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ТЕМА -- «МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА  ПИЩЕВЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНТОКСИКАЦИЙ»
ЦЕЛИ  ЗАНЯТИЯ.                                                                                                                                                                                                                 Учебная:  прочное усвоения системы знаний, формирование умений объяснять факты на основе причинно-следственных связей, закономерностей. Формирование умения самостоятельной работы с методической литературой, учебником. Освоение общих и соответствующих профессиональных компетенций ПК 4.1, ПК 4.2, ПК 4.3, ПК 4.4.                                                                                                           Развивающая: формирование навыков самообразования, самореализации личности, развитие речи, мышления, памяти, познавательного интереса.                                                                                                                                                                      Воспитательная: привитие умений и навыков учебной работы и  коллективного труда. Формирование у студентов целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека.                                                                                                                                                 Межпредметные   связи:  эпидемиология, инфекционные болезни, латинский язык, ТЛР, фармакология, анатомия и физиология человека, основы патологии, терапия, педиатрия.                                                                      Внутрипредметные  связи:  морфология и физиология бактерий, методы диагностики  заболеваний, иммунология, дезинфекция и стерилизация, методы культивирования и идентификации энтеробактерий, особенности микроскопического исследования.                                                                                                                                
ПОСЛЕ ИЗУЧЕНИЯ  ТЕМЫ  СТУДЕНТ  ДОЛЖЕН:                                                                                                                                                         иметь практический опыт  работы с инфекционным  материалом, использовать необходимые методы диагностики для установления вида возбудителя гнойно-септического заболевания, фиксировать результаты исследования и делать правильные выводы.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      уметь :                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              - принимать и регистрировать  поступающий исследуемый материал,                                                                                                                                                                                                                                                                                                - проводить подготовку материала для  проведения исследования,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    - готовить бактериальные препараты и окрашивать их по методу Грама,                                                   - микроскопировать препараты с иммерсией,                                                                                                                                                                                                                                                                     -проводить первичные посевы и выделять чистую культуру,                                                                                                                                                                                                            -использовать питательные среды по назначению,                                                                                                                                                                            -идентифицировать чистую культуру по основным свойствам,                                                                                                                                                                                                -исследовать чувствительность к антибиотикам методом дисков,                                                                                            -проводить обеззараживание отработанного материала;                                                                                                      - соблюдать санэпидрежим в лаборатории.                                                                                                                                                                                                                      знать:                                                                                                                                                                                                                   - основные правила взятия и обработки исследуемого материала,                                                                                                                                                                                     - микробиологические свойства изучаемых энтеробактерий,                                                                                                                                                                                                                                                                  - принципы вирусологической диагностики,                                                                                                                                                                 - эпидемиологию, патогенез, клинику интоксикаций,                                                                             -  -                                                   - этапы бактериологического метода диагностики,                                                                                                                                                                                                 - свойства бактерий, по которым проводится идентификация,                                                                                                                                                                                             - методы обнаружения токсинов,                                                                                                                                                     - меры профилактики.                                                                                                                                                       
                                                           СТРУКТУРА  ЗАНЯТИЯ.                                                                                                                                                   1. Организационная часть:  проверка отсутствующих, готовность студентов к занятию, наличие халатов и т.д.                                                                                                                                                                                                                                   
2 .Начальная мотивация учебной деятельности:  название темы, её цель, значение, связь с современностью, перспективы развития.                                                                                                                                                                                                  
3. Актуализация опорных знаний  (воспроизведение ранее усвоенных знаний и применение их в новых ситуациях):                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  -особенности воздействия энтеротоксинов бактерий на человека,                                                                                                                                                             -значение соблюдения требований по сбору выделений больных и продуктов на исследование,                                                                                                                                                             -принципы культивирования анаэробов,                                                                                                                                                                     -значение состава питательных сред  для выявления свойств возбудителей,                                                                                                                                                                     -характеристика методов диагностики  стафилококковых интоксикаций и ботулизма ,                                                                                                                                                                                                                         - меры профилактики и применение иммунобиологических препаратов профилактических и лечебных целях.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
4. Контроль знаний:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      Устный фронтальный опрос:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             1) что такое пищевые бактериальные интоксикации (токсикозы) и чем они отличаются от токсикоинфекций?                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    2) какие бактерии вызывают токсикозы? Дайте им характеристику.                                                                                                                                                                                                                                                                                                    3) какое воздействие на организм человека оказывают энтеротоксины стафилококка?                                                                                                                                                                                                              4) как можно определить наличие этого токсина  в пищевых продуктах?                                                                                                                                                                                    5) какие симптомы характерны для стафилококковой пищевой интоксикации?                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     6) какими свойствами обладает экзотоксин ботулизма?                                                                                                                                                 7) какие пищевые продукты могут явиться причиной заражения ботулизмом?                                                                                                                                             8) какие симптомы характерны для ботулизма?                                                                                                                          9) какие иммунобиологические препараты применяют для профилактики пищевых бактериальных интоксикаций?                                                                                                                                                                                                  
5. Изучение нового материала:                                                                                                                                                                                                                                                      1) знакомство с правилами взятия и транспортировки материала на исследование;                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                2) объяснение методов лабораторной диагностики ботулизма и стафилококковых токсикозов;                                                                                                                                                                                                                          3) демонстрация питательных сред  для культивирования анаэробов , анаэростата, эксикатора;                                                                                                        4) разбор с занесением в тетрадь схемы бактериологической диагностики клостридий ботулизма.                                                                                                                                                                          
 6. САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ  РАБОТА.
 Задание №1. 

