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Часть  I
ОБЩАЯ МЕДИЦИНСКАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ, ВИРУСОЛОГИЯ И ИММУНОЛОГИЯ

Глава 1

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ЛАБОРАТОРИИИ ИХ ОБОРУДОВАНИЕ

Введение. Все микробиологические, биохимические и моле-кулярно-биологические исследования микроорганизмов про​водят в специальных лабораториях, структура и оборудование которых зависят от объектов исследования (бактерий, вирусов, грибов, простейших), а также от их целевой направленности (научные исследования, диагностика заболеваний). Изучение иммунного ответа и серодиагностика заболеваний человека и животных осуществляют в иммунологических и серологичес​ких (serum — сыворотка крови) лабораториях.

Бактериологические, вирусологические, микологические и серологические (иммунологические) лаборатории входят в со​став санитарно-эпидемиологических станций (СЭС), диагнос​тических центров и крупных больниц. В лабораториях СЭС выполняют бактериологические, вирусологические и серологи​ческие анализы материалов, полученных от больных и контак​тировавших с ними лиц, обследуют бактерионосителей и про​водят санитарно-микробиологические исследования воды, воз​духа, почвы, пищевых продуктов и т.д.

В бактериологических и серологических лабораториях боль​ниц и диагностических центров проводят исследования с целью диагностики кишечных, гнойных, респираторных и дру​гих инфекционных заболеваний, осуществляют микробиологи​ческий контроль за стерилизацией и дезинфекцией.

Диагностику особо опасных инфекций (чума, туляремия, сибирская язва и др.) проводят в специальных режимных ла​бораториях, организация и порядок деятельности которых строго регламентированы.

В вирусологических лабораториях диагностируют заболева​ния, вызванные вирусами (грипп, гепатит, полиомиелит и др.), некоторыми бактериями — хламидиями (орнитоз и др.) и рик-кетсиями (сыпной тиф, Ку-лихорадка и др.). При организации и оборудовании вирусологических лабораторий учитывают спе​цифику работы с вирусами, культурами клеток и куриными эмбрионами, требующую строжайшей асептики.

В микологических лабораториях проводят диагностику за​болеваний, вызываемых патогенными грибами, возбудителями микозов.

Лаборатории обычно размещаются в нескольких помещени​ях, площадь которых определяется объемом работ и целевым назначением. В каждой лаборатории предусмотрены:

а)
боксы для работы с отдельными группами возбудителей;

б)
помещения для серологических исследований;

в)
помещения для мойки и стерилизации посуды, приготов​ления питательных сред;

г)
виварий с боксами для здоровых и подопытных живот​ных;

д)
регистратура для приема и выдачи анализов.

Наряду с этими помещениями в вирусологических лабора​ториях имеются боксы для специальной обработки исследуе​мого материала и работы с культурами клеток.

Оборудование микробиологических лабораторий. Лаборатории снабжены рядом обязательных приборов и аппаратов.

Приборы для микроскопии: биологический иммерсион​ный   микроскоп с дополнительными приспособлениями (ос​ветитель, фазово-контрастное устройство, темнопольный кон​денсор и др.), люминесцентный микроскоп.

Термостаты и холодильники.

Приборы для приготовления питательных сред, растворов и т.д.: аппарат для получения дистиллированной воды (дистил​лятор), технические и аналитические весы, рН-метры, аппара​тура для фильтрования, водяные бани, центрифуги.

Набор инструментов для манипуляций с микробами: бак​териологические петли, шпатели, иглы, пинцеты и др.

Лабораторная посуда: пробирки, колбы, чашки Петри, матрацы, флаконы, ампулы, пастеровские и градуированные пипетки и др., аппарат для изготовления ватно-марлевых про​
бок.

Крупные диагностические комплексы имеют автоматичес​кие анализаторы и компьютеризированную систему оценки полученной информации.

В лаборатории выделено место для окраски микроскопичес​ких препаратов, где находятся растворы специальных красите​лей, спирт, кислоты, фильтровальная бумага и др. Каждое рабочее место снабжено газовой горелкой или спиртовкой и емкостью с дезинфицирующим раствором. Для повседневной работы лаборатория должна располагать необходимыми пита​тельными средами, химическими реактивами, диагностически​ми препаратами и другими материалами.

В крупных лабораториях имеются термостатные комнаты Для массового выращивания микроорганизмов, постановки се​рологических реакций. Для выращивания, хранения культур, стерилизации лабораторной посуды и других целей используют следующую аппаратуру.

Термостат. Аппарат, в котором поддерживается постоян​ная температура. Оптимальная температура для размножения большинства патогенных микроорганизмов 37 °С. Термостаты
бывают воздушными и водяными.

Микроанаэростат. Аппарат для выращивания микроорганизмов в анаэробных условиях.

СО2 -инкубатор. Аппарат для создания постоянной тем​пературы и атмосферы определенного газового состава. Пред​назначен для культивирования микроорганизмов, требователь​ных к газовому составу атмосферы.

Холодильники. Используют в микробиологических лабора​ториях для хранения культур микроорганизмов, питательных сред, крови, вакцин, сывороток и прочих биологически актив​ных препаратов при температуре около 4 "С. Для хранения препаратов при температуре ниже О °С применяют низкотем​пературные холодильники, в которых поддерживается темпе​ратура -20 °С или -75 'С.

Центрифуги. Применяют для осаждения микроорганиз​мов, эритроцитов и других клеток, для разделения неоднород​ных жидкостей (эмульсии, суспензии). В лабораториях исполь​зуют центрифуги с различными режимами работы.

Сушилъно-стершшзационный шкаф (печь Пастера). Предназначен для суховоздушной стерилизации стеклянной лабо​раторной посуды и других жаростойких материалов.

Стерилизатор паровой (автоклав). Предназначен для сте​рилизации перегретым водяным паром (под давлением). В ми​кробиологических лабораториях используют автоклавы разных
моделей (вертикальные, горизонтальные, стационарные, пере​носные).
Тема   1.1. БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЕ, ВИРУСОЛОГИЧЕСКИЕ, МИКОЛОГИЧЕСКИЕ, ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ЛАБОРАТОРИИ И ИХ ОБОРУДОВАНИЕ. УСТРОЙСТВО СОВРЕМЕННЫХ МИКРОСКОПОВ. МЕТОДЫ МИКРОСКОПИИ. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ МОРФОЛОГИИ МИКРООРГАНИЗМОВ

План

Программа

Правила работы и организация микробиологических (бактериологических,  вирусологических,  микологи​ческих) лабораторий.

Основные приборы и оборудование микробиологичес​кой лаборатории.

Микроскопы и микроскопическая техника. Правила работы с иммерсионным микроскопом (объективами).

а Демонстрация

Устройство и применение основных приборов и обо​рудования, используемого в микробиологических ла​бораториях: термостата,  центрифуг,  автоклава,  су​шильного шкафа, инструментария и посуды.

Устройство биологического микроскопа. Различные ме​тоды микроскопии: темнопольная, фазово-контрастная, люминесцентная, электронная.

Препараты микробов (дрожжей и бактерий) при различных методах микроскопии.

Задание студентам

1. Микроскопировать и зарисовать препараты дрожже-подобных грибов рода Candida, используя различные виды микроскопии.

Методические указания

Правила работы в микробиологических лабораториях. Работу в микробиологической лаборатории медицинского учреждения проводят с возбудителями инфекционных заболеваний — пато​генными микроорганизмами. Поэтому для предохранения от заражения персонал обязан строго соблюдать правила внутрен​него распорядка.

Все сотрудники должны работать в медицинских халатах, шапочках и сменной обуви. Вход в лабораторию без халата категорически воспрещен. В необходимых слу​чаях работающие надевают на лицо маску из марли. Ра​бота с особо опасными микробами регламентируется спе​циальной инструкцией и проводится в режимных лабора​ториях.

В лаборатории запрещается курить и принимать пищу.

Рабочее место должно содержаться в образцовомпорядке. Личные вещи сотрудников следует хранить в специально отведенном месте.

При случайном попадании инфицированного мате​риала на стол, пол и другие поверхности это место необходимо тщательно обработать дезинфицирующим раство​ром.

Хранение, наблюдение за культурами микробов и их уничтожение должны производиться согласно специаль​ной инструкции. Культуры патогенных микробов реги​стрируют в специальном журнале.

По окончании работы руки следует тщательно вы​мыть, а при необходимости обработать дезинфицирующим раствором.

Микроскопы и методы микроскопии

Для микробиологических исследований используют не​сколько типов микроскопов (биологический, люминесцент-
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увеличения объектива на увеличение окуляра. Например, уве​личение микроскопа с иммерсионным объективом 90 и окуля​ром 10 составляет: 90x10=900.

Микроскопия в проходящем свете (светлопольная микроско​пия). Используется для изучения окрашенных объектов в фик​сированных препаратах.

Темнопольная микроскопия. Применяется для прижизненно​го изучения микробов в нативных неокрашенных препаратах. Микроскопия в темном поле зрения основана на явлении дифракции света при боковом освещении частиц, взвешенных в жидкости (эффект Тиндаля). Эффект достигается с помощью параболоид- или кардиоид-конденсора, которые заменяют обычный конденсор в биологическом микроскопе (рис. 1.3). При этом способе освещения в объектив попадают только лучи, отраженные от поверхности объекта. В результате на темном фоне (неосвещенном поле зрения) видны ярко светя​щиеся частицы. Препарат в этом случае имеет вид, показанный на рис. 1.4, б (на вклейке).

Фазово-контрастная микроскопия. Предназначена для изуче​ния нативных препаратов. Фазово-контрастное приспособле​ние дает возможность увидеть в микроскоп прозрачные объек​ты. Свет проходит через различные биологические структуры с разной скоростью, которая зависит от оптической плотности объекта. В результате возникает изменение фазы световой волны, не воспринимаемое глазом. Фазовое устройство, вклю​чающее особые конденсор и объектив, обеспечивает преобра​зование изменений фазы световой волны в видимые изменения амплитуды. Таким образом достигается усиление различия в оптической плотности объектов. Они приобретают высокую контрастность, которая может быть позитивной или негатив​ной. Позитивным фазовым контрастом называют темное изо​бражение объекта в светлом поле зрения, негативным — свет​лое изображение объекта на темном фоне (см. рис. 1.4; на вклейке).

Для фазово-контрастной микроскопии используют обыч​ный микроскоп и дополнительное фазово-контрастное устрой​ство КФ-1 или КФ-4 (рис. 1.5), а также специальные освети​тели.

Люминесцентная (или флюоресцентная) микроскопия. Осно​вана на явлении фотолюминесценции.

Люминесценция — свечение веществ, возникающее под воздействием внешнего излучения: светового, ультрафиолето​вого, ионизирующего и др. Фотолюминесценция — люмине​сценция объекта под влиянием света. Если освещать люминес-цирующий объект синим светом, то он испускает лучи крас​ного, оранжевого, желтого или зеленого цвета. В результате возникает цветное изображение объекта. Длина волны излуча-
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Наряду с приборами "просвечивающего" типа используют сканирующие электронные микроскопы, обеспечивающие рель​ефное изображение поверхности объекта. Разрешающая спо​собность этих приборов значительно ниже, чем у электронных микроскопов "просвечивающего" типа.

Правила работы с микроскопом. Работа с любым световым микроскопом включает установку правильного освещения по​ля зрения и препарата и его микроскопию различными объек​тивами. Освещение может быть естественным (дневным) или искусственным, для чего используют специальные источники света — осветители разных марок.

При микроскопии препаратов с иммерсионным объективом следует строго придерживаться определенного порядка:

на приготовленный на предметном стекле и окрашенный мазок нанести каплю иммерсионного масла и поместить его на предметный столик, укрепив зажимами;

повернуть револьвер до отметки иммерсионного объек​тива 90х или 100х;

3)
осторожно опустить тубус микроскопа до погруженияобъектива в каплю масла;

установить ориентировочный фокус при помощи макрометрического винта;

провести окончательную фокусировку препарата микро​метрическим винтом, вращая его в пределах только одного оборота. Нельзя допускать соприкосновения объектива с пре​паратом, так как это может повлечь поломку покровного стек​ла или фронтальной линзы объектива (свободное расстояние иммерсионного объектива 0,1-1 мм).

По окончании работы микроскопа необходимо удалить мас​ло с иммерсионного объектива и перевести револьвер на малый объектив 8х.

Для темнопольной и фазово-контрастной микроскопии ис​пользуют нативные препараты ("раздавленная" капля и др., см. тему 2.1); микроскопируют с объективом 40х или специальным иммерсионным объективом с ирис-диафрагмой, позволяющей регулировать численную апертуру от 1,25 до 0,85. Толщина предметных стекол не должна превышать 1-1,5 мм, покров​ных – 0,15-0,2 мм.

Глава 2

МОРФОЛОГИЯ И УЛЬТРАСТРУКТУРА БАКТЕРИЙ

Введение. Бактерии относятся к доминиону Bacteria. Они являются одноклеточными прокариотическими (доядерными) организмами. Бактериальная клетка обладает характерными особенностями строения (ультраструктуры) и существенно от​личается от эукариотической.

Бактерии имеют микроскопические размеры, большинство — в пределах разрешающей способности светооптической микро​скопии (превышают 0,2 мкм), однако существуют и более мелкие формы.

Форма клетки относится к числу важных таксономических признаков бактерии. По форме клеток бактерии подразделяют на шаровидные, палочковидные, нитевидные и извитые (рис. 2.1).

Шаровидные бактерии — кокки (coccus — зерно) имеют правильную сферическую или эллипсоидную форму. Кокки могут образовывать характерные скопления, что обусловлено особенностями их деления и способностью дочерних клеток сохранять связь друг с другом после деления. Кокки могут располагаться беспорядочно (микрококки), парами (диплокок​ки), в виде цепочек из 3 и более кокков (стрептококки), в виде пакетов, состоящих из 4 (тетракокки) и 8 (сарцины) кокков, и в виде скоплений, напоминающих виноградную гроздь (стафи​лококки).

Диплококки и стрептококки образуются при делении в одной плоскости, если дочерние клетки могут не отходить друг от друга. Упорядоченное деление в 2 и 3 плоскостях приводит к образованию тетракокков и сардин. При делении в разных плоскостях образуются стафилококки.

Палочковидные бактерии (бациллы) различаются по разме​рам, форме клеток и их концов, а также по расположению. Они могут быть тонкими, утолщенными на концах либо с обрубленными концами. Одни располагаются в виде одиноч​ных клеток, другие парами — диплобактерии, третьи в виде цепочек — стрептобактерии.

Извитые формы бактерий представлены изогнутыми палоч​ками, имеющими V4~~V2 завитка (вибрионы) или несколько (1-3) завитков (спириллы), и спиралевидными бактериями (спирохеты). Нитевидные и ветвистые формы характерны для актиномицетов.

Бактерии не имеют дифференцированного ядра. Нуклеоид бактерий — аналог ядра — не окружен мембраной и располага​ется в цитоплазме. Бактерии лишены внутриклеточных мем​бран и ограниченных ими органелл. Плазматическая мембрана (ПМ) является единственной мембраной, присущей всем бак​териальным клеткам. В цитоплазме бактерий свободно распо​лагаются рибосомы, могут также присутствовать включения и споры (рис. 2.2). Последние могут располагаться терминально, субтерминально и центрально. Снаружи от ПМ находится клеточная стенка (КС). По строению КС бактерии подраз​деляют на 2 группы: фирмикутные и грациликутные. КС может быть покрыта капсулой или капсулоподобной оболоч-
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и др.)- Для выявления различных структур бактериальной клет​ки применяют нейтральные и кислые красители.

Различают простые и сложные методы окраски. Простые методы заключаются в окраске препарата одним красителем и позволяют изучать форму и размеры бактерий. Сложные мето​ды (по Граму, Цилю—Нильсену и др.) включают последова​тельное использование нескольких красителей и дополнитель​ных способов обработки препаратов. Тинкториальные свой​ства — способность воспринимать и удерживать красители — зависят от особенностей строения и химического состава бак​териальной клетки. Сложные методы окраски позволяют диф​ференцировать бактерии по этим признакам и имеют диагнос​тическое значение. Существуют специальные сложные методы окраски, которые используют для выявления структурных ком​понентов бактерий: жгутиков, капсул и разных цитоплазматичес-ких включений.

Методы темнопольной и фазово-контрастной микроскопии дают возможность прижизненного изучения бактерий, в част​ности их подвижности. Для этого готовят нативные (прижиз​ненные) препараты.

Электронную микроскопию используют для изучения ульт​раструктуры (тонкой организации) бактерий.

Тема  2.1. ИЗУЧЕНИЕ МОРФОЛОГИИ БАКТЕРИЙ И ИХ ТИНКТОРИАЛЬНЫХ СВОЙСТВ. ПРОСТЫЕ МЕТОДЫ ОКРАСКИ

План

Программа

Морфология бактерий и методы ее изучения.

Подвижность бактерий и методы ее изучения.

Простые методы окраски препаратов.

Определение размеров бактерий.

Демонстрация

Приготовление мазков из бактериальных культур.

Красители, используемые в микробиологии.

Подвижность бактерий в препарате "висячая" капля.

Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать готовые мазки, окра​шенные простым методом (стафилококки, стрептококки, сарцины, палочки, стрептобациллы).

Приготовить мазки из бактерий, выращенных на жид​кой и плотной питательных средах.

Окрасить мазки простым методом.

Микроскопировать и дифференцировать бактерии в мазках по основным морфологическим признакам и зарисовать их. 5. Определить размеры бактериальной клетки.

Методические указания

Приготовление препаратов для микроскопического исследова​ния. Для приготовления препарата исследуемый материал берут из пробирки, колбы или чашки Петри бактериологической петлей или стерильной пипеткой. В некоторых случаях исполь​зуют препаровальные иглы.

Петлю прокаливают в пламени горелки для уничтожения посторонних бактерий. Вращательным движением вынимают из пробирки ватную пробку, прижимая ее V и IV пальцами к ладони, и обжигают край пробирки. Осторожно вводят петлю в пробирку, охлаждая ее о внутреннюю поверхность стекла, после чего легким скользящим движением захватывают мате​риал. Затем вынимают петлю из пробирки, снова обжигают край пробирки и закрывают пробкой. После приготовления препарата петлю обязательно прожигают (стерилизуют) в пла​мени. Жидкий материал из пробирки или колбы можно наби​рать пипеткой.

Приготовление нативных препаратов для прижизненного изу​чения микроорганизмов. Метод "висячей" капли. Пре​парат готовят на покровном стекле, в центр которого наносят одну каплю исследуемого материала. Затем предметное стекло с лункой, края которой предварительно смазывают вазелином, прижимают к покровному стеклу так, чтобы капля находилась в центре лунки. Быстрым движением переворачивают препарат покровным стеклом вверх. В правильно приготовленном пре​парате капля должна свободно висеть над лункой, не касаясь ее дна или края. Для микроскопии вначале используют объек​тив малого увеличения (8х или 10х), находят край капли, а затем устанавливают объектив 40х или иммерсионный и ис​следуют препарат. Определяют подвижность бактерий.

Метод "раздавленной" к а пли. На поверхность обез​жиренного предметного стекла наносят каплю исследуемого материала или суспензию бактерий и покрывают ее покровным стеклом. Капля должна быть небольшой, не выходящей за край покровного стекла.

Прижизненная (витальная) окраска. Взвесь мик​роорганизмов вносят в каплю 0,001 % раствора метиленового синего или нейтрального красного. Затем готовят препарат "висячая" или "раздавленная" капля и микроскопируют.

После микроскопии препараты "раздавленной" или "вися​чей" капли опускают в дезинфицирующий раствор.

