беседы с ними на занятии (Берулава М.Н., 1993).


Успешно ставить лекцию может преподаватель, достигший определенного уровня профессионализма (Рис. 9). 

Как видно из рисунка 9, лектор должен иметь продуктивный или интегративный уровень педагогической деятельности.

Таким образом, лекция, как вершина творчества педагога в вузе, требует не только профессионализма (сочетание знаний предмета, педагогики, психологии и науки), но максимального напряжения интеллекта, эмоций, духовных сил и способности психологического воздействия на аудиторию. Профессиональное самоопределение личности, - конечная цель медицинского образования, - строится на трех постулатах: интерес, активность, самостоятельность. 
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Рис. 9.  Ступени профессионального роста преподавателя высшей школы (Бусыгин А.Г., Бусыгина Т.А., 2005)
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Гр+ стрепто-бациллы





Гр- палочки





Гр+стреп-тобациллы





Гр+стреп-тобацил-лы, Гр-палочки





Рисунок чашки со средой Эндо, нанесенным фильтром с тремя выросшими темно-малиновыми колониями.


Стрелками обозначить: «Среда Эндо», «Мембранный фильтр», «Выросшие колонии»








5 х 100


65

















К-АГ (А, М, L…)





О-АГ 





О-АГ





Экзотоксин





Нарисовать чашку с агаром, выросшими колониями, фильтровальной бумагой с антитоксической сывороткой, вокруг отдельных колоний - линии преципитации











Рисунок с нарисованными синим цветом нейтрофилами, голубоватыми эритроцитами. Внутри некоторых нейтрофилов темно-синие кокки.


Стрелкой обозначить: 


«Активный фагоцит с поглощенными 


 стафилококками»














Рисунок с нарисованными лимфоцитами (окрашены в синий цвет), эритроцитами (окрашены в розово-красный цвет) и лимфоцитами, окруженными эритроцитами.


Стрелками обозначить: 


«Е-РОК» (Т-лимфоцит), «Эритроциты барана»











Рисунок чашки с гелем, в котором сделаны отверстия, вокруг них - зоны преципитации.


Стрелками обозначить: «Кольцо преципитации», «Лунка с сывороткой крови обследуемого», «Агар с антиIgG 


сывороткой»
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Продолжение  протокола





Продолжение протокола





«+» - склеенные эритроциты «зонтик»


«-» - отсутствие гемагглютинации «пуговка»





Гр- 


 красного цвета палочки





Гр- 


 красного цвета палочки





Гр-   красные палочки








Гр-  изог-нутые палочки





Схема посева жидкости по методу Gould  1- 4 соответственно 1- 4-й секторы



































Рисунок аналогичен
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�











мм 





мм 





Качественные





Количественные





Методы прямого обнаружения патогенных  микроорганизмов  





Методы косвенной индикации патогена  





Определение  ОМЧ





Определение  СПМО





1. Вирус с    (Н)  +  эритроциты (Э) → РГА  


    гемагглю-


    тинином
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Рис. 1.








НУЖНА  ЛИ  ЛЕКЦИЯ?





НЕТ





Проблемы ХХI века





ДА





Низкая 


познавательная


активность


студентов





Взрыв информации


и информационных


технологий





● пассивное восприятие


   чужих мнений


● тормоз самостоятель-


   ного мышления 


● большинство не успе-


   вают понять, а только


   записать слова лектора


● лекции нужны, если нет 


   учебников …





«Средневековый»


подход





ХХI  век





                   Учит: 


● критически мыслить


● видеть и решать 


   проблемы и противо-


   речия


● «сворачивать» большие


   массивы информации


● адаптироваться в меняю-


   щихся жизненных


   ситуациях


● быть коммуникабельным


● развивать социальный


   интеллект





От профессионалов запоминания – к профессионалам мышления





Обучение  профессии








Развитие способностей к мышлению








Умение видеть и решать противоречия





Приобретение навыков и умений по лабораторной диагностике, лечению и профилактике болезней микробной этиологии





Развитие интеллекта (социального, эстетического)





О б у ч е н н о с т ь





Образованность:  умение правильно оценивать жизненные ситуации и действовать с учетом их

















(когда?) 





ТЕМА 





(зачем?) 





ЦЕЛЬ 





СОДЕРЖАНИЕ     (о  чем?) 





АУДИТОРИЯ     (кому?)





СИТУАЦИЯ    (г д е?) 





С Р Е Д С Т В А    (к а к?)





          Рис. 4.    ЛЕКЦИЯ: ОТБОР  СОДЕРЖАНИЯ





ТЕХНОЛОГИЯ





УСТАНОВКИ





АКТИВНОСТЬ УМА





● «сырой» план


● т е з и с ы 


● конкретный


   план (граф)


● конспект





● выделение 


    главного


● осмысливание


● критический


    анализ


● запоминание





● структурно-логический


   анализ


● включение собственных


   знаний, научность


● наглядно-образное


   представление


● перевод на «свой язык»


● выделение опорных


   пунктов (7±2)


● опережающие вопросы


● опережающее 


   изложение





Активация  студентов





Дифференциация  студентов





● Мотивация


● И н т е р е с


● Багаж знаний 


    (у студентов)


● Проблемность 


    изложения 


● Приемы супер-


    активации





● П и с ц ы  (71-72%)


● Слушатели  (12%)


● Л е н т я и   (7%)


● Мыслители  (9-10%)





Рис. 5.   ЛЕКЦИЯ:  Аудитория





             Рис. 6.    ЛЕКЦИЯ:  Ситуация, средства





С И Т У А Ц И Я





С Р Е Д С Т В А 





● Аудио-визуальная


   аппаратура


● Демонстрация опыта


● Набор иллюстраций


● Речь лектора 


   (постановка голоса…)





● Состояние помещения


● Состояние студентов


   (утомленность…)


● Социальные факторы


● Время года…





Внешний 


вид


лектора





 Искусство


публичного


мышления








Проблемность


изложения





Характер 


речи





Доходчивость изложения





Рис. 7.     МЕТОДИКА  ВЫСТУПЛЕНИЯ





Научность  


изложения





Приемы


суперактивации





Эмоциональное





 Абстрактное





 Вербальное





 Образное





КОНТРОЛЬ И 


САМОКОНТРОЛЬ


ЛЕКТОРА





КОНТРОЛЬ 


УСВОЕНИЯ ЛЕКЦИИ





● Магнитофонная запись


● Видеозапись


● Посещение


● Обсуждение





● Тестирование


● Вопросы студентов


● Состояние аудитории


● Беседа на занятии





Рис. 8.    ЛЕКЦИЯ:  Обратная  связь





Уровни педагогической деятельности





Репродук-


тивный





Концептуаль-


ный





Продуктив-


ный





Интегратив-


ный





Обладает


высшей 


степенью


продуктивного


уровня,


компетентен


участвовать в


коллективном


процессе


воспитания


концептуаль-


ного и 


социального


видов


интеллекта


студентов и


аспирантов








Обладает 


психолого-


педагогичес-


кой


подготовкой,


позволяющей


систему знаний


профессио-


нально


мотивировать


и развивать


мышление


студентов





Кроме 


«своего»


предмета


обладает


широкой


концептуаль- ной


подготовкой,


позволяю-


щей


систему знаний


профессио-


нально


конструи-


ровать





Знает 


«свой»


предмет,


сообщает


лишь то, что знает сам
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