 а) рассмотрите колонии стафилококка на кровяном агаре, опишите их и укажите, какие свойства характерны для стафилококков, вызывающих пищевые токсикозы;                                                                                                                                     

б) приготовьте из колонии мазок, окрасьте его по методу  Грама, сделайте зарисовку в тетради  и опишите морфологические свойства;                                                                                                                                                                                  

в) рассмотрите реакцию непрямой (пассивной) гемагглютинации по обнаружению энтеротоксина  стафилококка, учтите результаты, сделайте выводы.   
 Задание № 2.                                                                                                                                                                                                     
 а) заполните таблицу по способам сбора и исследования материала при ботулизме:           
	     Исследуемый материал
	Подготовка  материала               к исследованию
	Цель и метод исследования материала

	Рвотные массы
	
	

	Промывные воды желудка
	
	

	Испражнения
	
	

	Кровь
	
	

	Консервы
	
	

	Мясо и рыба
	
	


б) рассмотрите под микроскопом  демонстрационный препарат, содержащий клостридии ботулизма в окраске по Граму, сделайте в теради зарисовку и описание;                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

в) рассмотрите питательные среды, используемые для выделения клостридий ботулизма, запишите в тетрадь их названия и состав;                                                                                                                                                                                                              

г) сделайте посев исследуемого материала в 2 пробирки со средой  Китта-Тароцци, одну из них прогрейте и поместите в термостат обе пробирки;                                                                                           

д) сделайте в тетради описание проделанной работы и объясните, с какой целью прогревается питательная среда с посевом (изучение характера роста через 24 часа инкубации, на следующем занятии).                                                                                                                                                                                                                                                                               
7. Закрепление – решение ситуационных задач.                                                                                                                                                                                                                    
 8. Подведение итогов, выводы. 
9.  Домашнее задание:                                                                                                                                                                                                                                         -учебник  Сбойчакова В.Б. «Микробиология с основами эпидемиологии и методами микробиологических исследований», стр. 139 - 144;                                                                                                                                                                                                    - учебник  Черкес Ф.К. «Микробиология», стр. 93 -94;                                                                                                                                                                 -конспект лекции.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
10. Оснащение:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               - дидактический раздаточный материал, учебники, таблицы;                                                                                                                                                                 - микроскопы, осветители, иммерсионное масло;                                                                                                                                              - демонстрационные препараты;                                                                                                                                                                                                                                 - посевной материал;                                                                                                                                                                                                                                                                                               - предметные стёкла, наборы для окраски по Граму;                                                                                                                                                                                                -чашки Петри, пастеровские пипетки, ножницы остроконечные, горелки, пинцеты;                                                                                                                                                                                                                                                                    - рост стафилококков на питательных средах;                                                                                                                                                                                                                                                                             - рост анаэробов на среде Китта-Тароцци;                                                                                                                                                                                                                                                                                             -  стерильные среды для посева;                                                                                                                                                                                                 - лупы, карандаши по стеклу.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
 Литература:  В.Б.Сбойчаков «Микробиология с основами эпидемиологии и методами микробиологических исследований», СПб СпецЛит 2012; Ф.К. Черкес «Микробиология», Москва Альянс 2032,  А.И.Коротяев и С.А.Бабичев  «Медицинская микробиология и вирусология», СПб 2009.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