Приготовление фиксированных препаратов-мазков. Для при​готовления препарата на обезжиренное предметное стекло на​носят суспензию (взвесь) бактерий. Если мазок готовят из

жидкой питательной среды, то материал непосредственно на​носят петлей на предметное стекло и распределяют его так, чтобы получить тонкий мазок. В других случаях первоначально на предметное стекло наносят каплю воды или изотонического раствора хлорида натрия, в которую петлей вносят исследуе​мый материал и готовят взвесь. При правильном распределе​нии материала в мазке при микроскопии видны изолирован​ные бактериальные клетки. Мазки высушивают на воздухе или в струе теплого воздуха над пламенем горелки, не давая капле закипать.

Фиксация препарата. Высушенные мазки подвергают термической или химической обработке, в результате которой бактерии погибают и плотно прикрепляются к поверхности стекла. Обычно для фиксации мазка предметное стекло про​водят несколько раз через пламя горелки (мазком вверх).

Мазки крови, мазки-отпечатки из органов фиксируют по​гружением на 5-20 мин в метиловый или этиловый спирт или другие фиксирующие жидкости.

Окраска препаратов простым методом. Фиксированный мазок окрасить каким-либо одним красителем, например фук​сином водным (1-2 мин) или метиленовым синим (3-5 мин), промыть водой, высушить и микроскопировать.

Приготовление и окраска препаратов для люминесцентной микроскопии. Для люминесцентной микроскопии на предмет​ных стеклах готовят фиксированные препараты-мазки или на-тивные препараты, которые окрашивают специальными флю​оресцентными красителями: акридиновым желтым, акридино​вым оранжевым, ауромином, корифосфином. При работе с иммерсионным объективом используют нефлюоресцирующее масло.

Приготовление препаратов для электронной микроскопии. Приготовление препаратов для исследования в электронном микроскопе имеет ряд особенностей. Препараты готовят на специальных пленках-подложках, так как стекло непроницае​мо для электронов. Исследуемый объект максимально очища​ют от посторонних примесей и наносят на пленку-подложку, предварительно помещенную на опорную металлическую се​точку. Для контрастирования применяют соединения тяжелых металлов (золото, осмий, рутений и др.).

Измерение микробных клеток. Измерение микробов осущест​вляют в ходе микроскопического исследования с помощью специальных приспособлений. Для измерения применяют оку​ляр-микрометр и объект-микрометр. Окуляр-микрометр слу​жит для непосредственного измерения объекта и представляет собой стеклянную пластинку в окуляре, в центральной части которой нанесена шкала с 50 делениями. Объект-микрометр представляет собой стекло, в середине которого имеется эта​лонная шкала, разделенная на 100 частей. Цена деления шкалы
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Спорообразующие бактерии (окраска по методу Шеффера—Фултона).

Зерна волютина в клетках Corynebacterium diphtheriae (окраска по методу Нейссера).

Задание студентам

Микроскопировать и дифференцировать бактерии по морфологическим и тинкториальным свойствам в го​товом препарате из смеси бактерий (окраска по методу
Грама). Зарисовать.

Самостоятельно приготовить мазки из смеси бакте​рий, окрасить по методу Грама, Микроскопировать и дифференцировать бактерии по морфологическим признакам и тинкториальным свойствам. Зарисовать.

Микроскопировать и зарисовать:

капсулы (окраска по методу Бурри—Гинса);

С.diphtheriae, содержащие зерна волютина (окраска по методу Нейссера);

кислотоустойчивые бактерии М. tuberculosis (окраска по методу Циля—Нильсена);

спорообразующие бактерии  (окраска по  методу Шеффера—Фултона).

4.
Сделать заключение по результатам проведенных исследований.

Методические указания

Сложные методы окраски. Сложные методы окраски исполь​зуют для выявления ультраструктурных компонентов бактери​альных клеток, имеющих достаточно большие размеры (мак​рокапсулы, жгутики, цитоплазматические включения и т.д.), а также для дифференцировки (различения) бактерий в зависи​мости от химического состава и особенностей их тонкой орга​низации (ультраструктуры).

Окраска по методу Грама

На фиксированный мазок нанести карболово-спиртовой раствор генцианового фиолетового через полоску фильт​ровальной бумаги. Через 1—2 мин ее снять, а краситель
слить.

Нанести раствор Люголя на 1-2 мин.

Обесцветить этиловым спиртом в течение 30-60 с до прекращения отхождения фиолетовых струек красителя.

Промыть водой.

Докрасить водным раствором фуксина в течение 1-2 мин, промыть водой, высушить и Микроскопировать.

Грамположительные бактерии окрашиваются в темно-фио​летовый цвет, грамотрицательные — в красный (рис. 2.2.1; на вклейке). В основе этого метода лежит избирательное обесцве​чивание — удаление комплекса генцианового фиолетового с йодом под действием спирта. Результат окраски по методу Грама определяется особенностями строения и химического состава клеточной стенки бактерий и зависит от способности удерживать образовавшийся в процессе окраски комплекс генцианового фиолетового с йодом.

Фирмикутные бактерии окрашиваются грамположительно, поскольку имеют многослойный пептидогликан, связанный с тейхоевыми кислотами. Последние обусловливают прочную фиксацию красителя и резистентность к обесцвечиванию спир​том. Грациликутные бактерии окрашиваются грамотрица-тельно.

Окраска по методу Грама имеет важное дифференциально-диагностическое значение и широко используется в микробио​логии. К грамположительным бактериям относятся стафило​кокки, стрептококки, коринебактерии дифтерии и др., к грамотрицательным — гонококки, менингококки, кишечная палоч​ка и др. Некоторые виды бактерий (клостридии, гарднереллы) могут окрашиваться по методу Грама вариабельно в зависимос​ти от возраста культуры, особенностей культивирования и дру​гих факторов, воздействующих на структуру клеточной стенки.

Основная ошибка, допускаемая при окраске по методу Гра​ма, заключается в "переобесцвечивании" мазка этиловым спиртом. Грамположительные бактерии при этом могут утра​чивать первоначальную окраску генциановым фиолетовым и приобретать красный цвет (характерный для грамотрицатель-ных бактерий) в результате последующей докраски мазка фук​сином. Грамотрицательные бактерии в свою очередь могут сохранять сине-фиолетовый цвет генцианового фиолетового. Для правильной окраски следует строго соблюдать технику обесцвечивания.

Окраска кислотоустойчивых бактерий по методу Циля-Ниль​сена

На фиксированный мазок нанести карболовый раствор фуксина через полоску фильтровальной бумаги и подо​греть 3-5 мин до появления паров.

Снять бумагу, промыть мазок водой.

Нанести 5 % раствор серной кислоты или 3 % раствор смеси спирта с хлористоводородной кислотой на 1-2 мин. для обесцвечивания.

Промыть водой.

Докрасить мазок водным раствором метиленового синего в течение 3-5 мин.

Промыть водой, высушить и микроскопировать.

В основе метода лежат протравливание (разрыхление) кле​точной стенки бактерий для усиления поглощения красителя и избирательное обесцвечивание под действием кислоты. Кис-лотоустойчивость бактерий обусловлена особым строением их клеточной стенки с повышенным содержанием липидов: разветвленных жирных кислот (миколовых кислот), глико- и фос-фолипидов, восков. Клеточная стенка кислотоустойчивых бак​терий имеет очень низкую проницаемость, поэтому они пло​хо воспринимают красители. Раствор карболовой кислоты разрыхляет клеточную стенку и тем самым повышает ее тинк-ториальные свойства, а высокая концентрация красителя и нагревание в процессе окраски усиливают реакцию взаимодей​ствия красителя с бактериальными клетками, которые при этом окрашиваются в красный цвет. При обработке препарата серной кислотой некислотоустойчивые бактерии обесцвечива​ются и в дальнейшем окрашиваются метиленовым синим в голубой цвет, а кислотоустойчивые бактерии остаются окра​шенными фуксином в красный цвет (рис. 2.2.2; на вклейке).

Окраска спор по методу Ожешко

На нефиксированный мазок нанести 0,5 % раствор хло​ристоводородной кислоты и подогреть в течение 2-3 мин. на пламени.

Кислоту слить, препарат промыть водой, просушить и фиксировать над пламенем.

Окрасить по методу Циля-Нильсена.

Споры бактерий приобретают красный цвет, а вегетативные формы — синий (рис. 2.2.3; на вклейке). Споры бактерий име​ют многослойную клеточную стенку сложного строения, прак​тически непроницаемую для красителей, поэтому для повыше​ния их тинкториальных свойств используют более жесткие условия протравливания, чем для окрашивания кислотоустой​чивых бактерий.

Окраска спор по методу Шеффера-Фултона

На фиксированный мазок нанести 5 % раствор малахитового зеленого и 3-4 раза нагреть до появления паров.

Промыть водой.

Докрасить 0,5 % сафранином в течение 30 с.

4.
Промыть водой, высушить и микроскопировать. Споры бактерий окрашиваются в зеленый цвет, вегетатив​ные клетки — в красный.

Окраска зерен волютина по методу Нейссера

На фиксированный мазок нанести ацетат синьки Нейссера на 2-3 мин.

Добавить раствор Люголя на 10-30 с.

Промыть препарат водой.

Докрасить водным раствором везувина или хризоидина в течение 0,5-1 мин.

Промыть препарат водой, высушить и микроскопиро​вать.

Зерна волютина представляют собой включения полифос​фатов, имеющие в отличие от цитоплазмы щелочную реакцию, и поэтому избирательно воспринимают ацетат синьки, окра​шиваясь в темно-синий цвет. Цитоплазма клетки, обладающая кислой реакцией, воспринимает щелочной краситель везувин и окрашивается в желтый цвет (рис. 2.2.4; на вклейке). Обнаружение макрокапсул по методу Бури-Гинса

Смешать каплю взвеси микробных клеток с каплей туши и при помощи стекла со шлифованым краем сделать мазок таким же образом, как мазок из крови, высушить и фиксировать.

На мазок нанести водный раствор фуксина на 1—2 мин.

Промыть водой, высушить на воздухе и микроскопировать.

Бактерии окрашиваются в красный цвет. Капсулы не окра​шиваются анилиновыми красителями, остаются прозрачными и контрастно выделяются на черно-розовом фоне (рис. 2.2.5; на вклейке).

Тема   2.3. МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

И УЛЬТРАСТРУКТУРА АКТИНОМИЦЕТОВ И СПИРОХЕТ

Введение. Актиномицеты (Actinomyces) относятся к порядку Actinomycetales, включающему семейства Actinomycetaceae, Strep-tomycetaceae и Nocardiaceae. Актиномицеты имеют нитевид​ную форму. Они способны к ветвлению и могут образовывать структуры, напоминающие мицелий одноклеточных грибов (рис. 2.3.1). Встречаются также палочко- и кокковидные фор​мы. Нити имеют длину 100—600 мкм и толщину 0,2—1,2 мкм. Актиномицеты неподвижны, лишены выраженной капсулы, жгутиков и пилей. Как и другие бактерии, актиномицеты ок​рашиваются простыми методами или по методу Грама. Акти​номицеты относятся к фирмикутным бактериям и окрашива​ются грамположительно. В отличие от других бактерий они способны размножаться не только поперечным делением, но и спорами.

Спирохеты относятся к порядку Spirochaetales. Они представ​ляют собой извитые подвижные бактерии. Патогенные спиро​хеты входят в семейство Spirochaetaceae и принадлежат к трем родам: Borrelia, Treponema и Leptospira. Их основные морфоло​гические признаки представлены в табл. 2.3.1.

Клетка спирохеты имеет форму нити, закрученной в виде спирали. Клеточная стенка обладает строением, типичным для грациликутных бактерий. В периплазматическом пространстве располагаются сократительные фибриллы — эндофлагеллы, которые прикрепляются к полюсам клетки с обоих концов, оплетают тело бактерии по направлению к центру клетки, где они переплетаются между собой. Фибриллы обладают сокра-
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	Таблица   2. 3.1. Морфологические признаки спирохет

Род            Число и характер     Характер движения   Окраска по методу завитков                                                  Романовского— Гимзы

Borrelia        3—10, крупные,     Толчкообразное,    Сине-фиолетовая неравномерные     сгибательно-по-ступательное

Treponema   8—12, мелкие,       Плавное, сгиба-     Бледно-розовая равномерные         тельно-поступа-тельное

Leptospira     Многочисленные  Очень активное,    Розово-сиренева-первичные завит- вращательно-по-   тая ки, вторичные       ступательное завитки в виде буквы S 


План

Программа

Определение формы актиномицетов в препарате, ок​рашенном по методу Грама.

Методы изучения морфологии спирохет с дифферен​циацией по морфологическим признакам.

Определение формы и подвижности спирохет в при​жизненных препаратах.

Исследование спирохет в окрашенных препаратах.

Изучение электронограмм спирохет и спирилл.

Демонстрация

Препарат из чистой культуры актиномицетов. Окраскапо методу Грама.

Подвижность лептоспир (темнопольная микроскопия).

Боррелии в препарате толстой капли крови (окраска по методу Романовского-Гимзы).

а Задание студентам

Изучить морфологию актиномицетов в препарате. За​рисовать.

Изучить морфологию лептоспир с помощью методатемнопольной микроскопии. Зарисовать.

Изучить морфологию боррелий в препарате толстой капли крови. Зарисовать.

Методические указания

Морфологию спирохет изучают в нативных препаратах и в мазках, окрашенных по методу Романовского-Гимзы. Пре​параты исследуют с помощью темнопольной или фазово-кон-трастной микроскопии, наблюдая за активным и характерным движением спирохет и особенностями их формы.

Приготовление мазка из крови. На чистое обезжи​ренное стекло ближе к одному из его концов поместить каплю крови. Другое предметное стекло со шлифованым краем прижать под углом 45° к капле крови, а затем скользящим движением передвинуть его к другому концу нижнего стекла. При этом кровь распределится по предметному стеклу тонким слоем. Высушить препарат на воздухе, фиксировать в жидком фиксаторе (метило​вый спирт или смесь этилового спирта и эфира).

Окраска препарата по методу Романовского-Гимзы (смесь метиленового синего, эозина и азура). На мазок нанести рабочий раствор красителя (2 капли красителя на 1 мл дистиллированной воды) на 10—20 мин. Затем препарат про​мыть водой и высушить на воздухе.

Боррелии — возбудители возвратного тифа (B.recurrentis) окра​шиваются в фиолетовый, эритроциты крови — в розово-корич​невый, ядра лейкоцитов — в фиолетовый цвет. Трепонемы ок​рашиваются в бледно-розовый, лептоспиры — в розово-сире​неватый цвет.

	Признак             Риккетсии                   Хламидии                 Микоплазмы

Размеры,   0,5— 4 мкм, поли-  0,25— 1,0 мкм,        0,2— 0,3 мкм, круг-форма       морфны: встреча-   шаровидные, ово- лые, овальные ются кокковид-      идные или палоч-  или нитевидные ные, палочковид-   ковидные клетки*  клетки ные, реже ните​видные клетки Особен-     КС по типу фа-     КС по типу гра-     Лишены КС. Име-ности        циликутных. Не     циликутных; ли-     ют выраженный строения   имеют макрокап-   шены пептидо-       S-слой. Не имеют сулы, жгутиков,      гликана. Не име-   макрокапсулы, Неподвижны. Не   ют макрокапсу-      жгутиков. Не об-образуют споры     лы, жгутиков. Не- разуют споры, подвижны. Не об- Подвижны за счет разуют споры          внешнего цито-скелета Окраска    По методу Здро-     По методу Рома-    — довского                  невского— Гимзы (микроколонии внутри клеток) Методы     Световая, фазово-  Световая, фазово-  Электронная мик-выявле-     контрастная, лю-   контрастная, лю-   роскопия ния           минесцентная,        минесцентная электронная мик-   (для выявления роскопия                микроколонии внутри клеток); электронная мик​роскопия 


План

Программа

1. Изучение морфологии риккетсий, хламидий и мико-плазм.

Демонстрация

Хламидий в инфицированных клетках эпителия урет​ры, мазках-отпечатках из органов и культурах клеток.

Электронограммы риккетсий, хламидий и микоплазм.

Задание студентам

Изучить морфологию риккетсий в препарате, окрашенном по Здродовскому.

Изучить морфологию хламидий.
3. Изучить морфологию микоплазм.

Методические указания

Окраска риккетсий по методу Здродовского

Окрасить мазок разведенным фуксином Циля (10—15 ка​пель на 10 мл дистиллированной воды) в течение 5 мин.

Промыть водой.

Обработать мазок 0,5 % раствором лимонной кислоты или 0,01 % раствором хлористоводородной кислоты.

Промыть водой.

Окрасить метиленовым синим в течение 1 мин.

Промыть водой и высушить препарат.

Риккетсий, окрашенные по методу Здродовского, имеют красный цвет, цитоплазма клеток, в которых они паразитиру​ют, — голубая, ядра — синие.

Глава 3

ФИЗИОЛОГИЯ БАКТЕРИЙ

Введение. Бактерии в ходе эволюции освоили различные экологические ниши и приспособились к соответствующим источникам неорганических и органических веществ, наличию кислорода, температуре и другим факторам окружающей сре​ды. Создание условий, подходящих для выращивания (культи​вирования) микробов, необходимо для изучения их свойств и диагностики вызываемых ими заболеваний. Культивирование бактерий лежит в основе бактериологических методов иссле​дования.

Питательные среды. Применяют для выращивания (культи​вирования) микроорганизмов в лабораторных или промышлен​ных условиях. Любая питательная среда должна отвечать сле​
дующим требованиям: 
— содержать все необходимые для роста и размножения бактерий вещества в легкоусвояемой форме;
 — иметь оптимальные для бактерий физико-химические свойства: рН, влажность, осмолярность и др.

Компоненты питательных сред. Для построения органичес​ких компонентов микробной клетки необходимы азот, углерод, водород и кислород. Снабжение водородом и кислородом осу​ществляется за счет воды. В качестве источника углерода гете​ротрофные микроорганизмы используют органические соеди​нения, в первую очередь сахара, многоатомные спирты и ор​ганические кислоты. Источником азота могут служить неор​ганические соединения (соли аммония), а также олигопептиды и аминокислоты — продукты гидролиза белков различного про​исхождения (животного — мясо, рыба, казеин; растительного — соевые бобы, горох; микробного — дрожжи и др.).

Поскольку в состав микробных клеток входят не только органические, но и минеральные соединения, питательные среды должны содержать неорганические вещества: соедине​ния хлора, фосфора, серы, натрия, калия, кальция, магния и некоторые другие. Минеральные соли необходимы также для создания оптимальных для роста и размножения физико-хи​мических условий (рН, ионная сила и т.д.).

Микробам для нормального развития необходимы микро​элементы, преимущественно металлы (железо, медь, марганец и др.), которые входят в состав простетических групп молекул различных ферментов.

Кроме основных компонентов питательной среды, для жиз​недеятельности ауксотрофных микроорганизмов, к числу ко​торых относятся многие патогенные бактерии, требуется при​сутствие факторов роста — органических соединений, входя​щих в состав микробной клетки, но не синтезируемых ею самостоятельно. В качестве факторов роста могут выступать определенные аминокислоты, азотистые основания, витамины и др. Большинство бактерий нуждается в таких факторах роста, как витамины группы В и никотиновая кислота. Для роста некоторых патогенных бактерий в питательные среды надо добавлять нативные белки (кровь, сыворотку).

Для жизнедеятельности микробной клетки, безусловно, не​обходима вода как основной растворитель и среда для проте​кания всех биохимических реакций.

В бактериологической практике используют среды, различ​ные по происхождению. Синтетическими питательными сре​дами называют такие, которые состоят из растворов химически чистых соединений в точно установленных дозировках. Пре​имуществом синтетических сред являются их строго постоян​ный состав и воспроизводимость. Полусинтетические среды включают наряду с химически чистыми соединениями перера-ботанные нативные компоненты неопределенного состава — гидролизаты мяса, дрожжевой экстракт и т.д. Натуральные питательные среды представляют собой неизмененные натив​ные (природные) компоненты (сыворотка крови, яичный белок и др.).

Различные потребнрсти микробов отдельных видов обуслов​ливают большое разнообразие питательных сред.

По консистенции питательные среды могут быть жидкими, полужидкими, плотными. Для придания плотной консистен​ции к жидкой среде добавляют агар-агар, представляющий собой продукт переработки особого вида морских водорослей. Агар-агар плавится при 80—86 °С, затвердевает при темпера​туре около 40 "С и в застывшем состоянии придает среде плот​ность. В плотные среды добавляют 1,5—2 %, в полужидкие — 0,3—0,7 % агар-агара. В некоторых случаях для получения плотных питательных сред используют нативные компоненты (свернувшаяся сыворотка крови, свернувшийся яичный белок), которые сами по себе являются плотными.

Преимуществом плотных питательных сред является воз​можность получения чистых культур микроорганизмов, а также сообществ микроорганизмов (колоний, бактериальных газо- .s нов), имеющих макроскопические размеры.

По целевому назначению питательные среды делят на основ​ные, элективные и дифференциально-диагностические.

К основным относятся среды, применяемые для выращива​ния многих бактерий. Это триптические гидролизаты мясных, рыбных продуктов, крови животных или казеина, из которых готовят жидкую среду — питательный бульон и плотную — пи​тательный агар. Такие среды также служат основой для приго​товления сложных питательных сред — сахарных, кровяных и др., удовлетворяющих пищевые потребности патогенных бак​терий.

Элективные питательные среды предназначены для избира​тельного выделения и накопления микроорганизмов опреде​ленного вида (или определенной группы) из материалов, со​держащих разнообразную постороннюю микрофлору. При со​здании элективных питательных сред исходят из биологичес​ких особенностей, которые отличают данные микробы от боль​шинства других. Например, избирательный рост стафилокок​ков наблюдается при повышенной концентрации хлорида на​трия, холерного вибриона — в щелочной среде и т.д.

Дифференциально-диагностические питательные среды при​меняют для различения (дифференциации) отдельных видов (или групп) микробов. Принцип составления этих сред осно​ван на различиях в биохимической активности бактерий раз​ных видов вследствие неодинакового набора ферментов.

В состав дифференциально-диагностической среды входят следующие компоненты: а) основная питательная среда, обеспечивающая размножение бактерий, б) определенный углевод (например, лактоза), способность использовать который явля​ется диагностическим признаком для данного вида, в) цвет​ной индикатор (например, индикатор Андреде), изменение цвета которого свидетельствует о сдвиге рН среды в кислую сторону вследствие ферментации соответствующего углевода. Дифференциально-диагностические среды широко использу​ют в лабораторных микробиологических диагностических исследованиях для дифференциации и идентификации бак​терий.

Культивирование бактерий применяют, в частности, для выделения и идентификации чистых культур (схема 3.1).

а Выделение чистой культуры бактерий

Выделение отдельных видов бактерий из исследуемого ма​териала, содержащего, как правило, смесь различных микро​организмов, является одним из этапов любого бактериологи​ческого исследования, проводимого с различными целями: диагностики заболеваний, определения микробной обсеменен-ности окружающей среды и т.д.

Чистой культурой называется популяция бактерий одного вида или одной разновидности, выращенная на питательной среде. Многие виды бактерий подразделяют по одному при​знаку на биологические варианты — биовары. Биовары, разли​чающиеся по биохимическим свойствам, называют хемовара-ми, по антигенным свойствам — сероварами, по чувствитель​ности к фагу — фаговарами и т.д. Культуры микроорганизмов одного и того же вида или биовара, выделенные из различных источников либо в разное время из одного и того же источни​ка, называют штаммами, которые обычно обозначают номера​ми или какими-либо символами.

Колония представляет собой видимое изолированное сооб​щество микроорганизмов одного вида, образующееся в резуль​тате размножения одной бактериальной клетки на плотной питательной среде (на поверхности или в глубине ее).

а  Методы выделения чистой культуры

Для выделения чистой культуры применяют методы, ос​нованные на:

механическом разобщении бактериальных клеток;

предварительной обработке исследуемого материала физическими или химическими факторами, оказыва​ ющими избирательное антибактериальное действие;

избирательном подавлении размножения сопутствую​ щей  микрофлоры  физическими  или химическими факторами во время инкубации посевов;

способности некоторых бактерий быстро размножать​ ся в организме чувствительных к ним лабораторных животных (биопробы).    
Задание студентам

Ознакомиться с питательными средами и основными ингредиентами для их изготовления.

Выполнить I этап выделения чистой культуры аэробов из исследуемого материала, содержащего смесь бакте​рий:

а)
приготовить мазок из исследуемого материала и окрасить его по методу Грама, микроскопировать,
оценить морфологию присутствующих бактерий и их концентрацию;

б)
засеять материал на чашку Петри с МП А, нанося материал петлей и последовательно распределяя его шпателем;

в)
наметить ход дальнейшего исследования по выде​лению чистых культур аэробных бактерий.

ЗАНЯТИЕ  2

Программа

II этап выделения чистых культур аэробных бактерий.

Особенности  культивирования анаэробов; характер роста анаэробов на специальных питательных средах.

Демонстрация

Различные типы колоний аэробных бактерий.

Рост чистых культур анаэробов на средах Кита-Тароцци, Вейнберга, Вильсона-Блера, молоке и тиогликолевом бульоне.

Техника отсева культуры из колоний на скошенный агар.

Задание студентам

1.
Выполнить II этап выделения чистой культуры аэро​бов из материала, содержащего смесь бактерий:

а)
учесть результаты посева исследуемого материала на чашке Петри с МПА, отметить наличие или отсутствие колоний, в случае неудачи проанализи​ровать ее причины;

б)
определить,  сколько типов колоний имеется  на чашке, и зарисовать их;

в)
описать по принятой схеме колонии всех типов;

г)
приготовить мазки из колоний каждого типа и ок​расить их по методу Грама, микроскопировать и занести данные в протокол;

д)
произвести отсев чистой культуры из колонии каж​дого типа на скошенный агар;

е)
наметить план дальнейшей работы.

2.
Составить план выделения чистой культуры анаэробов.

Методические указания

Основные среды. Пептоныыи бульон. Выпускается в сухом виде; состав (г/л): триптический гидролизат кильки — 10,05; натрия хлорид — 4,95.

Питательный агар. Состав (г/л): ферментативный гид​ролизат кормовых дрожжей — 12,0; агар — 12,5; натрия хло​рид - 5,5; рН 7,3+0,1.

Основные сложные среды— кровяные, сывороточные и асцитические. Их готовят путем добавления к питательному агару 5—10 % дефибринированной крови или сыворотки кро​ви либо 25 % асцитической жидкости. Для приготовления жидкой среды такие же количества сыворотки или асцитичес​кой жидкости добавляют к питательному бульону.

Агар Мюллера-Хинтон (основная плотная питатель​ная среда для определения чувствительности бактерий к анти​биотикам методом дисков): на 1 л дистиллированной воды 300 г мясного настоя (из говядины), 17,5 г гидролизата казеина, 1,5 г крахмала, 17 г агар-агара.

Элективные питательные среды. Пептонная вода 1 %, рН 8,0. Избирательная для холерного вибриона, который раз​множается быстро, опережая рост других микроорганизмов. Щелочная реакция среды не препятствует росту возбудителя холеры Vibrio cholerae, но тормозит рост других микроорганиз​мов.

Щелочной агар (плотная среда): питательный агар, рН 7,8, аналогично предыдущей среде элективен для V.cholerae.

Среда Леффлера. Смесь 1 части лошадиной сыворотки и 3 частей сахарного бульона, скошенная в пробирках при нагревании в аппарате Коха, элективна для возбудителя диф​терии Corynebacterium diphtheriae.

Желточно-солевой агар (ЖСА). Содержит повы​шенные концентрации хлорида натрия (8—10 %), которые не препятствуют размножению стафилококков, что обеспечивает элективность среды для данных микроорганизмов. Среда по​зволяет дифференцировать стафилококки, продуцирующие ле-цитиназу, от стафилококков, не выделяющих этот фермент, по образованию зон помутнения с перламутровым оттенком во​круг колоний лецитиназоположительных видов (фермент рас​щепляет лецитин куриного желтка, который вносится в рас​плавленный и остуженный до 45 °С питательный солевой агар).

Среды для культивирования анаэробов. Среда Вильсо​на— Блера (железосульфитный агар). Готовится из питательного агара, к которому добавляют глюкозу, Na2SO3, FeCl2. Анаэробные клостридии (C.perfringens) на этой среде образуют колонии черного цвета за счет восстановления Na2SO3 в Na2S, который, соединяясь с хлоридом железа, дает осадок сульфида железа (FeS) черного цвета. 
Среда Китта—Тароцци. Состоит из питательного буль​она, 0,5 % глюкозы и кусочков печени или мясного фарша для адсорбции кислорода. Перед посевом среду прогревают в тече​ние 10—15 мин на кипящей водяной бане для удаления возду​ха. После посева среду заливают небольшим слоем вазелино​вого масла.

Тиогликолевый бульон с гемином (жидкая электив​ная среда для культивирования неспорообразующих анаэро​бов — представителей родов Bacteroides, Prevotella, Porphyro-monas): на 1 л дистиллированной воды 17 г гидролизата казеи​на, 3 г соевого гидролизата, 6 г глюкозы, 2,5 г хлорида натрия, 0,5 г тиогликолата натрия, 0,25 г L-цистеина, 0,1 г сульфата натрия, 5 мг гемина.

Дифференциально-диагностические среды. Среды Гисса. К 1 % пептонной воде добавляют 0,5 % раствор определенного углевода (глюкоза, лактоза, мальтоза, маннит и др.) и индика​тор Андреде (кислый фуксин в 1 н. растворе NaOH), разливают по пробиркам. В пробирки помещают поплавок (трубка длиной около 3 см, один конец которой запаян) для улавливания газообразных продуктов, образующихся при разложении угле​водов. Среда при рН 7,2—7,4 бесцветна. При разложении уг​леводов она приобретает красный цвет.

Среда Ресселя. Применяется при изучении биохими​ческих свойств энтеробактерий (шигелл, сальмонелл). Содер​жит питательный агар, лактозу, глюкозу и индикатор бромти-моловый синий. Приготавливают в пробирках по 6—8 мл в виде столбика со скошенной поверхностью. Цвет незасеянной среды травянисто-зеленый. Посев делают штрихом по скошен​ной поверхности и уколом в глубину столбика. Микроорганиз​мы , ферментирующие глюкозу до кислоты, вызывают измене​ние окраски столбика среды из первоначальной травянисто-зе-г леной в желтую; скошенная поверхность при этом приобретает синий цвет. Лактозоположительные микроорганизмы (Е. со//) изменяют цвет столбика и скошенной части среды в желтый, Микроорганизмы, образующие щелочь, изменяют цвет среды в синий. Газообразование отмечается в толще столбика среды.

Среда Эндо. Выпускается в виде порошка, который со​стоит из высушенного питательного агара с 1 % лактозы и индикатора — основного фуксина, обесцвеченного сульфитом натрия. Свежеприготовленная среда бесцветна или бледно-ро​зовая. При росте лактозоположительных бактерий их колонии окрашиваются в темно-красный цвет с металлическим блес-koivi; лактозоотрицательные бактерии образуют бесцветные ко​лонии.

Среда Плоскирева (б актоагар Ж). Выпускается в сухом виде и содержит питательный агар с лактозой, брилли​антовым зеленым, солями желчных кислот, минеральными со​лям: и и индикатором (нейтральный красный). Эта среда является не только дифференциально-диагностической, но и селек​тивной, так как подавляет рост многих микроорганизмов (ки​шечная палочка и др.) и способствует лучшему росту некото​рых патогенных бактерий (возбудители брюшного тифа, пара-тифов, дизентерии). Лактозоотрицательные бактерии образуют на этой среде бесцветные колонии, а лактозоположительные — красные.

Висмут-сульфит агар. Выпускается в сухом виде; со​держит триптический гидролизат кильки, глюкозу, неоргани​ческие соли, бриллиантовый зеленый, агар. Среда предназна​чена для выделения сальмонелл. Дифференцирующие свойства среды основаны на способности микроорганизмов продуциро​вать Н2S, который вступает в реакцию с цитратом висмута и образует соединение черного цвета — сульфит висмута. Среда резко угнетает рост сопутствующей микрофлоры за счет инги-бирующего действия бриллиантового зеленого и сульфита на​трия.

Техника посевов и пересевов культур микроорганизмов. Уни​версальным инструментом для производства посевов является бактериологическая петля (металлическая многоразовая или пластмассовая одноразовая). Кроме нее, для посева уколом применяют специальную бактериологическую иглу, а для по​севов на чашки Петри — металлические, стеклянные или плас​тиковые шпатели. Для посевов жидких материалов наряду с петлей используют пастеровские и градуированные пипетки. Первые предварительно изготовляют из стерильных легкоплав​ких стеклянных трубочек, которые вытягивают на пламени в виде капилляров. Конец капилляра сразу же запаивают для сохранения стерильности. У пастеровских и градуированных пипеток широкий конец закрывают ватой, после чего их по​мещают в специальные пеналы или обертывают бумагой и стерилизуют.

Все манипуляции с микробами осуществляют с помощью стерильных инструментов вблизи пламени горелки. Металли​ческую бактериологическую петлю перед использованием, по​сле каждой манипуляции и по окончании работы стерилизуют путем прокаливания в пламени горелки.

Культивирование микробов осуществляют посевом их на питательные среды с последующей инкубацией в оптимальных условиях температуры, влажности, газового состава атмосферы и т.д. С этой целью материал, содержащий микроорганизмы (материал от больного, из чистой культуры, из изолированной колонии и т.д.), помещают (засевают) в жидкие или на плотные среды. В последнем случае посев может быть произведен как на поверхность, так и в глубину агара уколом. Предварительно посуду (пробирку, чашки Петри и др.) надписывают, указывая Дату посева и характер посевного материала (номер исследова​ния или название культуры). В зависимости от техники посева и концентрации микробов в посевном материале бактерии на поверхности плотной питательной среды могут давать равно​мерный сплошной рост — бактериальный газон, "сливной рост" (возникает при помещении большого количества микро​организмов на ограниченный участок поверхности агара) или образовывать изолированные колонии.

Техника посева материала на плотную питательную среду. Получение изолированных колоний. Образование изолированных колоний достигается путем механического ра​зобщения микробов при посеве. С этой целью материал, взя​тый петлей, наносят на поверхность агара параллельными штрихами, чем достигается последовательное уменьшение кон​центрации бактерий вплоть до единичных клеток. Для сниже​ния концентрации бактерий можно также зигзагообразными движениями густо нанести материал на небольшой участок агара в верхней части чашки Петри, после чего петлю стери​лизуют, а материал распределяют параллельными штрихами по остальной части среды.

Другой способ состоит в приготовлении суспензии с малой концентрацией бактерий. Одну каплю такой суспензии нано​сят петлей на поверхность питательного агара в чашку Петри и тщательно втирают стерильным шпателем в среду, равномер​но распределяя материал по всей ее поверхности.

Получение бактериального газона. Посевы "га​зоном" производят шпателем на питательный агар в чашке Петри. Для этого, приоткрыв левой рукой крышку, петлей или пипеткой наносят посевной материал на поверхность питатель​ного агара. Затем проводят шпатель через пламя горелки, ос​тужают его о внутреннюю сторону крышки и растирают мате​риал по всей поверхности среды. После инкубации посева появляется равномерный сплошной рост бактерий.

Получение сливного роста. В пробирку со скошен​ным агаром вносят петлю с посевным материалом, опуская ее до конденсата в нижней части среды, и зигзагообразным дви​жением распределяют материал по скошенной поверхности агара. Вынув петлю, обжигают край пробирки и закрывают ее пробкой. Петлю стерилизуют в пламени горелки и ставят в штатив.

Техника стерильной работы с пробиркой и бактериологи​ческой петлей описана в теме 2.1.

Выделение чистых культур бактерий (ЧК)

I этап — получение изолированных колоний бактерий из исследуемого материала. При выделе​нии ЧК бактерий из испытуемого материала первоначально необходимо оценить концентрацию бактерий в материале. На I этапе выделения ЧК также осуществляют первоначальную идентификацию бактерий по морфологии и тинкториальным свойствам. Для решения этих задач из исследуемого материала готовят фиксированный мазок, окрашивают по методу Грама (или другими методами в зависимости от цели исследования) и микроскопируют. Если количество бактерий в поле зрения велико, исследуемый материал разводят в пробирке со стериль​ным изотоническим раствором хлорида натрия. При малом количестве бактерий в препарате весь объем образца засевают на жидкие среды обогащения с целью увеличения концентра​ции бактерий. При необходимости выделения определенного вида бактерий посев осуществляют на элективные среды.

Для выделения ЧК бактерий из испытуемого материала необходимо сначала разобщить находящиеся в нем микробы разных видов. Обычно для этого посев материала производят на плотную питательную среду таким образом, чтобы получить изолированные колонии присутствующих в нем бактерий (см. выше). После посева чашку переворачивают дном кверху, под​писывают и помещают в термостат при 37 °С на 18—24 ч.

Иногда применяют метод пластинчатых разводок, который заключается в перемешивании различных разведений исследу​емого материала с расплавленным и остуженным питательным агаром в колбе или пробирке. После этого агар разливают в чашки Петри и инкубируют в термостате.

Разделение бактерий с использованием физических и химичес​ких факторов осуществляют следующим образом. Для выделе​ния спорообразующих бактерий уничтожают неспорообразую-щие, прогревая исследуемый материал при 80 °С в течение 20 мин или подвергают кратковременному кипячению. Споры бактерий при этом сохраняются и при посеве прогретого ма​териала на питательную среду прорастают. Если материал со​держал только один вид спорообразующих бактерий, таким образом можно получить ЧК. Если материал содержал споры разных бактерий, дальнейшее выделение осуществляют стан​дартными методами.

При выделении ЧК психрофильных бактерий используют инкубацию при низких температурах, задерживающих рост со​путствующей микрофлоры. Так, например, для выделения ЧК возбудителя чумы (Yersinia pestis) посевы инкубируют при тем​пературе около 5 "С.

В ряде случаев ЧК бактерий можно получить путем подав​ления размножения части микробов в исследуемом материале воздействием на них факторами, к которым выделяемый вид устойчив. С этой целью используют антимикробные препара​ты, химические вещества и бактериофаги. В питательную среду вносят соответствующее вещество или фаг в строго определен​ной концентрации, препятствующей размножению сопутству​ющих бактерий, но не оказывающей выраженного ингибиру-ющего действия на исследуемый микроорганизм.

Кроме упомянутых, в бактериологической практике иногда применяют и другие методы. Например, для выделения чистой культуры бактерий рода Proteus (Proteus vulgaris) используют его способность к "ползучему" росту (метод Шукевича). При этом бактерии, засеянные в основание скошенного агара, за время культивирования распространяются по всей поверхности агара.

II этап — накопление ЧК для ее дальнейшей идентификации. II этап начинают с оценки результатов первичного посева материала и изучения кулыпуральных при​знаков выросших бактерий — особенностей их роста на пита​тельных средах.