                                                                                                                                        ПРИЛОЖЕНИЕ  №1                                                                                                                                                                                                
СХЕМА  БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО  ВЫДЕЛЕНИЯ  КЛОСТРИДИЙ БОТУЛИЗМА.                     
	Исследуемый материал: рвотные массы, промывные воды, пища, кровь, моча, кал, секционный материал.


1 день:    

	Посев исследуемого материала в 2 пробирки среды Китта-Тароцци (одну прогреть)

	Микроскопия нативного мактериала в окраске по Граму, Бурри, Цилю-Нильсену

	Биологическая проба на белых мышах,  РНГА с антительным диагностикумом


2 – 4 дни исследования: 
	Учёт реакции нейтрализации токсина на мышах  и РНГА

	Пересев со среды Китта-Тароцци на плотные среды (Цейсслера) для получения изолированных колоний чистая культура) .

	Приготовление мазков из колоний с последующей микроскопией.

	Дальнейшая идентификация чистой культуры по биохимическим свойствам.


5 –6 день:

	Учёт результатов исследований, выдача окончательного ответа.


Приготовление экстракта для исследования на присутствие токсина ботулизма.                                                                                                                                                                                                               
Взятый материал делят на 2 части.  Одну часть используют для посевов на питательные среды, другую для выявления токсина. Для этого пробы выдерживают 30-40 минут, фильтруют через ватно-марлевый фильтр или центрифугируют. Полученный фильтрат или центрифугат разливают в 2 пробирки. К одной из них добавляют поливалентную антиботулиническую сыворотку и оставляют смесь на 30-40 минут для нейтрализации токсина.  Содержимое этой пробирки безопасно для животных.
                                                                                                                                            ПРИЛОЖЕНИЕ  №2
                                             СИТУАЦИОННЫЕ ЗАДАЧИ  ПО ТЕМЕ
« МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНТОКСИКАЦИЙ».

ЗАДАЧА №1.                                                                                                                                                                                                                    В инфекционное отделение поступает  больная с симптомами пищевого отравления (тошнота, рвота и т.д.) В анамнезе – употребление в пищу торта с заварным кремом. Предположительный диагноз – стафилококковый токсикоз.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
ЗАДАНИЯ:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              1.   Перечислите материал, который необходимо взять на исследование.                                                                                                                                                                                                                                                          2. Охарактеризуйте методы обнаружения энтеротоксина стафилококка с помощью биопробы на котятах и реакции преципитации по типу обнаружения дифтерийного токсина.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      3. Дайте характеристику энтеротоксину стафилококка и перечислите условия, способствующие его накоплению.
ЗАДАЧА №2                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                В инфекционную больницу поступает больной с симптомами пищевой интоксикации, нарушением зрения, расстройством дыхательной и глотательной функций.  Предварительный диагноз – ботулизм.
ЗАДАНИЯ:                                                                                                                                                                                                                                                                                                           1. Перечислите материал, который можно взять у больного на исследование.                                                                                                  2. Назовите цель исследования.                                                                                                                                                        3. Охарактеризуйте морфологические и культуральные свойства клостридий ботулизма.                                                                                                                 4. Назовите главный фактор вирулентности клостридий и дайте ему характеристику.
ЗАДАЧА №3                                                                                                                                                                                                                                                                           В бактериологическую лабораторию поступил материал – пищевые продукты, которые необходимо исследовать на наличие токсина ботулизма.
ЗАДАНИЯ:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         1. Назовите правила подготовки продуктов на исследование.                                                                                                                2. Перечислите методы исследования пробы продуктов.                                                                                                                                                                                3. Охарактеризуйте питательные среды, которые можно использовать для посева пробы пищевых продуктов и условия культивирования.                                                                                                                                       4. Перечислите этапы обработки пробы продукта для получения экстракта токсина, используемого в реакции нейтрализации токсина на мышах. 