Морфология микробных колоний является наиболее ин​формативным культуральным признаком. Колонии различают​ся по величине, форме, цвету, консистенции, контуру края, структуре и характеру поверхности (рис. 3.1.1). По величине колонии могут быть крупные (диаметр более 4—5 мм), средние (2—4 мм) и малые (1—2 мм), по форме — круглые, розеткооб-разные, листовидные и т.д. Цвет колонии зависит от выработки определенного пигмента — белого, желтого, красного и др. Ко​лонии непигментирующих бактерий бесцветны. По консистен​ции различаются сухие, влажные, сочные или слизистые коло​нии. Поверхность колонии бывает гладкой, морщинистой, ис​черченной, плоской, выпуклой, вдавленной. Край колонии может быть ровным, волнистым, бахромчатым. Колонии могут иметь аморфную, зернистую, волокнистую внутреннюю струк​туру.

При получении микробного газона характер роста бактерий может быть сухим, влажным, "ползучим", складчатым, пиг​ментированным. В жидкой питательной среде одни бактерии дают диффузное помутнение, другие характеризуются придон​ным или пристеночным ростом; некоторые культуры образуют пленки на поверхности среды, другие — осадок на дне пробир​ки, что преимущественно определяется потребностью в кисло​роде.

Для оценки результатов первичного посева исследуемого материала чашки с посевами просматривают и изучают мор​фологию выросших колоний. Для определения морфологии бактерий и их тинкториальных свойств из материала колоний разных типов готовят мазки, окрашивают по методу Грама и микроскопируют. Необходимо помнить, что родственные бак​терии могут отличаться по морфологии колоний и наоборот. Материал из изолированной колонии каждого типа пересевают в отдельные пробирки со скошенным агаром или какой-либо другой питательной средой. Для этого часть колонии снимают петлей, не задевая соседние колонии, и засевают штрихом на скошенную поверхность агара в пробирку. Для выделения и накопления чистой культуры выбирают колонии только тех бактерий, которые присутствовали в исследуемом материале. Появление колоний других бактерий может быть результатом контаминации (загрязнения) посева посторонними микробами
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вследствие недостаточно строгого соблюдения стерильных ус​ловий работы.

Особенности культивирования анаэробных бактерий. Все ма​нипуляции со строгими анаэробами должны осуществляться в бескислородных условиях. Для этого используют герметичные настольные камеры с регулируемым газовым составом среды. Посевы производят на специальные обогатительные (электив​ные) среды для анаэробов (тиогликолевую, Китта—Тароцци). Посевы инкубируют в специальных СО2-инкубаторах или в анаэростатах (металлических или пластмассовых контейнерах, герметично закрывающихся крышкой, снабженной патрубками для заполнения газовой смесью нужного состава), которые помещают в обычный термостат. Для инкубации небольших по объему посевов (1—2 чашки Петри) применяют пластиковые пакеты, содержащие химические генераторы газовой смеси, которые обеспечивают полное удаление кислорода из воздуш​ной среды в течение нескольких минут.

Тема   3.2. ИДЕНТИФИКАЦИЯ БАКТЕРИЙ

Введение. Идентификация — определение (установление) ви​довой принадлежности микроба. В настоящее время общепри​нятый метод идентификации основан на изучении определен​ного набора наиболее важных фенотипических признаков ис​следуемого микроорганизма. Критерием для идентификации является наличие у микроба совокупности основных призна​ков, характерных для данного вида (таксонометрических при​знаков). Установление вида производится согласно междуна​родной таксономии бактерий (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology).

К основным видовым признакам бактерий относятся:

морфология микробной клетки;

тинкториальные свойства — особенности окрашивания с помощью простых и сложных методов окраски;

культуральные признаки — особенности роста микроба на питательных средах;

биохимические признаки — наличие у бактерий фермен​тов, необходимых для синтеза или расщепления (фер​ментации) различных химических соединений.

В бактериологической практике чаще всего изучают сахаро-литические и протеолитические ферменты.

К дополнительным признакам, используемым при идентифи​кации, относятся:

наличие видоспецифических антигенов (см. главу 10);

чувствительность к видоспецифическим бактериофагам (см. главу 5);

видовая резистентность к определенным антимикробным препаратам (см. главу 8);

для патогенных бактерий — продукция определенных факторов вирулентности (см. главу 9).

Тонкая внутривидовая идентификация до биовара (серова-ра, фаговара, ферментовара и т.д.) — типирование — основана на выявлении соответствующего маркера: антигена (серотипи-рование, см. главу 10), чувствительности к типовому бактери​офагу (фаготипирование, см. главу 5) и др.

В последние годы разработаны и начали применяться со​временные биохимические и молекулярно-биологические ме​тоды идентификации: хемоидентификация, анализ нуклеино​вых кислот: рестрикционный анализ, гибридизация, полиме-разная цепная реакция (ПЦР), риботипирование и др.

План занятия

Программа

Идентификация бактерий.

Изучение биохимических свойств аэробных и  ана​эробных бактерий.

а Демонстрация

Незасеянный "пестрый ряд".

Варианты изменения "пестрого ряда".

"Пестрый ряд" для анаэробных бактерий.

Микрометод изучения биохимических свойств бакте​рий.

Рост бактерий, вырабатывающих пигменты.

Задание студентам

Зарисовать варианты изменения "пестрого ряда".

Оценить результаты отсева чистой культуры: отметить наличие или отсутствие роста посеянной культуры, а также присутствие посторонних бактерий.

Убедиться в чистоте выделенной культуры, для этого приготовить мазок и окрасить его по методу Грама.

Поставить каталазную пробу на стекле и оценить ее результат.

Учесть результаты определения биохимической актив​ности выделенных чистых культур.

С помощью таблицы-определителя на основании изу​ченных морфологических, тинкториальных,  культуральных и ферментативных свойств идентифициро​вать выделенные микробы.

Методические указания

Биохимическая идентификация. Для оценки биохимической активности бактерий используют следующие реакции:

1) ферментацию — неполное расщепление  субстрата до промежуточных продуктов, например ферментацию угле​водов с образованием органических кислот;

окисление — полное расщепление органического суб​страта до СО2 и Н2О;

ассимиляцию (утилизацию) — использование субстрата для роста в качестве источника углерода или азота;

диссимиляцию (деградацию) субстрата;

гидролиз субстрата.

Классический (традиционный) метод идентификации мик​робов по биохимическим признакам заключается в посеве чис​той культуры на дифференциально-диагностические среды, со​держащие определенные субстраты, с целью оценки способ​ности микроорганизма ассимилировать данный субстрат или определения конечных продуктов его метаболизма. Исследова​ние занимает не менее 1 сут. Примером является оценка саха-ролитической активности бактерий (способности ферментиро​вать углеводы) с помощью посева на среды Гисса — короткий и длинный "пестрый ряд".

Идентификация бактерий по биохимическим признакам с помощью сред "пестрого ряда". Корот​кий "пестрый ряд" включает жидкие среды Гисса с моно- и дисахаридами: глюкозой, лактозой, сахарозой, мальтозой и с 6-атомным спиртом — маннитом. В длинный "пестрый ряд" наряду с перечисленными углеводами вводят среды с разнооб​разными моносахаридами (арабиноза, ксилоза, рамноза, галак​тоза и др.) и спиртами (глицерин, дульцит, инозит и др.). Для оценки способности бактерий ферментировать углевод в среды добавляют индикатор (реактив Андреде или др.), позволяющий выявить образование кислых продуктов расщепления (органи​ческих кислот), и "поплавок" для обнаружения выделения СО2.

Чистую культуру исследуемого микроорганизма засевают пет​лей в среды "пестрого ряда". Посевы инкубируют при 37 "С в течение 18—24 ч или больше. В том случае, если бактерии ферментируют углевод до образования кислых продуктов, на​блюдается изменение цвета среды; при разложении углевода до кислоты и газообразных продуктов наряду с изменением цвета появляется пузырек газа в поплавке. Если используют среды с полужидким агаром, то образование газа регистриру​ется по разрыву столбика. При отсутствии ферментации цвет среды не меняется. Поскольку бактерии ферментируют не все, а только определенные для каждого вида углеводы, входящие в состав сред Гисса, наблюдается довольно пестрая картина, поэтому набор сред с углеводами и цветным индикатором называют "пестрым рядом" (рис. 3.2.1; на вклейке).

Для определения протеолитических ферментов производят посев культуры бактерий уколом в столбик 10—20 % желатина, пептонную воду. Посевы в желатине инкубируют при 20—22 °С в течение нескольких дней. При наличии протеолитических ферментов бактерии разжижают желатин, образуя фигуру, на​поминающую воронку или елочку.

В посевах в пептонную воду определяют продукты расщеп​ления аминокислот после инкубирования в течение 2—3 сут при 37 °С путем постановки реакций на аммиак, индол, серово​дород и др.

Реакция на аммиак. Узкую полоску лакмусовой бу​маги укрепляют под пробкой так, чтобы она не соприкасалась с питательной средой. Посинение бумаги свидетельствует об образовании аммиака.

Реакция на индол. Способ Эрлиха: в пробирку с куль​турой бактерий прибавляют 2—3 мл эфира, содержимое энер​гично перемешивают и добавляют несколько капель реактива Эрлиха (спиртовой раствор парадиметиламидобензальдегида с хлористоводородной кислотой). В присутствии индола наблю​дается розовое окрашивание, при осторожном наслаивании образуется розовое кольцо (см. рис. 3.2.1).

Реакция на сероводород. В пробирку с пептонной водой помещают узкую полоску фильтровальной бумаги, смоченную сульфатом железа, и закрепляют ее под пробкой так, чтобы она не соприкасалась с питательной средой. При выделении серо​водорода образуется нерастворимый сульфид железа (FeS), ок​рашивающий бумагу в черный цвет (см. рис. 3.2.1). Продукцию H2S можно определять также путем посева культуры бактерий уколом в столбик с питательной средой, содержащей реактивы для выявления b^S (смесь солей: сульфат железа, тиосульфат натрия, сульфит натрия). Положительный результат — среда приобретает черный цвет за счет образования FeS.

Обнаружение каталазы. На предметное стекло нано​сят каплю 1—3 % раствора пероксида водорода и вносят в нее петлю с бактериальной культурой. Каталаза разлагает пероксид водорода на кислород и воду. Выделение пузырьков газа свидетельствует о наличии у данного вида бактерий ката​лазы.

В бактериологической практике иногда ограничиваются изучением сахаролитических и протеолитических признаков исследуемых бактерий, если этого достаточно для их иденти​фикации. При необходимости исследуют другие признаки, на​пример способность к восстановлению нитратов, карбоксили-рованию аминокислот, образованию оксидазы, плазмокоагула-зы, фибринолизина и других ферментов.

Результаты работ по идентификации выделенной культуры протоколируют (табл. 3.2.1).

Биохимические тесты 2-го поколения, основанные на при​менении концентрированных субстратов и более чувствитель​ных методов обнаружения конечных продуктов реакции, по-
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водных). Это позволяет различать микробы, принадлежащие к разным видам, по количественному и качественному со​ставу липидов (жирных кислот, эфиров, спиртов, хинонов и т.д.). Анализ химического состава микробных клеток осу​ществляется с помощью метода хроматографии. Наиболее широко используют метод газожидкостной хроматографии. Ведущей областью применения метода являются идентифи​кация анаэробных бактерий по составу жирных кислот с короткой углеродной цепью (9—20 атомов углерода), относя​щихся к основным продуктам метаболизма этих микроорганиз​мов, а также идентификация медленно растущих бактерий (микобактерий) и бактерий с низкой ферментативной актив​ностью.

Молекулярно-генетические методы идентификации. Они ос​нованы на анализе бактериальных ДНК.

Рестрикционный   анализ. ДНК обрабатывают рестрикционными ферментами — специфическими эндонуклеазами, которые разрезают молекулу ДНК по определенным по​следовательностям нуклеотидов. Далее проводят анализ полу​ченных фрагментов, уникальных для каждого вида микроорга​низма.  Метод также позволяет осуществлять внутривидовое
типирование бактерий.

Гибридизация ДНК. Любой микроорганизм имеет в своем геноме определенные уникальные последовательности, которые могут быть использованы для его идентификации.
Метод обнаружения таких участков ДНК основан на способ​ности  комплементарных последовательностей нуклеиновых кислот к гибридизации. Исследование проводят с помощью
нуклеиновых зондов — однонитевых фрагментов ДНК, ком​плементарных уникальным участкам микробного генома и не​сущих метку (радионуклид, фермент или флюорохром). Вклю​чение метки обеспечивает высокую чувствительность метода. В зависимости от выбранного генетического фрагмента зонды могут быть родо-, видо- или типоспецифическими. Быстрота
и высокая чувствительность метода гибридизации позволяют существенно сократить время исследования. Основной облас​тью применения является идентификация трудно культивиру​емых или медленно растущих микробов (например, представи​телей родов Mycobacterium, Neisseria, Campy lobacter). Особо сле​дует выделить метод риботипирования — идентификации, осно​ванной на анализе генов, кодирующих рибосомальные РНК.

Полимеразная   цепная   реакция   (ПЦР). Метод ПЦР позволяет обнаруживать уникальные последовательности ДНК, присутствующие в образце в очень малых количествах.
Теоретически достаточно одной копии искомой последователь​ности.  Метод ПЦР основан на амплификации (увеличении числа копий) искомого участка генома микроорганизма. С этой целью образец инкубируют в буферном растворе с двумя ко​роткими ДНК-олигомерами (праймерами), комплементарны​ми концам известного фрагмента генома, термостабильной ДНК-полимеразой и нуклеотидами. После гибридизации олигомеров с комплементарными участками ДНК они служат праймерами для полимеразы, которая копирует искомый фраг​мент. Образец многократно нагревают для разделения цепей двойной спирали ДНК и остужают для повторной гибридиза​ции праймеров с комплементарной матрицей. Каждая копия ДНК становится новой матрицей для синтеза новой копии. Процедуру повторяют 20—40 раз. При этом количество копий искомого фрагмента генома увеличивается по экспоненциаль​ному закону. Амплификация в миллионы раз занимает всего несколько часов.

Глава  4

МОРФОЛОГИЯ И ФИЗИОЛОГИЯ ГРИБОВ

Введение. Грибы представляют собой многочисленную груп​пу микроорганизмов, относящихся к доминиону Eukarya, цар​ству Mycota. Классификация внутри царства основана на мор​фологии, характере и способах размножения, физиологических особенностях и других признаках. Клетка гриба имеет ультра​структуру, типичную для эукариот. Все грибы способны к бесполому размножению, совершенные грибы могут также раз​множаться половым путем. Представители одного вида в по​ловой (телеоморфной) и бесполой (анаморфной) фазах разви​тия могут существенно различаться по морфологии, экологии и в случае патогенных видов способности вызывать заболева​ния. Грибы подразделяются на две основные морфологические группы: плесени (нитевидные грибы) и дрожжи.

Морфология плесневых грибов. Вегетативное тело плесневого гриба — гифа — имеет нитевидную форму. Толщина гиф обыч​но превышает 2 мкм, что позволяет отличить их от актиноми-цетов, толщина клеток которых не превышает 1 мкм. Длина гиф у свободно живущих видов может достигать нескольких метров. У высших грибов гифа разделена мембранными пере​городками — септами, у низших септы отсутствуют. Гифы в процессе развития ветвятся и образуют анастомозы, за счет чего формируется переплетенная структура — мицелий. Разли​чают субстратные гифы (мицелий), погруженные в питатель​ный субстрат, и воздушные, растущие над его поверхностью.
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параты   раздавленная" капля из чистых культур гри​бов родов Penicillium, Aspergillus, Mucor.

Питательные среды для культивирования грибов.

Рост и типы филаментации дрожжеподобных грибов рода Candida на картофельном агаре.

Изучение биохимических признаков чистой культуры грибов рода Candida ("пестрый ряд").

Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать мазки, предложен​ные для демонстрации.

Ознакомиться с таблицами.

Описать характер роста грибов рода Candida на глюкозокартофельном агаре. Указать тип филаментации (по данным таблицы "Бластоспоры и филаментация дрожжеподобных грибов").

Проанализировать "пестрый ряд" чистой культуры грибов рода Candida, сверяя полученные результаты с данными таблицы "Таксономические признаки дрож​жеподобных грибов рода Candida", и сделать заклю​чение о видовой принадлежности.

а Методические указания

Морфологию грибов изучают в нативных и фиксированных препаратах. Для приготовления нативного препарата "раздав​ленная капля" для изучения морфологии плесневых грибов отделяют препаровальными иглами небольшой участок мице​лия с плодоносящими гифами и прилегающим к нему тонким слоем питательной среды. Материал помещают в каплю воды на предметном стекле, иглой расправляют мицелий, придавли​вают покровным стеклом и микроскопируют при опущенном конденсоре. Препарат просматривают с объективом 8х, а затем — 40х. Предварительно колонии или культуры грибов микроскопируют непосредственно на чашках или в пробирках под малым увеличением.

Методы культивирования грибов аналогичны бактериологи​ческим. Грибы выращивают на специальных сложных пита​тельных средах (среда Сабуро, сусло-агар, картофельные, мор​ковные среды и др.), включающих углеводы в качестве источ​ника энергии и углерода и различные факторы роста. Для приготовления таких сред обычно используют натуральные добавки: дрожжевой экстракт, пивное сусло, овощные экстра​кты и др. Для задержки роста бактерий добавляют антибиотики и/или молочную кислоту.

Среда Сабуро состоит из дрожжевой воды с добавлением 1 % пептона, 2 % агара и 4 % мальтозы (или глюкозы). Питатель​ную среду разливают в пробирки и стерилизуют при 0,5 атм в течение 20 мин. В жидкие среды агар не добавляют.

Этапы выделения чистых культур грибов (из организма больного или объектов внешней среды) те же, что и при выделении бактерий. Исследуемый материал засевают на спе​циальные жидкие обогатительные (для накопления в случае малой концентрации микроорганизмов) или плотные питатель​ные среды для получения изолированных колоний и инкуби​руют в термостате при температуре 37е и 28—30 'С в течение нескольких дней. Рост грибов наблюдается на 3—5-е сутки. На плотных средах формируются разнообразные колонии: плос​кие, выпуклые, гладкие, морщинистые, мучнистые, слизистые, пушистые и др., часто пигментированные. Так, дрожжеподоб-ные грибы рода Candida на 2—3-й день после посева образуют мелкие выпуклые пигментированные колонии с гладкой блес​тящей поверхностью, которые нередко сливаются и врастают в питательную среду. Делают пересев колоний, выделяют чис​тую культуру и проводят идентификацию с определением ро​довой и видовой принадлежности на основании морфологи​ческих, культуральных, биохимических и других признаков. Методы идентификации грибов аналогичны методам иденти​фикации бактерий. Особое значение для определения видовой принадлежности чистой культуры плесневых грибов имеет изу​чение их морфологии. Для определения культуральных призна​ков колонии грибов микроскопируют непосредственно на чаш​ках или в пробирках под малым увеличением. Биохимические свойства можно определить с помощью "пестрого ряда" или другими методами (см. тему 3.2).

Глава 5

ОБЛИГАТНЫЕ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ПАРАЗИТЫ
Введение. К облигатным внутриклеточным паразитам отно​сятся все вирусы и некоторые бактерии (представители поряд​ков Chlamydiales и Rickettsiales), а также ряд видов патогенных простейших (Toxoplasma, Plasmodium и др.). Вирусы выделены в самостоятельное царство Vira. Вирусы не имеют клеточного строения, собственного метаболизма, содержат один тип нук​леиновой кислоты — ДНК или РНК, не размножаются бинар​ным делением и могут кристаллизоваться как неорганические вещества. Они являются облигатными внутриклеточными па​разитами с дизъюнктивным (разобщенным) типом размноже​ния. Внеклеточная форма существования вируса называется вирионом. В отличие от организмов, имеющих клеточное строе​ние, вирусы занимают промежуточное положение между живой и неживой материей. В основе классификации вирусов лежат определенные признаки:

тип вирусной нуклеиновой кислоты — ДНК-содержащие и РНК-содержащие;

тип симметрии капсида — изометрический (кубический), спиральный или смешанный;

наличие или  отсутствие суперкапсида — просто или сложно устроенные;

тип хозяина — вирусы человека и животных, растений, бактерий (бактериофаги).

Тема   5.1. МОРФОЛОГИЯ И СТРУКТУРА ВИРУСОВ. ВИРУСОСКОПИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение. Вирион состоит из сердцевины (нуклеиновой кис​лоты в комплексе с сердцевинными белками) и оболочек. Размеры вирионов колеблются от 15—20 (0,015—0,002 мкм) до 300-500 нм (0,3-0,5 мкм).

Существуют простые и сложные вирионы. Первые снабже​ны только капсидом. Форма просто устроенных вирусов опре​деляется типом симметрии его капсида: изометрическим или спиральным. У вирусов с изометрическим типом симметрии капсида отдельные морфологические субъединицы капсида (капсомеры) уложены на осях симметрии многогранника, на​пример икосаэдра (двадцатигранника). При этом вирион при​обретает сферическую форму. У вирусов со спиральным типом симметрии капсомеры уложены по спирали вокруг нуклеино​вой кислоты. При этом вирион приобретает палочковидную форму.

Сложные вирионы имеют дополнительную внешнюю обо​лочку — суперкапсид, покрывающий капсид снаружи. Супер-капсид представляет собой модифицированную мембрану клет​ки хозяина [цитоплазматическую (ЦПМ), ядерную или др.], содержащую вирусные белки и гликопротеины. Форма слож​ных вирусов обычно близка к сферической, для них характерен плеоморфизм.

Вирусы бактерий (бактериофаги) имеют сперматозоидную или нитевидную форму. Бактериофаги сперматозоидной фор​мы состоят из головки, в которой содержится нуклеиновая кислота, и отростка. Капсид головки фагов построен по изо​метрическому типу симметрии, а отростка — по спиральному. У некоторых фагов отросток очень короткий или может отсут​ствовать.

Морфологию вирусов изучают с помощью электронной микроскопии. Методы сканирующей электронной микроско​пии позволяют исследовать форму и характер поверхности вирусной частицы. Для изучения ультраструктуры вирусов применяют методы просвечивающей электронной микроско​пии.

Тема   5.2. КУЛЬТИВИРОВАНИЕ ВИРУСОВ И ДРУГИХ ОБЛИГАТНЬГХ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ ПАРАЗИТОВ (РИККЕТСИЙ, ХЛАМИДИЙ)

Введение. Вирусы не имеют собственного метаболизма. Для репродукции они используют метаболические системы клетки-хозяина.

Различают 3 типа взаимодействия вируса с клеткой.

Продуктивная  инфекция. При этой форме инфек​ции в клетке происходит репродукция вируса и образуется вирусное потомство — 104—10^ вирусных частиц, которые вы​
ходят из зараженной клетки во внешнюю среду.

Интегративная инфекция. Геном вируса встраива​ется (интегрирует) в геном клетки-хозяина. Интегрированные вирусные геномы — провирусы — передаются потомству зара​женной клетки при делении. РНК-содержащие вирусы также могут вызвать интегративную нфекцию путем обратной транскрипции с помощью РНК-зависимой ДНК-полимеразы
(обратной транскриптазы). При этом в клеточный геном встра​ивается образующаяся ДНК-копия вирусной РНК. При опре​деленных условиях интегративная форма вирусной инфекции
может переходить в продуктивную.

Абортивная инфекция. При проникновении в клетку дефектного вируса, не способного к самостоятельной репро​дукции, или при попадании полноценного вируса в непермис-
сивную (не подходящую для его репродукции) клетку, или при неподходящих условиях внешней среды возникает абортивная форма инфекции. Взаимодействие с клеткой прерывается на одной из ранних стадий — вирус не репродуцируется и не передается потомству зараженной клетки.

План

Программа

Методы культивирования вирусов, риккетсий, хламидий.

Методы индикации вирусов.

Бактериофаги: морфология и физиология, практичес​кое применение.

Демонстрация

Питательные среды, растворы и лабораторная посуда для культур клеток.

Культуры клеток: незараженные, зараженные вирусом простого герпеса и хламидиями. Отметить изменения в культурах клеток, зарисовать, сделать вывод.

Задание студентам

1. Учесть результаты реакции гемагглютинации (РГА), поставленной для выявления гемагглютинирующего

вируса в материале из куриного эмбриона, и опреде​лить титр вируса.

Учесть результаты индикации вируса в культуре кле​ток по цветной пробе.

Учесть результат титрования бактериофага по методу Грациа.

Определить спектр литического действия бактерио​фага.

Ознакомиться с методом фаготипирования бактери​альных культур. Определить фаговары культур стафи​лококков, выделенных от больных.

Ознакомиться с препаратами бактериофагов, классифицировать по назначению.

а Методические указания

Методы культивирования вирусов. Для культивирования ви​русов используют культуры клеток, куриные эмбрионы и чув​ствительных лабораторных животных. Эти же методы приме​няют и для культивирования риккетсий и хламидий — облигатных внутриклеточных бактерий, которые не растут на ис​кусственных питательных средах.

Культуры клеток. Представляют собой соматические или эмбриональные клетки животных или человека, культиви​руемые в лабораторных условиях. Клеточные культуры разли​чаются по источнику получения, способности к размножению in vitro и кариотипу. Их подразделяют на первичные (непере​виваемые), полуперевиваемые и перевиваемые.

Первичные культуры клеток получают непосредственно из тканей многоклеточных организмов. Такие клетки обычно не способны к делению (неперевиваемые) и используются одно​кратно.

К полуперевиваемым культурам относятся диплоидные клет​ки различных тканей и органов, способные к ограниченному размножению in vitro. Они представляют собой клеточную систему, сохраняющую в процессе 20—50 пассажей (пересе​вов) — до года — диплоидный набор хромосом, типичный для соматических клеток используемой ткани. Диплоидные клетки при культивировании не претерпевают злокачественного пере​рождения и этим выгодно отличаются от опухолевых.

Перевиваемые культуры клеток готовят из злокачественных линий клеток, обладающих способностью неограниченно раз​множаться in vitro в определенных условиях. К ним относятся, например, злокачественные клетки HeLa, первоначально вы​деленные из карциномы шейки матки, Нер-3 (из лимфоидной карциномы) и др.

Для выращивания клеточных культур используют питатель​ные среды сложного состава, включающие источники энергии, минеральные вещества, аминокислоты, витамины и другие

факторы роста. Клетки чрезвычайно чувствительны к измене​нию рН среды. Для контроля рН в среды добавляют индикатор. Большинство клеточных культур растет в виде монослоя (плас​та, состоящего из одного слоя клеток), прочно прикрепляясь к поверхности контейнера для культивирования — пробирки, пластикового планшета или матраса (флакон 4-гранной фор​мы). Некоторые типы клеток способны расти также в суспен​зии.

Приготовление первичной культуры клеток включает не​сколько последовательных этапов: измельчение ткани, разъ​единение клеток путем трипсинизации, отмывание полученной однородной суспензии изолированных клеток от трипсина с последующим суспендированием клеток в питательной среде, обеспечивающей их рост (например, в среде 199 с добавлением телячьей сыворотки крови). При оседании клетки довольно прочно прикрепляются к стенке пробирки или флакона, по которой распространяются в виде монослоя. После получения монослоя жизнеспособной культуры клеток ее заражают мате​риалом, содержащим риккетсии, хламидии или вирусы. Упо​мянутые микробы проникают внутрь клеток, где и размножа​ются. В культурах клеток удается культивировать большинство вирусов, вызывающих заболевания человека.

Внутриклеточные паразиты оказывают цитопатическое дей​ствие (ЦПД) на клетки, в которых происходит их репродукция. ЦПД может проявляться деструкцией (лизисом) зараженных клеток, изменением их морфологии (изменением размеров и формы самой клетки, клеточного ядра, появлением вакуолей или включений, представляющих собой внутриклеточные скопления вирусов, образованием синцития) и нарушением их функций.

Куриные эмбрионы. Куриные эмбрионы по сравнению с культурами клеток значительно реже бывают контаминиро-ваны вирусами и микоплазмами, а также обладают сравнитель​но высокой жизнеспособностью и устойчивостью к различным воздействиям. Они пригодны для культивирования хламидии, риккетсии и некоторых вирусов, патогенных для человека.

Для получения чистых культур риккетсии, хламидии и ряда вирусов в диагностических целях, а также для приготовления разнообразных препаратов (вакцины, диагностикумы) исполь​зуют 8—12-дневные куриные эмбрионы. К недостаткам данно​го метода относятся невозможность обнаружения исследуемого микроорганизма без предварительного вскрытия эмбриона, а также наличие большого количества белков и других соедине​ний, затрудняющих последующую очистку возбудителя при изготовлении различных препаратов.

Для заражения куриных эмбрионов исследуемый материал вводят в аллантоисную и амниотическую полости, на хорион-аллантоисную оболочку или в желточный мешок куриного
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культивирования облигатных внутриклеточных паразитов в ор​ганизме лабораторных животных перед другими состоит в воз​можности выделения тех вирусов, которые плохо репродуци​руются в культуре клеток или эмбрионе. К его недостаткам относятся высокая вероятность контаминации организма по​допытных животных посторонними вирусами и мико плазмами, а также необходимость последующего заражения культуры кле​ток для получения чистой культуры данного вируса, что уве​личивает сроки исследования.

Методы индикации вирусов. Для демонстрации при​сутствия вируса в клеточной культуре используют несколько методов.

I. О размножении (репродукции) вирусов в культуре клеток судят по цитопатическому действию (ЦПД), которое может быть обнаружено микроскопически по морфологическим из​менениям клеток. Часть таких клеток погибает и отслаивается от стенок пробирки. Вирусные частицы, освобождающиеся при разрушении одних клеток, инфицируют другие, которые через некоторое время также погибают. В результате вместо сплош​ного клеточного монослоя остаются лишь отдельные клеточ​ные островки. Характер ЦПД, вызванного разными вирусами, неодинаков. При репродукции одних вирусов (парамиксовиру-сы, герпесвирусы) наблюдается слияние клеток с образованием синцития, других (энтеровирусы, реовирусы) — сморщивание и деструкция клеток, третьих (аденовирусы) — агрегация кле​ток (рис. 5.2.2) и т.д. ЦПД вирусов оценивают в динамике, просматривая культуру клеток под микроскопом в разные сроки после ее заражения вируссодержащим материалом. Не​которые вирусы (энтеровирусы, герпесвирусы) вызывают ЦПД в течение 1—2 сут, другие — в более поздние сроки (на 4—6-й день). Характер ЦПД используют как для обнаружения вирусов (индикации), так и ориентировочной идентификации, т.е. оп​ределения их видовой принадлежности.

Некоторые вирусы можно обнаружить и идентифицировать по включениям, которые они образуют в ядре или цитоплазме зараженных клеток. Форма включений различна, а размеры колеблются от 0,25 до 25 мкм. Они представляют собой места скопления вирусных частиц и могут быть выявлены в препара​тах, приготовленных из зараженной ткани и окрашенных по методу Романовского—Гимзы или флюорохромами. В послед​нем случае используют люминесцентную микроскопию.

В клетках, пораженных риккетсиями, на 3—8-й день отме​чается большое количество коккобациллярных форм, целиком заполняющих цитоплазму или ядро клеток, которые затем гиб​нут. Хламидии также рассматривают в окрашенных по методу Романовского—Гимзы препаратах клеток, в которых образуют​ся цитоплазматические включения, представляющие собой внутриклеточные микроколонии этих бактерий.
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способность к метаболизму и погибают, поэтому окраска среды с течением времени не меняется.

П. Реакцию гемадсорбции применяют для индикации гемаг-глютинирующих вирусов. Реакция основана на способности поверхности клеток, в которых репродуцируются такие вирусы, адсорбировать эритроциты. Для постановки реакции гемад​сорбции в культуру клеток, зараженных вирусами, добавляют взвесь эритроцитов и после некоторого времени контакта клет​ки промывают изотоническим раствором хлорида натрия. На поверхности пораженных вирусами клеток остаются прилип​шие эритроциты.

III. Реакцию гемагглютинации (РГА) применяют для обна​ружения гемагглютинирующих вирусов в культуральной жид​кости зараженной культуры клеток либо хорионаллантоисной или амниотической жидкости куриного эмбриона. Гемагглюти-нацию — "склеивание" эритроцитов разных видов животных (кур, гусей, морских свинок) — вызывают вирусы, содержащие в оболочке гемагглютинин. Для постановки реакции гемагглюти​нации к исследуемому материалу добавляют взвесь эритроцитов. В присутствии вирусов происходит агглютинация эритроцитов.

После вскрытия куриного эмбриона аллантоисную жид​кость отсасывают и разливают по 0,5 мл в пробирки или лунки плексигласовой пластины (для контроля берут 0,5 мл такой же жидкости незараженного эмбриона). Затем добавляют по 0,2 мл 1 % суспензии отмытых куриных эритроцитов и выдерживают при комнатной температуре. Результаты реакции учитывают через 40 мин после оседания эритроцитов: (++++) — выражен​ная гемагглютинация — тонкая пленка склеившихся эритроци​тов на дне пробирки, имеющая вид зонтика, (+++) — наличие просветов в пленке, (++) — наличие пленки с фестончатыми краями из склеившихся эритроцитов, (+) — хлопьевидный оса​док эритроцитов, окруженный зоной комочков агглютиниро​ванных эритроцитов, (—) — резко очерченный осадок эритро​цитов, неотличимый от контроля. Наличие гемагглютинации в опытных пробирках при ее отсутствии в контрольных указы​вает на содержание вируса в исследуемой жидкости. Для оп​ределения титра РГА ставят реакцию с разведениями вируссо-держащей жидкости 10~V 10~2, 10~3 и т.д. За титр РГА при​нимают максимальное разведение, при котором наблюдается гемагглютинация (++). Титр РГА характеризует активность вируса и используется при постановке РТГА (см. тему 10.2).

Для количественного обнаружения вирусных частиц ис​пользуют методы титрования. Титр вируса можно определить в реакции гемагглютинации с 10-кратными разведениями куль​туральной среды, или материала из куриного эмбриона, или по ЦПД в культуре клеток. В последнем случае клетки культуры заражают 10-кратными разведениями материала, содержащего вирус. После 6—7-дневной инкубации их просматривают на
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отношении бактерий. Однако существуют фаги, которые могут поражать только отдельные варианты одного и того же вида бактерий. Их используют для определения фаготипов (фагова-ров) внутри данного вида. Вместе с тем имеются фаги, лизи-рующие родственные виды бактерий. В практической работе фаги применяют для:

фаготипирования бактерий, т.е. определения фаготипа по лизису штаммов бактерий одного и того же вида типоспецифическими фагами, что важно для маркировки исследуемых
бактерий при эпидемиологическом анализе заболеваний;

фагоидентификации бактериальных культур с целью ус​тановления их видовой принадлежности;

фагодиагностики, заключающейся в выделении фага из организма больного (например, из испражнений), что косвен​но свидетельствует о наличии в материале соответствующих
бактерий;

фагопрофилактики — предупреждения некоторых заболе​ваний (например, дизентерии) среди лиц, находящихся в эпи​демическом очаге;

фаготерапии — лечения некоторых инфекционных забо​леваний, вызванных, например, шигеллами, протеем, стафило​кокком.

План

Программа

Методы выделения фагов из объектов окружающейсреды и их идентификация.

Метод титрования фага по Грациа.

Метод обнаружения лизогенных бактерий.

Метод фаготипирования бактерий.

Демонстрация

Методы выделения фага из объектов окружающей среды.

Методика обнаружения лизогенных бактерий.

Задание студентам

Учесть результат титрования бактериофага по методу Грациа.

Определить спектр литического действия бактериофа​га.

Ознакомиться с методом фаготипирования бактери​альных культур. Определить фаговары культур стафи​лококков, выделенных от больных.

Ознакомиться с препаратами бактериофагов, класси​фицировать по назначению.

а  Методические указания

Выделение фага из объектов окружающей среды. Для полу​чения вирулентного фага готовят фильтрат, пропуская исход-
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жание постоянства состава генома, его воспроизведение при размножении и изменчивость, обеспечивающая приспособля​емость, являются обязательными условиями сохранения вида. В основе поддержания постоянства генома лежит работа фер​ментов репликации и некоторых систем репарации ДНК. Изме​нения генетической информации являются результатом мута​ций и рекомбинации. Мутации, различные по происхождению (спонтанные и индуцированные), приводят к изменениям ДНК, имеющейся в клетке. Рекомбинация позволяет также использовать и ДНК других клеток и вирусов, поступающую из окружающей среды.

Тема 6.1. МОДИФИКАЦИОННАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ, МУТАЦИИ, РЕКОМБИНАЦИЯ И ПЕРЕНОС ГЕНОВ МЕЖДУ БАКТЕРИЯМИ

План

Программа

Способы сохранения  генетической информации у микробов.

Модификационная изменчивость.

Мутационная изменчивость.

Рекомбинация ДНК.

Способы передачи генетической информации между бактериями — трансформация, трансдукция,  конъ​югация.

Фаговая конверсия.

Сохранение и изменение генетической информации в микробных популяциях.

Демонстрация
S- и R-формы колоний у E.coli.

Таблицы со схемами передачи генетической информа​ции между бактериями в опытах трансформации,
трансдукции и конъюгации.

Задание студентам

Определить частоту образования рекомбинантов Leu+ в опыте конъюгации.

Определить частоту образования трансдуктантов (ре​комбинантов) в опыте трансдукции фагом A, dgai
Определить частоту образования трансформантов (ре​комбинантов) в опыте трансформации признака Strr (стрептомицинрезистентности) у Bacillus subtilis.

Методические указания

Постановка опыта трансформации (рис. 6.1; на вклейке). Реципиент — штамм Bacillus subtilis Str5 (сенная палочка, чув​ствительная к стрептомицину); донор — ДНК, выделенная из

штамма B.subtilis Strr (устойчивого к стрептомицину). Селек​тивная среда для отбора рекомбинантов (трансформантов) — питательный агар, содержащий 100 ЕД/мл стрептомицина. К 1 мл бульонной культуры B.subtilis добавляют 1 мкг/мл ДНК донора. Смесь инкубируют при 37 "С в течение 30 мин. Затем в пробирку вносят смесь 0,1 мкг/мл раствора ДНКазы в 0,5 мл раствора хлорида магния для разрушения ДНК, не проникшей в бактериальные клетки реципиентного штамма, и выдержива​ют в течение 5 мин. Для определения количества образовав​шихся стрептомицинустойчивых рекомбинантов (трансфор​мантов) 0,1 мл неразведенной смеси высевают на селективную среду в чашку Петри. Для определения количества клеток реципиентной культуры в изотоническом растворе хлорида на​трия готовят 10-кратные разведения до 10~5— 10~6 (для полу​чения сосчитываемого количества колоний), высевают по 0,1 мл на питательный агар без стрептомицина, а для контроля — на агар со стрептомицином. На последней среде реципиентная культура не должна расти, поскольку она чувствительна к стрептомицину. Посев инкубируют при 37 °С. На следующий день учитывают результаты опыта и определяют частоту транс​формации по отношению количества выросших рекомбинант-ных клеток к числу клеток реципиентного штамма.