ЗАДАЧА №4.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       В бактериологической лаборатории необходимо поставить РН ботулинического токсина на мышах.                                                                                                                                                                                                                                        

ЗАДАНИЯ:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   1. Перечислите сыворотки, которые необходимо использовать для постановки этой реакции.                                                                                                                                                                                                                                       2. Дайте объяснение механизму этой реакции.                                                                                                                                                                                           3. Охарактеризуйте этапы постановки реакции и результат реакции в положительном случае. 
                                                                                                                                   ПРИЛОЖЕНИЕ №3                                                                                                               
                            ЭТАЛОНЫ ОТВЕТОВ К СИТУАЦИОННЫМ ЗАДАЧАМ 

ПО ТЕМЕ « МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНТОКСИКАЦИЙ».

ЭТАЛОН ОТВЕТА К ЗАДАЧЕ №1.                                                                                                                                                              1. Материалом для исследования служат молочные, мясные, кондитерские изделия (особенно с заварным кремом), салаты, винегреты. Источником загрязнения этих продуктов является человек с гнойничковыми заболеваниями. Такие люди в 30% случаев выделяют стафилококки, продуцирующие энтеротоксины.                                                                                                                                                                                                                                    2. Для обнаружения энтеротоксина можно использовать биопробу на 1,5-2-х месячных котятах, которым скармливают экстракт пищевого продукта. В настоящее время эта проба практически не используется. Вместо нее проводят реакцию преципитации  по типу определения дифтерийного токсина.  Для постановки этой реакции необходимо иметь антитоксическую стафилококковую сыворотку, культуру стафилококка (синтезирующего энтеротоксин) и питательную среду, на которой проводится реакция. При положительной реакции между полоской фильтровальной бумаги, пропитанной антиботулинической сывороткой и культурой клостридий ботулизма, синтезирующей экзотоксин, появляется молочно-белая полоса преципитата в виде волнистой линии.                                                                                                                                                                             3.  Стафилококковый энтеротоксин – это экзотоксин, воздействующий на слизистую желудочно-кишечного тракта. Энтеротоксин подразделяется на типы А, В, С, Д, Е. Наиболее часто встречается тип А, поскольку он является термостабильным и разрушается при кипячении в течение 2-х часов. Остальные типы энтеротоксина термолабильны. Для накопления токсина нужны определённые условия. В продукте должно быть много белка, крахмала, сахара (не более 60%), влаги. Кислая реакция пищевого продукта подавляет размножение стафилококка и энтеротоксин не образуется. Это относится к молочнокислым продуктам.
ЭТАЛОН ОТВЕТА К ЗАДАЧЕ №2.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       1.  Материалом для исследования служат рвотные массы, промывные воды желудка, кал, кровь, остатки пищевых продуктов.                                                                                                        2. Цель исследования – обнаружение клостридий, ботулинического токсина и определение его серовара.                                                                                                                                                                                   3.  Клостридии ботулизма представляют собой крупные палочки с закруглёнными концами, выраженным полиморфизмом (короткие формы и длинные нити). Споры возбудителя овальной формы, располагаются субтерминально (теннисная ракетка). Капсул не имеют, перитрихи. Молодые культуры окрашиваются Гр+.                                        4. Главный фактор вирулентности -- экзотоксин, состоящий из двух компонентов: нейротоксина и гемагглютинина. Ботулинический экзотоксин – самый сильный из всех биологических ядов. Наиболее часто ботулизм вызывают серотипы А, В и Е. Нейротоксин поражает периферические нервные окончания, избирательно поражает моторные нейроны передних рогов спинного мозга, что обусловливает характерные параличи мышц. Токсины термолабильны, но для полной инактивации требуется кипячение в течении 20 минут.
ЭТАЛОН ОТВЕТА К ЗАДАЧЕ №3.                                                                                                                                                                                                                                                                                                         1. Рвотные массы (50 – 60 г) тщательно растирают в стерильной ступке с равным или двойным объёмом изотонического раствора натрия хлорида (в зависимости от плотности материала). Также поступают с промывными водами желудка и калом. Кровь смешивают с 4% раствором цитрата натрия в соотношении 3:1 (цитратной крови 1 часть). Пищевые продукты растирают в ступке с равным или двойным объёмом изотонического раствора натрия хлорида.                                                                                                                                              2. Пробы продукта делят на две части. Одну – исследуют для выявления возбудителей ботулизма, для чего делают посев на питательные среды. Другую используют для постановки биологической пробы.
3. Для культивирования возбудителей используют среды Китта-Тароцци,  среду Цейсслера, среду Клодницкого. Культивируют в анаэробных условиях при температуре от 25 до 37 градусов Цельсия.                                                                                                                      4. Для получения экстракта пробу выдерживают 30-40 минут  (происходит экстрагирование токсина). Затем экстракт фильтруют через ватно-марлевый фильтр или центрифугируют. Фильтрат или центрифугат разливают в 2 пробирки. К одной из них добавляют поливалентную антиботулиническую сыворотку и оставляют смесь на 30-40 минут для нейтрализации токсина.  
ЭТАЛОН ОТВЕТА К ЗАДАЧЕ № 4.                                                                                                                                                                                                                                                                                               1. В этой реакции используется смесь антиботулинических сывороток . A, B, C, E и F. Это поливалентная сыворотка, а также типовые сыворотки в отдельности.                                                                                                                               2. Механизм реакции заключается в нейтрализации токсина ботулизма антиботулинической сывороткой.                                                                                                                                                 3. Фильтрат или центрифугат, содержащий экзотоксин, разливают в две пробирки. В одну из них добавляют поливалентную антиботулиническую сыворотку и оставляют смесь на 30 -- 40 минут для нейтрализации токсина. На первом  этапе исследования берут две пары мышей. Одной паре вводят в/м 0,5 мл фильтрата, другой – такое же количество смеси фильтрата с 0,2 мл поливалентной сыворотки. За животными наблюдают в течение нескольких дней. Если в фильтрате содержался токсин, то далее определяют его тип. Для этого ставят РН с типоспецифическими диагностическими сыворотками. Для каждой сыворотки берут отдельный шприц. Мыши, получившие сыворотку, гомологичную типу токсина, остаются живыми.   
                                                                                                                                   ПРИЛОЖЕНИЕ №4                                                                                                                                                                    