Допустим, что при высеве 0,1 мл культуры реципиентного штамма в разведении 10~5 выросло 170 колоний, а при высеве 0,1 мл нераз​веденной смеси — 68 колоний рекомбинантного штамма. Поскольку каждая колония образовалась в результате размножений только одной бактериальной клеткой, то в 0,1 мл засеянной культуры реципиента содержится 170хЮ5 жизнеспособных клеток, а в 1 мл — 170хЮ6, или 1,7х108. В то же время в 0,1 мл смеси находится 68 рекомбинант-ных клеток, а в 1 мл — 680, или 6,8x10^. Таким образом, частота трансформации в данном опыте будет равна:

Постановка опыта специфической трансдукции (рис. 6.2; на вклейке). Реципиент — штамм E.coli lac, лишенный (3-галакто-зидазного оперона, контролирующего ферментацию лактозы. Трансдуцирующий фаг — фаг Я. dgal, в геноме которого часть генов замещена р-галактозидазным опероном E.coli. Он явля​ется дефектным, т.е. не способен вызывать продуктивную ин​фекцию, заканчивающуюся лизисом кишечной палочки, и обозначается буквой d (фаг dgal) с названием содержащегося в его геноме бактериального оперона gal. Селективная среда — среда Эндо, на которой лактозоотрицательные бактерии реци​пиентного штамма образуют бесцветные колонии, а лактозо-положительные колонии рекомбинантного штамма приобрета​ют красный цвет с металлическим оттенком. К 1 мл 3-часовой бульонной культуры реципиентного штамма добавляют 1 мл трансдуцирующего фага dgal в концентрации 106—107 частиц в 1 мл. Смесь инкубируют при 37 °С в течение 60 мин, после чего готовят ряд 10-кратных разведений (в зависимости от предполагаемой концентрации бактерий) для получения сосчи​тываемого количества колоний. Из пробирки с разведением 10~6 делают высев по 0,1 мл культуры на 3 чашки Петри со средой Эндо и равномерно распределяют жидкость шпателем по поверхности среды. Посевы инкубируют в течение 1 сут, после чего отмечают результаты опыта и вычисляют частоту трансдукции по отношению количества клеток рекомбинантов (трансдуктантов), обнаруженных на всех чашках, к числу кле​ток реципиентного штамма.

Например, после посева 0,1 мл смешанной культуры в раз​ведении 10"~6 на 3 чашках со средой Эндо выросло соответст​венно 138, 170 и 160 бесцветных колоний реципиентного штамма, на первой и последней чашках — 5 и 1 колонии транс​дуктантов красного цвета. Следовательно, частота трансдукции в этом случае будет равна:

(5+1) х 10xlO<J        =  6
2
(38+170+160) х 10х10б    468      '

Постановка опыта конъюгации с целью передачи фрагмента хромосомы, который содержит ген leu, контролирующий синтез лейцина (рис. 6.3; на вклейке). Донор — штамм E.coli K12 Hfr leu+ Str5; реципиент — штамм E.coli K12F~ leu+ StrR. .Hfr — обозначение состояния, для которого характерна высокая час​тота рекомбинации. Селективная среда для выделения реком​бинантов — минимальная глюкозосолевая среда: КН^РС^ — 6,5 г, MgSO4 - 0,1 г, (NH4)2S04 - 1 г, Ca(NO3)2 - 0,001 г, FeSO4 -0,0005 г, глюкозы — 2 г, стрептомицина — 200 ЕД/мл, дистил​лированной воды — 1 л.

К 2 мл 3-часовой культуры реципиента добавляют 1 мл бульонной культуры донора. Посевы инкубируют при 37 °С в течение 30 мин. Затем смесь разводят до 10~2—10~3 и высевают по 0,1 мл на селективную агаровую среду в чашки Петри, на которой вырастут только колонии рекомбинантов. В качестве контроля на ту же среду высевают донорныи и реципиентныи штаммы, которые не будут расти на ней, так как первый штамм чувствителен к стрептомицину, а второй ауксотрофен по лейци​ну. Кроме того, культуру донорного штамма высевают на селек​тивную среду без стрептомицина, а культуру реципиентного штамма — на полную среду (питательный агар) с антибиотиками для определения числа жизнеспособных клеток. Посевы инкуби​руют при 37 °С до следующего дня. После подсчета числа вырос​ших колоний определяют частоту рекомбинаций по отношению количества рекомбинантных клеток к реципиентным. Например, после посева 0,1 мл смеси донорных и реципиентных культур в разведении 10~2 выросло 150 колоний рекомбинантов, а после посева 0,1 мл культуры реципиента из разведения 10~6 — 75 колоний. Таким образом, частота рекомбинации будет равна:

150 х 10 х 100 _ 1,5 х 10s
_4

75х10хЮ6 ~7,5хЮ8      '
'

Глава 7
МЕТОДЫ СТЕРИЛИЗАЦИИ.

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ДЕЙСТВИЯ АНТИСЕПТИКОВ И ДЕЗИНФЕКТАНТОВ. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ БАКТЕРИЙ К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ

Введение. Уничтожение патогенных для человека микробов является одной из важнейших проблем в профилактике и ле​чении различных заболеваний. Для борьбы с микробами ис​пользуют методы асептики, антисептики, дезинфекции и анти​микробной терапии. Каждый метод имеет свои особые цели и условия применения.

Тема  7.1. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ АНТИМИКРОБНОГО ДЕЙСТВИЯ ХИМИЧЕСКИХ И ФИЗИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ

Введение. Асептика — система мероприятий, предупрежда​ющих внесение (попадание) микроорганизмов из окружающей среды в ткани или полости человеческого организма при ле​чебных и диагностических манипуляциях, а также в материал для исследования, в питательные среды и культуры микроор​ганизмов при лабораторных исследованиях. Асептика предус​матривает соблюдение особых санитарно-гигиенических пра​вил и приемов работы, а также специальную обработку инстру​ментов, материалов, рук медицинских работников, помещений и т.д. с целью частичного (дезинфекция) или полного (стери​лизация) уничтожения микробов.

Антисептика — комплекс лечебно-профилактических меро​приятий, направленных на уничтожение микроорганизмов, способных вызвать инфекционный процесс, на поврежденных участках кожи и слизистых оболочек, путем обработки микро-бицидными веществами — антисептиками.

Стерилизация — полное уничтожение микроорганизмов, включая вегетативные формы и споры. Существуют 3 основ​ные группы методов стерилизации: физические, механические и химические. Выбор метода, используемого для решения прак​тической задачи, зависит от стерилизуемого объекта.
Дезинфекция — обеззараживание объектов окружающей сре​ды. В отличие от стерилизации дезинфекция приводит к гибели большинства, но не всех форм микробов и, таким образом, обеспечивает только снижение микробной контаминации (за​грязнения), а не полное обеззараживание объекта. Поэтому предметы, подвергшиеся дезинфекции, не являются абсолютно безопасными.

План

Программа

Асептика, антисептика и дезинфекция. Антисептики и дезинфектанты.

Антимикробное действие физических и химических факторов.

Методы стерилизации; аппаратура, используемая для стерилизации.

Методы контроля эффективности стерилизации, дей​ствия антисептических и дезинфицирующих веществ.

Демонстрация
1. Аппаратура, используемая при стерилизации: авто​клав, сушильный шкаф, аппаратура для фильтрации и УФ-облучения.

Задание студентам

Учесть результаты опытов, поставленных с бактери​альными тест-объектами для контроля эффективности стерилизации, проведенной путем кипячения и автоклавирования. Сделать заключение.

Определить по готовым посевам антибактериальное действие УФ-лучей на стафилококки и кишечную па​лочку.

Учесть результаты опытов, поставленных для опреде​ления антимикробного действия антисептических и дезинфицирующих веществ. Сделать заключение.

Методические указания

•  Методы стерилизации

I. Физические методы. Воздействие высоких темпе​ратур. Высокая температура обладает микробицидным действи​ем благодаря способности вызывать денатурацию важнейших биополимеров, в первую очередь белков.

Стерилизация сухим жаром в сушильно-стерилизационном шкафу (печи Пастера) основана на бактерицидном действии нагретого до 165—170 °С воздуха в течение 45 мин. При более высокой температуре происходит обугливание ватных пробок, бумаги, в которую завернута посуда, а при более низкой тем​пературе требуется большой срок стерилизации. Сухим жаром стерилизуют стеклянную посуду (чашки Петри, пробирки, пи​петки и др.).

	Давление пара, атм              Температура, "С            Время стерилизации, мин

0                                    100                        30—60 (дробно) 0,5                                111                       20-30 1                                   121                        15-20 1,5                               127                       15-20 2                                  133                       15 


меняют ограниченно, например для стерилизации бактериоло​гических петель, препаровальных игл, пинцетов.

Воздействие ионизирующих излучений. Микроби-цидное действие ионизирующих излучений основано на их способности вызывать повреждения в молекуле ДНК. Для сте​рилизации одноразовых медицинских инструментов и бактери​ологического оборудования, чувствительного к термическим воздействиям (пластиковая посуда для культивирования мик​робов и клеточных культур, пластиковые шприцы, системы переливания крови и т.д.), обычно применяют стерилизацию у-изл учением.

II.
Механические методы. Основаны на фильтровании через специальные мембранные фильтры с малым размером пор, способные механически задерживать микроорганизмы. В лабо​раторной практике широко применяют бумажные и полимер​ные фильтры. Существуют фильтры с порами различных, стро​го откалиброванных размеров, что позволяет гарантированно очищать материал не только от бактерий, но и вирусов, а при необходимости и от некоторых макромолекул. Фильтрование ис​пользуют для стерилизации жидких материалов, не выдержива​ющих нагревания (сыворотка крови, растворы антимикробных препаратов,  компоненты питательных сред для бактерий и культур клеток), для получения бактериальных токсинов и других продуктов жизнедеятельности бактерий. Фильтрование является ведущим методом стерилизации воздуха в тех случаях, когда это необходимо. Для этого воздух пропускают через фильтры, пропитанные микробицидными веществами. Такие системы стерилизации применяют, например, в настольных боксах для работы с возбудителями особо опасных инфекций, а также в операционных блоках, родильных отделениях и т.д.

III.
Химические методы. Основаны на обработке объекта химическими веществами, обладающими микробицидным дей​ствием и способными при соблюдении определенных режимов воздействия обеспечить полное уничтожение микрофлоры. Хи​мическую стерилизацию обычно применяют для обработки различных приборов и инструментов многоразового использо​вания, чувствительных к высоким температурам (фиброоптические приборы, медицинские имплантаты и др.). К стерилизу​ ющим агентам относятся окись этилена, перекись водорода, глютаровый альдегид, пероксиуксусная кислота, двуокись хлора.

Независимо от метода во всех случаях требуется регулярный контроль эффективности процедуры стерилизации. С этой целью используют биологические индикаторы — известные микроор​ганизмы, наиболее устойчивые к данному способу обработки (например, споры Bacillus stearothermophilus для контроля эф​фективности автоклавирования, Bacillus subtilis — для контроля сухожаровой стерилизации). Существуют также физико-хими​ческие индикаторы — вещества, которые претерпевают видимые изменения (изменяют цвет, агрегатное состояние и т.д.) только при соблюдении правильного режима обработки.

•   Методы дезинфекции

Для дезинфекции применяют физические и химические ме​тоды.

I. Физические методы. Воздействие высоких темпера​тур.

Кипячение. Шприцы, мелкий хирургический инструмента​рий, предметные и покровные стекла и некоторые другие пред​меты помещают в стерилизаторы, в которые наливают воду. Для устранения жесткости и повышения температуры кипяче​ния к воде добавляют 1—2 % раствор бикарбоната натрия. Кипячение производят не менее 30 мин. При кипячении не​которые вирусы (например, вирус гепатита В) и споры бакте​рий сохраняют жизнеспособность.

Пастеризация основана на антибактериальном действии температуры в отношении вегетативных клеток, но не бакте​риальных спор. Нагревание материала производится при тем​пературе 50—65 °С в течение 5—10 мин с последующим бы​стрым охлаждением. Обычно пастеризуют напитки и пищевые продукты (вино, пиво, соки, молоко и др.).

Воздействие ионизирующих излучений. Ультрафи​олетовое излучение (УФ) с длиной волны 260—300 мкм обладает достаточно выраженным микробицидным действием, однако некоторые виды микробов и споры резистентны к УФ. Поэто​му УФ-облучение не способно обеспечить полного уничтоже​ния микрофлоры — стерилизацию объекта. Обработку УФ обыч​но используют для частичного обеззараживания (дезинфекции) крупных объектов: поверхностей предметов, помещений, воз​духа в медицинских учреждениях, микробиологических лабо​раториях и т.д.

Гамма-излучение обладает выраженным микробицидным дей​ствием на большинство микроорганизмов, включая вегетатив​ные формы бактерий и споры большинства видов, грибы, виру​сы. Применяют для стерилизации пластиковой посуды и меди​цинских инструментов одноразового использования. Следует иметь в виду, что обработка гамма-излучением не обеспечивает уничтожения таких инфекционных агентов, как прионы.

И. Химические методы. Это обработка объекта дезинфектан-тами — микробицидными химическими веществами. Некото​рые из этих соединений могут оказывать токсическое действие на организм человека, поэтому их применяют исключительно для обработки внешних объектов. В качестве дезинфектантов обычно используют перекись водорода, хлорсодержащие со​единения (0,1—10 % раствор хлорной извести, 0,5—5 % раствор хлорамина, 0,1—10 % раствор двутретьеосновной соли гипохлората кальция — ДТСГК), формальдегид, фенолы (3—5 % раствор фенола, лизола или карболовой кислоты), йодофоры. Выбор дезинфицирующего вещества и его концентрации зави​сят от материала, подлежащего дезинфекции. Дезинфекция может быть достаточной процедурой для обеззараживания только таких медицинских инструментов, которые не прони​кают через естественные барьеры организма (ларингоскопы, цистоскопы, системы для искусственной вентиляции легких). Некоторые вещества (борная кислота, мертиолат, глицерин) применяют как консерванты для приготовления лечебных и диагностических сывороток, вакцин и других препаратов.

•  Методы антисептики

В качестве антисептиков используют только малотоксичные для организма соединения, оказывающие антимикробное дей​ствие. Наиболее часто применяют 70 % этиловый спирт, 5 % раствор йода, 0,1 % раствор КМп04, 0,5—1 % спиртовые рас​творы метиленового синего или бриллиантового зеленого, 0,75—4,0 % раствор хлоргексидина, 1—3 % раствор гексахло-рофена и некоторые другие соединения. Антимикробные ве​щества добавляют также к материалам, используемым при из​готовлении перевязочных средств, лейкопластырей, зубных протезов, пломбировочных материалов и т.п. с целью придания им бактерицидных свойств.

Методы контроля эффективности стерилизации, действия антисептических и дезинфицирующих веществ. Изучение антибактериального действия высоких температур. В пробирки с питательным бульоном поместить шелковые нити, смоченные смесью спорообразующей (3 пробирки) и неспорообразующей (3 пробирки) культур. По одной пробирке с каждой культурой подвергнуть автоклавированию или кипя​чению; контрольные пробирки никакому воздействию не под​вергать. После обработки все посевы выдержать в термостате при 37 °С в течение 24 ч. Отметить результат поставленного опыта и сделать заключение.

Контроль стерильности перевязочного материала и хирургических инструментов. Проводят посев исследуе​мых образцов (или смывов с поверхности крупных инструмен​тов) на три среды: сахарный бульон, тиогликолевую среду и жидкую среду Сабуро. Посевы инкубируют в термостате 14 дней. При отсутствии роста во всех посевах материал считают стерильным.

Изучение антибактериального действия УФ-лучей. Суспензию стафилококка или E.coli в изотоническом растворе хлорида натрия в объеме 1 мл поместить на расстоянии 10—20 см от центра лампы. Облученную и необлученную (контроль) сус​пензии бактерий засеять в питательный бульон и инкубировать при 37 °С в течение 16—24 ч, после чего оценить результаты: отсутствие помутнения среды связано с гибелью облученной культуры бактерий, в контроле отмечается помутнение, что свидетельствует о наличии роста.

Определение антимикробного действия антисептических и дез​инфицирующих средств. 1. Подготовить два вида тест-объектов: а) шелковые нити, смоченные культурой E.coli; б) шелковые нити, смоченные спорообразующей культурой (с большим со​держанием спор). Нити поместить в растворы фенола (5 %), лизола (5 %), хлорной извести (10 %) на 5 и 60 мин, после чего отмыть от исследуемых веществ, засеять в питательный бульон и поместить в термостат до следующего дня. Контроль​ные пробы действию химических веществ не подвергать. От​метить результат поставленного опыта и сделать заключение.

2. Диски из фильтровальной бумаги смочить растворами исследуемых веществ и поместить на поверхность питательного агара в чашке Петри, засеянной (газоном) тест-культурой ста​филококка или кишечной палочки. Чашку инкубировать в течение суток при 37 °С. Об антибактериальном действии ис​следуемых веществ судят по диаметру зон задержки роста бак​терий, образующихся вокруг дисков.

Тема 7.2. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ ДЕЙСТВИЯ АНТИМИКРОБНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Введение. Антимикробные препараты (природные и синте​тические антибиотики) используются для лечения заболеваний, вызванных микроорганизмами. Для эффективной терапии необ​ходим подбор препарата, обладающего наибольшей активностью по отношению к данному возбудителю инфекции и оказываю​щего наименьший вред нормальной микрофлоре человека. Ши​рокое распространение бактериальных штаммов, обладающих различной степенью устойчивости ко многим препаратам (поли-резистентностью), делает особенно актуальными качественную (метод дисков) и количественную (метод серийных разведений) оценку чувствительности бактерий к лечебным препаратам.

План

Программа

Спектры действия основных групп антимикробных препаратов.

Оценка действия на бактерии антимикробных пре​паратов методом дисков.

Определение минимальной ингибирующей концент​рации (МИК) антимикробных препаратов методом се​рийных разведений.

Демонстрация
1. Антимикробные препараты различных групп.
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Стандартные бумажные диски, пропитанные антими​кробными препаратами, для определения чувствитель​ности к ним бактерий.

Таблицы и схемы антимикробных спектров важней​ших групп антибиотиков и механизмы их антибакте​риального действия.

Задание студентам

Поставить опыт по определению чувствительности стафилококков к различным антибиотикам методом дисков.

По результатам поставленного опыта определить ми​нимальную ингибирующую концентрацию пеницил​лина для различных бактериальных культур методом серийных разведений.

Методические указания

Количественное определение чувствительности бактерий к антимикробным препаратам методом серийных разведений. Дан​ный метод применяют для определения минимальной подав​ляющей концентрации (МПК) — наименьшей концентрации антибиотика, полностью подавляющей рост исследуемых бак​терий. Готовят основной раствор антибиотика, содержащий препарат в определенной концентрации (мкг/мл или ЁД/мл) в физиологическом или буферном растворе или в специальном растворителе. Основной раствор используют для приготовле​ния серийных (2-кратных) разведений антибиотика в питатель​ной среде — бульоне (в объеме 1 мл) или агаре. Из исследуемой бактериальной культуры готовят суспензию стандартной плот​ности и засевают по 0,1 мл на среды с разной концентрацией антибиотика, а также на среду без препарата (контроль куль​туры). Посевы инкубируют при 37 °С 20—24 ч или более (для медленно растущих бактерий), после чего отмечают результаты опыта по помутнению питательного бульона или появлению видимого роста бактерий на агаре, сравнивая с контролем. Наименьшая концентрация антибиотика, полностью подав​ляющая рост исследуемой культуры, принимается за МПК.

	Метод серийных разведений может быть использован для определения чувствительности к антибиотикам любых микро​организмов, включая прихотливых и медленно растущих, а также облигатных внутриклеточных паразитов (хламидий, риккетсий и вирусов). В последнем случае антимикробные пре​параты в различных концентрациях добавляют в среду для культивирования клеток, после чего клетки заражают чистой культурой тестируемого вируса или бактерии. Результат оцени​вают по ЦПД или с помощью серологических реакций, позво​ляющих обнаружить накопление антигенов возбудителя в за​раженных клетках (см. главу 10). Чаще всего с этой целью применяют иммунофлюоресцентный метод (ИФ). Наимень-Антибиотик   МПК (мкг/мл) 
чувстви-     промежу-       устой-тельные       точные         чивые (S)               (I)               (R)

Пенициллины

Бензилпенициллин: • для стафилококков                              <0,12           —            >0,25 • для других бактерий                             <1,5                            >1,5 Оксациллин • для Staphylococcus aureus                         <2              —              >4 • для других видов стафилококков          <0,25           —             >0,5 Метициллин                                               <2              —              >4 Ампициллин: • для стафилококков                              <0,25           —             >0,5 • для E.coli и других энтеробактерий       <8              16             >32 Карбенициллин: • для E.coli и других энтеробактерий         <16            32             >64 • для Pseudomonas aeruginosa                   <128           256           >512 Пиперрациллин • для E.coli и других энтеробактерий        <16            32             >64 • для Pseudomonas aeruginosa                     >64            —             >182 Азлоциллин                                              <64            —            >128

Цефалоспорины

Цефазолин                                                  <8              16             >32 Цефалотин                                                  <8              16             >32 Цефаклор                                                    <8              16             >32 Цефалексин                                                <8              16             >32 Цефуроксим                                                <8              16             >32 

	Антибиотик                                         МИК (мкг/мл)

чувстви-     промежу-       устой-тельные       точные         чивые (S)              (I)              (R)

Цефамандол                                                <8              16             >32 Цефотаксим                                                  <8           16—32          >64 Цефтриаксон                                              <8           16—32          >64 Цефоперазон                                            <16            32             >64 Цефтазидим                                                <8              16             >32 Цефепим                                                   <8             16             >32

Новые бета-лактамы

Имипенем                                                 <4              8              >16 Меропенем                                                 <4              8              >16

Хинолоны

Налидиксовая кислота                              ^16             —              >32 Ципрофлоксацин                                      <1              2               >4 Офлоксацин                                                <2               4               >8 Норфлоксацин                                          <4              8              >16

Аминогликозиды

Канамицин                                               <16            32             >64 Гентамицин                                                <4               8              >16 Тобрамицин                                              <4              8              >16 Амикацин                                                 <16             32             >64 Нетилмицин                                              <8              16             >32 Тетрациклины, макролиды, линкозамиды Тетрациклин                                             <2            4—8           >1б Доксициклин                                            ^4              8              >16 Эритромицин                                            <0,5           1—4             >8 Азитромицин                                             <2              4               >8 Кларитромицин                                        <2              4               >8 Алеандомицин                                          <2                               >8 Линкомицин                                             <2              4               >8 Клиндамицин                                         <0,25          0,5             >1 Антибиотики других групп Хлорамфеникол (левомицетин)                 <8              16             >32 Фузидиевая кислота                                   <2            4—8            >16 Рифампицин                                               <2               4               >8 Полимиксин                                        <50 ЕД/мл                  >:50 ЕД/мл Ванкомицин                                                <4           8—16           >32 Фурадонин                                                    ^32             64             2:128 


Микротест-системы для определения чувствительности к ан​тимикробным препаратам. Микротест-системы предназначены для быстрого определения клинической чувствительности к антибиотикам бактерий определенных видов или родственных групп. Тестируемые препараты в стандартных концентрациях находятся в лунках готовых пластиковых планшетов. Опреде​ляют чувствительность исследуемой культуры к двум концент​рациям каждого антибиотика: средней терапевтической и мак​симальной. Материал из изолированной колонии с помощью мерной бактериологической петли (объем 1 мкл) вносят в 5 мл стандартной питательной среды, содержащей индикатор, и го​товят суспензию. Готовую бактериальную суспензию разлива​ют в лунки планшета по 0,1 мл и инкубируют при оптимальных для данного вида бактерий условиях температуры и газового состава среды. О росте бактерий судят по изменению цвета индикатора, что позволяет существенно сократить сроки ис​следования. Если бактерии сохраняют жизнеспособность в при​сутствии антибиотика, выделение продуктов метаболизма при​водит к изменению цвета индикатора. Отсутствие изменения цвета свидетельствует о полном подавлении жизнедеятельнос​ти микроба. Результаты определяют через 4 ч инкубации с помощью спектрофотометра.

Определение клинической чувствительности бактерий к анти​микробным препаратам методом дисков (диффузионный тест). Метод основан на подавлении роста бактерий на плотной питательной среде под действием антибиотика, содержащегося в бумажном диске. В результате диффузии препарата в агар вокруг диска образуется градиент концентрации антибиотика. Размер зоны подавления роста зависит от чувствительности бактерии и свойств препарата (в частности, скорости диффузии в агаре). Для определения чувствительности в клинической практике применяют готовые стандартные диски со строго определенным содержанием антибиотиков. Содержание пре​парата определяется исходя из терапевтических концентраций каждого антибиотика и средних значений МПК для патоген​ных бактерий. Название препарата и его количество обозначе​но на каждом диске. Для определения чувствительности из исследуемой бактериальной культуры готовят взвесь, содержа​щую стандартное количество жизнеспособных клеток, и засе​вают газоном в чашки Петри (диаметр 100 мм) на среды Мюллера-Хинтон или АГВ (специальные среды, не препятст​вующие диффузии антимикробных веществ и не оказывающие на них негативного воздействия). Диски на засеянную поверх​ность накладывают с помощью аппликатора на расстоянии 2,5 см от центра чашки по кругу (рис. 7.2.1). На чашку поме​щают не более 5 дисков. Посевы инкубируют 18—20 ч при 35 °С. При корректном выполнении процедуры на фоне рав​номерного бактериального газона вокруг дисков образуются

	Антибиотик                            Диаметр зоны задержки роста (мм)

чувстви-     промежу-      устой-тельные       точные        чивые (S)              (I)              (R)

Пенициллины

Бензилпенициллин: • при испытании стафилококков            £20         21—28          >29 • при испытании других бактерий          £10         11—16          £17 Ампициллин: • при испытании стафилококков            £20         21—28          £29 • при испытании грамотрицатель-ных бактерий и энтерококков               <9          10—13         >14 Карбенициллин (25 мкг)                         <14         15—18         >19 Карбенициллин (100 мкг) при испытании P. aeruginosa                           <11          12—14          £15 Метициллин                                             £13          14—18          £19 Оксациллин (10 мкг)                               £15         16—19          £20 Азлоциллин (для P. aeruginosa}                  £13          14—16          £16 Пиперациллин (для P. aeruginosa)             <17             —             >18 Азтреонам                                                  <15          16—21          >22

Цефалоспорины

Цефалотин                                               £14         15—18          £19 Цефазолин                                               <14         15—18          >19 Цефуроксим                                             £14         15—18          >19 Цефокситин                                            <14         15—18         £19 Цефотаксим                                             <14         15—20          >21 Цефтриаксон                                            £14         15—20          £21 Цефоперазон                                            £14         15—18          £19 Цефтазидим                                             £14         15—17          £18 Цефалексин                                               £14          15—18          £19 Цефаклор                                                   £14          15—18          £19 Цефиксим                                                  £15          16—19          £20 Цефепим*                                                   <14          15-17          £18 


	Антибиотик                            Диаметр зоны задержки роста (мм)

чувстви-    промежу—      устой -тельные       точные         чивые (S)               (I)               (R)

Новые бета-лактамы

Имипенем*                                               <13          14—15          >16 Меропенем*                                             <13          14—15          >16

Хинолоны

Ципрофлоксацин                                    <15         16—20         >21 Офлоксацин                                             <12         13—16          >17 Налидиксовая кислота*                           <12         13—17          >18

Аминогликозиды

Стрептомицин                                           <16          17—19          >20 Канамицин                                                <14          15—18          >19 Гентамицин                                                <15             —              >16 Сизомицин                                                 <15             —              £16 Тобрамицин                                             <14             —             >15 Амикацин                                                 <14         15—16          >17 Нетилмицин                                             <12         13—14          >15

Тетрациклины, макролиды, линкозамиды

Тетрациклин                                             <16          17—20          >22 Доксициклин                                           <15         16—19          >20 Эритромицин                                           <17         18—21          >22 Азитромицин                                            <13          14—17          >18 Рокситромицин*                                      <14         15—18          >19 Кларитромицин*                                      <13          14—17          >18 Линкомицин                                              <19         20—23          >24 Клиндамицин                                            <14          15—20          >21 Олеандомицин                                         <16          17—20          >21

Антибиотики других групп

Хлорамфеникол                                        <15          16—18          >19 Фузидиевая кислота                                 <16          17—20          >21 Рифампицин                                            <12         13—15          >16 Полимиксин                                             <11          12—14         >15 Ванкомицин: • для стафилококков                               <11             —             >12 • для энтерококков                                  <14         15—16          >17 Ристомицин                                              <9          10—11          >12 Фурадонин                                                 <15          16—18          >19 Фурагин                                                    <15          16—18          >19 

	Номер       Разведение антибиотика      Концентрация         Рост бактерий пробирки                                                 антибиотика,           (помутнение мкг/мл                    среды)

1                        1:100                           100                        -2                       1:200                           50                        -3                       1:400                          25                        -4                        1:800                          12,5                        -5                       1:1600                         6,25                        + 6                       1:3200                         3,12                        + 7         Среда без антибиоти-              —                          + ка (контроль) 


Е-теста нанесена шкала значений МПК. При помещении по​лоски на поверхность агара регулируемый процесс диффузии обеспечивает создание в питательной среде вокруг полоски стабильного градиента концентрации препарата, соответствую​щего шкале. Процедура определения чувствительности с помо​щью Е-теста осуществляется аналогично тестированию мето​дом дисков. После инкубации посева вокруг полоски образу​ется зона задержки роста, имеющая форму эллипса. Значение МПК соответствует месту пересечения эллипсовидной зоны с полоской Е-теста. Для интерпретации результатов (оценки клинической чувствительности) используют стандартные кри​терии (табл. 7.2.3).

Глава  8

ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Введение. Экология микроорганизмов является разделом об​щей микробиологии и изучает взаимоотношения микро- и макроорганизмов, совместно обитающих в определенных био​топах. В естественных средах обитания (почве, воде, воздухе, живых организмах) микробы входят в состав различных био​ценозов. Экология микробов, вызывающих заболевания чело​века, определяется их способностью выживать во внешней среде, менять хозяев, сохраняться в организме хозяина на фоне действия иммунной системы, а также связана со способами их распространения, передачи и рядом других факторов. Оценка ряда экологических условий является одной из главных задач санитарной микробиологии.

Санитарно-бактериологические исследования лежат в осно​ве практической работы санитарных врачей и эпидемиологов при санитарно-гигиенической оценке объектов окружающей среды, пищевых продуктов, напитков и т.д. и играют ведущую роль в профилактике инфекционных болезней. Важным объ​ектом изучения медицинской микробиологии является нор​мальная микрофлора организма человека, которая включает микробы, обитающие на кожных покровах, слизистых оболоч​ках различных органов (полости рта, зева, носоглотки, верхних участков дыхательных путей, кишечника, особенно толстой кишки, и т.д.). Одни из них являются постоянными (облигат-ными) обитателями организма человека, другие — временными (факультативными или транзиторными). Нормальная микро​флора — это жизненно важная система организма, которая обеспечивает защиту от многих патогенных микробов, созре​вание и стимуляцию иммунной системы, продукцию ряда ви​таминов и ферментов, участвующих в пищеварении, и др.

Качественный и количественный состав микрофлоры человека меняется в течение жизни и зависит от пола, возраста, харак​тера питания и др. Кроме того, колебания в составе микро​флоры человека могут быть обусловлены возникновением заболеваний и применением лекарственных препаратов, преж​де всего антибиотиков и иммуномодуляторов. Оценка ка​чественного и количественного состава микрофлоры орга​низма человека по определенным показателям позволяет вы​явить его нарушение (дисбактериоз) и связанные с ним по​следствия.

Тема  8.1. МИКРОФЛОРА ВОДЫ, ВОЗДУХА И ПОЧВЫ. МЕТОДЫ САНИТАРНО-БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ВОДЫ, ВОЗДУХА И ПОЧВЫ

План

Программа

Микрофлора воды, воздуха и почвы.

Санитарно-показательные микроорганизмы и их зна​чение.

Методы определения коли-индекса,  коли-титра и микробного числа воды.

Методы определения микробного числа воздуха.

Методы определения перфрингенс-титра, коли-титра и микробного числа почвы.

Демонстрация
Санитарно-бактериологическое исследование воды методом мембранных фильтров.

Санитарно-бактериологическое исследование воздуха. 

Аппарат Кротова. Рост микроорганизмов на МПА в чашке Петри. Рост гемолитических стрептококков на кровяном агаре.

Санитарно-бактериологическое исследование почвы. 

Рост Proteus vulgaris (по Шукевичу).

Задание студентам

Провести оценку санитарно-бактериологического со​ стояния воды по результатам определения микробного числа, коли-индекса и коли-титра.

Провести оценку санитарно-бактериологического со​ стояния воздуха по результатам определения микроб​ного числа.

Провести оценку санитарно-бактериологического состояния почвы по результатам определения микробного числа, коли-титра, перфрингенс-титра и титра термофильных бактерий.

	Объект        Характер загрязнения      Санитарно-показательные бактерии

Вода           Фекальное                     Бактерии группы кишечных па​лочек Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterococ-cus faecalis
Почва         То же                            Те же бактерии и клостридии ( Clostridium perfringens, С/, sporo-genes и др.) Промышленно-быто-   Термофильные бактерии, Proteus вые (разлагающиеся     vulgaris отбросы)

Пищевые   Фекальное                     Бактерии группы кишечных па-продукты                                          лочек S. faecalis, P. vulgaris Орально-капельное      Staphylococcus aureus
Предметы   Фекальное                     Бактерии группы кишечных па-обихода                                            лочек, P. vulgaris, E. faecalis Орально-капельное      S. aureus
Воздух        То же                            S. aureus, S. pyogenes
Вода,          Промышленное            Производственные штаммы мик-почва,                                               робов воздух 


О микробной обсемененности судят по микробному числу — общему количеству микробов, содержащихся в единице объема или массы исследуемого объекта (1 мл воды, 1 г почвы, 1 м3 воздуха). Содержание санитарно-показательных бактерий оце​нивают по двум показателям — титру и индексу. За титр при​нимают тот минимальный объем или массу исследуемого ма​териала, в которых обнаруживают санитарно-показательные бактерии; индекс показывает количество санитарно-показа​тельных бактерий, содержащихся в 1 л жидкости, 1 г плотных веществ, 1 м3 воздуха. К санитарно-показательным бактериям относятся представители облигатной микрофлоры организма человека и теплокровных животных, для которых средой оби​тания являются кишечник или респираторный тракт. Они об​ладают следующими свойствами: 1) постоянно выделяются в большом количестве из организма во внешнюю среду; 2) не имеют других мест обитания; 3) способны сохраняться в окру​жающей среде в течение тех же сроков, что и патогенные бактерии, паразитирующие в кишечнике или респираторном тракте; 4) не способны интенсивно размножаться на каких-либо объектах вне организма хозяина и изменять свои свойст​ва. Перечисленные признаки присущи ряду бактерий, которые признаны санитарно-показательными для различных объектов окружающей среды (см. табл. 8.1.1).

Санитарно-показательными микробами, свидетельствующи​ми о фекальном загрязнении окружающей среды, являются бак​терии группы кишечной палочки (БГКП). Они принадлежат к разным родам семейства Enterobacteriaceae. Дифференциально-диагностические признаки БГКП представлены в табл. 8.1.2. Обнаружение E.coli в каких-либо объектах окружающей среды или пищевых продуктах считается наиболее достоверным по​казателем свежего фекального загрязнения. Наличие бактерий родов Citrobacter и Enterobacter указывает на относительно дав​нее фекальное загрязнение. Присутствие Clostridium perfrin-gens, С. sporogens и других клостридий в почве свидетельствует о ее фекальном загрязнении, причем как свежем, так и давнем, поскольку эти бактерии образуют споры, что позволяет им длительно сохраняться в окружающей среде (в частности, в почве). Обнаружение в объектах окружающей среды Enterococ-cusfaecalis также свидетельствует об их фекальном загрязнении. К группе термофильных бактерий относятся неродственные бактерии, представители различных семейств, способных раз​множаться при температуре 60 °С и выше (Lactobacillus lactis, Streptococcus thermophilus и др.). Они не являются постоянными обитателями кишечника человека и не служат критериями фекального загрязнения окружающей среды. Резкое увеличе​ние количества этих бактерий может свидетельствовать о за​грязнении почвы разлагающимися отбросами, поскольку они размножаются в саморазогревающемся навозе и компостах.

	Вид бактерий                                              Признак

продук-    метило-      реак-      индоло-    рост на     рост в ты сбра-       вый       ция Фо-    образо-    цитрат-    присут-живания   красный     геса—       вание         ной         ствии Проска-                        среде         KCN уэра

Escherichia       Смесь          +            —            +            —            — coli                   кислот Citrobacter       То же          +            —            р             +             + freundii Enterobacter     Бутан-         —            +            —            +            + aerogenes         диол 


тельно перемешивают с водой. Посевы инкубируют при 37 "С в течение 1—2 сут. Воду из открытых водоемов засевают па​раллельно на две серии чашек, одну из которых инкубируют при 37 °С в течение 1 сут, а другую — 2 сут при 20 "С. Затем подсчитывают количество выросших на поверхности и в глу​бине среды колоний и вычисляют микробное число воды — количество микроорганизмов в 1 мл.

Определение коли-титра и коли-индекса воды. Коли-mump воды — минимальное количество воды (мл), в котором обна​руживаются БГКП. Коли-индекс — количество БГКП в 1 л во​ды. Эти показатели определяют титрационным (бродильным) методом или методом мембранных фильтров.

Метод титрования. Производят посев различных объ​емов воды в глюкозопептонную среду (1 % пептонная вода, 0,5 % раствор глюкозы, 0,5 % раствор хлорида натрия, инди​катор Андреде и поплавок), причем для посевов больших ко​личеств (100 и 10 мл) используют концентрированную среду, содержащую 10-кратные количества указанных веществ.

Воду открытых поверхностных водоемов исследуют в объ​емах 100; 10; 1,0 и 0,1 мл. Для исследования водопроводной воды делают посевы трех объемов по 100 мл, трех объемов по 10 мл и трех объемов по 1 мл. Посевы инкубируют в течение 1 сут при 37 "С. О брожении судят по наличию пузырьков газа в поплавке. Из забродивших или помутневших проб произво​дят посевы на среду Эндо. Из выросших колоний делают мазки, окрашивают по методу Грама и ставят оксидазный тест, позволяющий дифференцировать бактерии родов Escherichia., Citrobacter и Enterobacter от грамотрицательных бактерий семей​ства Pseudomonadaceae и других оксидазоположительных бак​терий, обитающих в воде. С этой целью стеклянной палочкой снимают 2—3 изолированные колонии с поверхности среды, наносят штрихом на фильтровальную бумагу, смоченную ди-метил-п-фенилендиамином. При отрицательном оксидазном тесте цвет бумаги не изменяется, при положительном она окрашивается в синий цвет в течение 1 мин. Грамотрицатель-ные палочки, не образующие оксидазу, вновь исследуют в бродильном тесте — вносят в полужидкий питательный агар с 0,5 % раствором глюкозы и инкубируют при 37 "С в течение 1 сут. При положительном результате определяют коли-титр и коли-индекс по статистической табл. 8.1.3.