                                                   ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ  СПРАВКА.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
 ПИЩЕВЫЕ БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ИНТОКСИКАЦИИ ИЛИ ТОКСИКОЗЫ – это заболевания, вызванные употреблением пищи, содержащей токсины, накопившиеся в ней в результате развития определённых возбудителей, при этом жизнеспособные микроорганизмы в пище могут отсутствовать или  содержаться в небольшом количестве.                                                                                                                                                   
ПИЩЕВЫЕ БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ИНТОКСИКАЦИИ ВЫЗЫВАЮТСЯ СЛЕДУЮЩИМИ ТОКСИНАМИ:                                                                                                                         *стафилококковый энтеротоксин,                                                                                       *ботулинический токсин,                                                                                                                         *токсин клостридиум перфрингенс типа А,                                                                             *микотоксины, вырабатываемые микроскопическими грибами родов Aspergillus, Fusarium, Penicillium  и др.                                                                                                                                                                                                                               

ДЛЯ  ПОСТАНОВКИ ДИАГНОЗА  НЕОБХОДИМО:                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            *в соответствии с действующими документами правильно отбирать материал на исследование,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            * опечатывать и отправлять пробу в лабораторию сразу же после взятия,                                                                                * при необходимости сохранять в холодильнике при температуре от 4 до 6  С не более 24 часов,                                                                                                                                                                                                                 *сопроводительный документ должен содержать следующие данные:                                                      - особенности эпидемиологии,                                                                                                                                  - особенноти клиники,                                                                                                                                 - подозрительный продукт, подлежащий исследованию в первую очередь.                                                   

В ДИАГНОСТИКЕ ПОДОБНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ПЕРВОЕ МЕСТО ОТВОДИТСЯ ОБНАРУЖЕНИЮ ЭКЗОТОКСИНОВ. Для выявления экзотоксинов, энтеротоксинов используют РНГА, РП, биопробы.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