Метод мембранных фильтров. Мембранный фильтр № 3 помещают в воронку Зейтца, вмонтированную в колбу Бунзена, которая присоединяется к вакуумному насосу. Мем​бранные фильтры предварительно стерилизуют кипячением в дистиллированной воде. Воду из водопроводной сети и воду артезианских скважин фильтруют в объеме 333 мл. Чистую воду открытого водоема фильтруют в объеме 100, 10, 1,0 и 0,1 мл, более загрязненную перед фильтрованием разводят стерильной

	Количество положительных        Коли        Пределы индекса     Коли -титр результатов                     индекс

из 3 объ- из 3 объ- из 3 объ-                      нижний    верхний емов по    емов по    емов по

100 мл       10 мл         1 мл

000         Менее 3        —            —       Более 3300 001               3             0,5            9              333 010              3             0,5           13             333 1             00              4             0,5           20             250 101              7               1            21             143

3             3             2            1100          150        4800           0,9 333        Более! 100       -            —        Менее 0,9 


	Показатель                                             Норматив

Число микробов в 1 мл воды, не более                                  100 Число бактерий группы кишечных палочек в 1 л воды           3 (коли-индекс), не более 


миксиновая и др.), инкубируют при 37 °С в течение 2 сут, через I 24 и 48 ч производят высевы на плотные элективно-дифферен​циальные среды: агар КФ, агар ТТХ (среда с трифенилтетра-золий-хлоридом), полимиксинтеллуритный агар. Идентифици​руют стрептококки по виду колоний, морфологии клеток и окраске по методу Грама. На среде с ТТХ стрептококки обра​зуют колонии темно-красного цвета, на агаре с теллуритом — черного цвета.

Состав сред. Среда КФ: 2 % питательного агара, 1 % дрожжевого экстракта, 2 % лактозы, 0,4 % азида натрия, 0,06 % карбоната натрия, индикатор бромкрезоловый красный.

Полимиксиновая среда: 2 % питательного агара, 1 % дрожжевого экстракта, 1 % глюкозы, полимиксин М 200 ЕД/мл, индикатор бромтимоловый синий.

Полимиксинтеллуритный агар: 2 % питательного агара, 1 % дрожжевого экстракта, 1 % глюкозы, кристалличес​кий фиолетовый 1:800 000, полимиксин М 200 ЕД/мл, 0,01 % теллурита калия.

Агар трифенилтетразолий-хлорид (ТТХ): 2 % пита​тельного агара, 1 % дрожжевого экстракта, 1 % глюкозы, кристаллический фиолетовый 1:800 000, 0,01 % ТТХ.

При определении индекса E.faecalis пользуются статистичес​кими таблицами, применяемыми при установлении коли-ин-декса. Кроме того, с этой целью используют метод мембранных фильтров. Для обнаружения патогенных бактерий воду пропус​кают через мембранные фильтры, которые затем помещают в жидкие элективные среды или на поверхность плотных диф​ференциально-диагностических сред.

•   Санитарно-бактериологическое исследование воздуха

Определение микробного числа воздуха. Количественные ми​кробиологические методы исследования воздуха основаны на принципах осаждения (седиментации), аспирации или фильт​рации.

Седиментационный метод. Две чашки Петри с пита​тельным агаром оставляют открытыми в течение 60 мин, после чего посевы инкубируют в термостате при 37 "С. Результаты оценивают по суммарному числу колоний, выросших на обеих чашках: при наличии менее 250 колоний воздух считается чис​тым; 250—500 колоний свидетельствует о загрязнении средней степени, при количестве колоний более 500 — загрязненным.

Аспирационный метод. Это более точный количест​венный метод определения микробного числа воздуха. Посев воздуха осуществляют с помощью приборов. Аппарат Кротова (рис. 8.1.1) устроен таким образом, что воздух с заданной скоростью засасывается через узкую щель плексигласовой пластины, закрывающей чашку Петри с питательным агаром.
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	Место отбора проб                 Микробное число   S.aureus (в 250 л)

Операционные до начала работы                      Не более    500    Не допускается во время работы                        »      »      1000    То же Родильные комнаты                        »      »      1000      »  » Палаты для недоношенных детей   »      »       750      »  » 

	Характеристика почвы       Коли-титр         Перфрингенс-        Количество титр             термофильных бактерий в 1 г почвы

Чистая                       1,0 и выше       0,01 и выше      102— 103 Загрязненная             0,9—0,01            0,009—0,0001     От 1 03 до 1 05 Сильно загрязнен-    0,009 и ниже     0,00009 и ниже От 105 до 4хЮ6 нал 


Задание студентам

Определить присутствие E.coli на коже рук и предме​тах обихода методом смывов; сделать заключение.

Провести санитарно-бактериологическую оценку мо​лока, лимонада, мяса и мясных консервов.

Перечислить продукты, подлежащие контролю на микотоксины, антибиотики, консерванты, пестициды.

Методические указания

Определение фекального загрязнения предметов обихода (ин​вентарь, оборудование, мебель, посуда, игрушки и др.) и рук персонала. Стерильным ватным тампоном, увлажненным изо​тоническим раствором хлорида натрия, делают смыв с иссле​дуемого предмета. Тампон помещают в среду Кесслера или втирают в поверхность среды Эндо. Посевы на плотных средах инкубируют при 37 "С, на жидких средах — при 43 °С.

Обсемененность предметов обихода золотистым стафило​кокком и фекальным стрептококком устанавливают аналогич​ным способом, используя для этого соответствующие питатель​ные среды (см. методы исследования воды и воздуха).

Санитарно-бактериологическое исследование молока и молоч​ных продуктов. О санитарно-бактериологическом состоянии молока и молочных продуктов судят по микробному числу и коли-титру. Для определения микробного числа пастеризован​ное молоко разводят стерильным изотоническим раствором хлорида натрия (1:10, 1:100, 1:1000) и по 1 мл каждого разве​дения выливают на дно стерильных чашек Петри, которые заливают расплавленным и остуженным агаром. Посевы инку​бируют при 37 °С в течение 1 сут, после чего подсчитывают количество выросших колоний. Для определения коли-титра цельное пастеризованное молоко засевают в 6 пробирок со средой Кесслера: в 3 пробирки вносят по 1 мл молока, а в остальные 3 — по 0,1 мл молока (1 мл молока разводят в 10 раз стерильной водой). Посевы инкубируют при 43 °С в тече​ние 1 сут, после чего из забродивших проб делают посевы на среду Эндо и инкубируют при 37 °С. Из выросших колоний красного цвета готовят мазки, окрашивают по методу Грама, микроскопируют и делают посев на среду Козера, а также в пептонную воду с 1 % глюкозы. Пробирки с посевами на среде Козера инкубируют при 37 "С, а на среде с глюкозой — при 43 °С в течение 1 сут. При оценке результатов учитывают бактерии, вызывающие брожение глюкозы с образованием кислоты и газа, но не дающие роста на цитратной среде Козера.

Аналогичным образом исследуют сливки, молочнокислые продукты, мороженое. Определяют величину коли-титра и про​водят оценку продукта в соответствии с нормативами (табл. 8.2.1; 8.2.2). Для обнаружения в молоке патогенных бактерий

	Кишечная палочка обнаружена в следующих объемах, мл     Коли-титр, мл 1,0             1,0             1,0             1,0             1,0             1,0 —            —            —            —            —            —      Более 3,0

4-                                                                                                            40

i                                                                                            -*—                          — -                          — •              J )\J
+             +            _____       Менее 3,0 +            +            +            ---      Более 0,3 +            +            +            +            -            -      0,3 +            +            +            +            +            -      Менее 0,3 +            +            +            +            +            +       Более 0,03 


	Продукт                        Микробное        Коли-    Регламентирую-число — допус-      титр       щий документ тимое количест-       не во микробов в      менее 1 мл или 1 г, не более

Молоко пастеризованное в бутылках и пакетах: группа А                               5хЮ4                  3,0        ГОСТ 13277-79 группа Б                                105                     0,3 Молоко во флягах и цис-    2x1 05                  0,3         ГОСТ 13277-79 тернах Сливки пастеризованные: группа А                           105                      3,0         ОСТ 4964-74 группа Б                          2хЮ5                  0,3 Кисломолочные продукты    Наличие толь-   0,3        ОСТ 4929-84 (кефир, простокваша, аци-  ко микрофло-дофилин)                              ры закваски Молоко сгущенное с саха-   105                     0,1         СТ 1390-78 ром Кофе со сгущенным моло-   3,5хЮ4               0,3         ГОСТ 719-54 ком и сахаром Какао со сгущенным моло- 3,5хЮ4               0,3         ГОСТ 718-54 ком и сахаром Мороженое                            105                      0,3         ОСТ 41 156-80 Детские молочные смеси       5x1 02                   11,1       Инструкция пастеризованные и вареные                                           ГС К 123-13, 132-1469 


Состав сред. Среда Козера: дистиллированная вода, 0,15 % фосфата натрия-аммония, 0,1 % фосфата калия одно-замещенного, 0,02 % сульфата магния, 0,25 % цитрата калия.

Санитарно- бактериологическое исследование напитков (лимо​над, минеральные воды). При исследовании лимонада и мине​ральных вод определяют микробное число и коли-титр, ис​пользуя при этом методы, применяемые для исследования пи​тьевой воды. Перед проведением исследования лимонад нейтрализуют 10 % раствором гидрокарбоната натрия, прове​ряя реакцию среды с помощью лакмусового индикатора. Ото​бранные пробы минеральной воды выдерживают при 43 °С в течение 1 ч для удаления избытка газа. Коли-титр определяют методом мембранных фильтров. С этой целью 500 мл напитка фильтруют через мембранные фильтры (100 мл через 1 фильтр), после чего последние промывают стерильной водой для удале​ния остатков минеральных солей и помещают на поверхность среды Эндо. Посевы инкубируют при 37 "С. После определе​ния коли-индекса вычисляют коли-титр.

Санитарно-бактериологические нормативы для лимонада и минеральных вод соответствуют нормативам питьевой водо​проводной воды. Такие же требования предъявляют к воде, используемой для приготовления кваса и различных фрукто-во-ягодных безалкогольных напитков.

Санитарно-бактериологическое исследование мяса, колбасных изделий и мясных продуктов. При микроскопическом исследо​вании мяса определяют количество бактерий в мазках-отпечат​ках, которые готовят из кусочков мяса размером 2x1,5x2,5 см. Мазки окрашивают по методу Грама и микроскопируют. Мясо считается свежим, если в поле зрения обнаружено не более 10 бактериальных клеток.

Бактериологическое исследование колбасных изделий и мясных продуктов проводят в соответствии с ГОСТом 9958-81: определяют микробное число, а также устанавливают присут​ствие БГКП, сальмонелл, бактерий рода Proteus, коагулазопо-ложительных стафилококков и клостридий. Анализ проводят не позднее чем через 4 ч с момента отбора проб, которые берут с поверхностных и глубинных участков продукта. При иссле​довании глубинных участков образцы продукта предварительно обрабатывают спиртом и обжигают. К навескам продукта мас​сой 20 г добавляют 80 мл стерильного изотонического раствора хлорида натрия и гомогенизируют в электрическом смесителе. Для определения общего количества микробов в 1 г продукта делают посев 0,1 и 0,01 г продукта на питательный агар мето​дом пластинчатых разводок Коха, инкубируют 48 ч и подсчи​тывают число колоний. Для определения БГКП в 1 г продукта производят посев 5 мл взвеси на среду КОДА, которая является элективно-дифференциальной средой для БГКП и содержит питательный бульон, сульфанол, лактозу и бромтимоловый синий; инкубация продолжается 18—20 ч. При росте лактозо-положительных БГКП первоначальный синий цвет меняется на темно-зеленый или ярко-желтый. Специфические измене​ния на среде КОДА не требуют дальнейшего подтверждения. Определение сальмонелл проводят в навеске продукта не менее 25 г. Делают посев разведения навески в 100 мл среды обога​щения (Мюллера, Кауфмана), инкубируют 24 ч. При наличии Proteus spp. наблюдается ползучий рост. В мазках выявляют грамотрицательные палочки, определяют их подвижность и идентифицируют культуру бактерий. Для определения коагула-зоположительных стафилококков проводят посев 0,2 мл взвеси продукта на желточно-солевой агар, инкубируют посевы при 37 °С и при комнатной температуре. При обнаружении стафи​лококков проводят их идентификацию (см. тему 12.1). Для обнаружения анаэробных спорообразующих бактерий Clostri-dium perfringens делают посев 10-кратных разведений взвеси в сульфитциклосериновую среду (СЦС) и среду Вильсона—Бле-ра. Посевы инкубируют при 46 "С в течение 12 ч; при наличии С.perfringens наблюдается почернение среды. При положитель​ном результате посева разведения 10"1 считается, что в 1 г продукта содержится 10 клеток соответствующих бактерий; разведения 10~2 — 100 клеток и т.д.

Колбасные изделия и продукты из мяса в соответствии с действующими нормативами не должны содержать БГКП (в 1 г продукта), сальмонелл (в 25 г), бактерий рода Proteus и суль-фитредуцирующих клостридий (в 0,1 г); микробное число не должно превышать 103.

Санитарно-бактериологическое исследование консервов. При исследовании консервов определяют присутствие аэробных и анаэробных бактерий. По эпидемиологическим показаниям выявляют Clostridium botulinum и проводят исследование на наличие ботулинического токсина. Перед бактериологическим исследованием консервную банку проверяют на герметичность в сосуде с горячей водой, ставят контроль на бомбаж, выдер​живая в термостате при 37 "С в течение 5 сут, после чего моют теплой водой, высушивают, протирают спиртом и обжигают верхнюю крышку смоченным спиртом горящим ватным там​поном. Извлеченное из банки содержимое засевают для выяв​ления аэробной флоры в две пробирки с бульоном, а для обнаружения анаэробной микрофлоры — в две пробирки со средой Китта—Тароцци, содержащей 0,15 % агара. Посевы инкубируют при 37 °С в течение 5 сут. При появлении призна​ков роста аэробные бактерии пересевают на питательный агар, среду Эндо, скошенный агар (по Шукевичу) и на питательный агар с 1 % глюкозы. Из среды Китта—Тароцци берут 1—2 мл, вносят в чашки Петри и заливают расплавленным и охлажден​ным до 45—48 "С питательным агаром с 1 % глюкозы. После застывания на поверхность среды помещают стерильное предметное стекло (для создания анаэробных условий) и посевы инкубируют в течение 1 сут при 37 °С. Из выросших колоний получают чистую культуру, которую затем идентифицируют по обычной схеме.

Для выявления ботулинического токсина исследуемые про​бы консервов фильтруют и с фильтратом ставят реакцию ней​трализации токсина антитоксическими противоботулиничес-кими сыворотками типов А, В, С, Е, F на белых мышах или обнаруживают присутствие токсина с помощью других сероло​гических реакций (иммуноферментный анализ). В консервах не допускается присутствия C.botulinum и его токсина, С.рег-fringens и других патогенных бактерий.

Присутствие аэробной неспорообразующей флоры указыва​ет на недостаточную эффективность примененных методов консервирования и возможность порчи. Присутствие сапро​фитных аэробных бацилл (B.subtilis, B.mesentericus) является до​пустимым при герметичности и отсутствии бомбажа консерв​ных банок.

Кроме санитарно-бактериологических исследований, осу​ществляют контроль продуктов на присутствие других токсич​ных соединений: микотоксинов — зерновые культуры, кофе-бобы, сыры, овощи, фрукты; антибиотиков — мясо, птица, яй​ца, молоко; консервантов — молочные, мясные, овощные про​дукты, напитки; пестицидов — зерновые культуры, овощи, фрукты.

Тема 8.3. МИКРОФЛОРА ОРГАНИЗМА ЧЕЛОВЕКА

План

Программа

Особенности и основные понятия экологии микроор​ганизмов.

Качественные и количественные методы изучения со​става микрофлоры отдельных биотопов.

Значение нормальной микрофлоры в жизни человека.

Микробиологическое исследование при дисбактериозе.

а Демонстрация

Окрашенные мазки, приготовление из чистых культур бактерий, представителей облигатной микрофлоры че​ловека. Рост на скошенном агаре E.coli, Proteus vulgaris,
Staphylococcus epidermidis.

Микрофлора зубного налета.

Задание студентам

1. Приготовить мазки из зубного налета, микроскопиро-вать и зарисовать; сделать заключение.
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кровяной агар, для выделения E.coli— на среду Эндо, для вы​деления дрожжеподобных грибов рода Candida — на среду Са-буро. Посевы производят таким образом, чтобы получить со​считываемое количество колоний. Такие исследования повто​ряют через определенные сроки, чтобы сделать заключение о количественных изменениях состава микрофлоры в динамике заболевания (табл. 8.3.1).

Таблица 8.3.1. Состав нормальной, резидентной микрофлоры биото​пов организма человека

Микрофлора биотопа

Ориентировочное содержание микробов

 Кровь, лимфа, внутренние органы, головной и спинной мозг, спинномозговая жидкость

г—сравнительно часто встречаются: i Vaphylococcus epidermidis \saprophyticus (+) А пеЬас1епит spp. (+) А rtococcus spp. (+) А Г/Ля fo. (+) А зрр. А mas aeruginosa (-) А

1ечный тракт ^благоприятные условия для

йикрофлоры:

ъиз salivarius,

mitis, S. mutatis, S.sanguis (+) A Lactobacillus spp. (+) ah Bifidobacterium spp. (+) ah Leptotrichia buccalis (—) Veilonella spp. (—) ah Bacteroides spp. (-) ah Candida spp. A Treponema skoliodontum, T.denticola (—) A Neissena spp. (-) A Mycoplasma spp. A Staphylococcus spp. (+) A

Желудок — многие микроорганизмы погиба​ют при кислом значении рН, встречаются:

Sarcina ventriculi (+) А
Lactobacillus spp. (+) А

Candida spp. A
Тонкая кишка — в верхних отделах кишки микрофлора представлена скудно в связи с активностью ферментов. Число микроорга​низмов постепенно нарастает в илеоцекальном отделе

В норме не содержат микробов и являются стерильными

102-104 на 1 см3
108 в 1 мл слюны

Не более 103 в 1 мл содержимого

Около 105 в 1 мл со​держимого

Продолжение

Микрофлора биотопа

Ориентировочное содержание микробов

Толстая кишка — благоприятные условия для 1010 в 1 г фекалий

разнообразной микрофлоры, выделяются с

фекалиями:

Анаэробы (в совокупности)

Bacteroides spp.
(—)

Bifidobacterium spp.
(+)

Lactobacillus spp.
(+)

Clostridium spp.
(+)

Veilonella spp.
(—)
Аэробы
E.coli и др. энтеробактерии
(—)

Streptococcus faecalis
(+)

Bacillus spp.
(+)

Конъюнктива глаза — очень часто микроор​ганизмы полностью отсутствуют, могут встре​чаться:

Staphylococcus epidermidis
(+) А
Corynebacterium spp.
(+) А

Уши (наружный слуховой проход) — факуль​тативно встречаются:

Staphylococcus epidermidis         (+) А
Corynebacterium spp.
(+) А

Candida spp.
A
Дыхательная система (верхние дыхательные пути)

Staphylococcus saprophyticus
(+) А
Streptococcus spp.
(+) А
Klebsiella spp.
(—) A

Neisseria catarralis
(-) A
Candida spp. и др.

Мелкие бронхи, альвеолы и паренхима легких обычно не содержат микробов Мочеполовая система

Число микробов в со​вокупности составля​ет 1010 в 1 мл влага​лищного секрета. Со​отношение анаэробов к аэробам 10:1

Стерильна

Женские половые органы (влагалище и шей​ка матки)

Lactobacillus spp.
(+) ан
Corynebacterium spp.

(+)Ан

Peptococcus spp.

Полость матки
—

Мужские половые органы

Mycobacterium smegmatis
(+) А

Corynebacterium spp.
(+) А
Staphylococcus epidermidis
(+) A

и др.

	Микрофлора биотопа                               Ориентировочное содержание микробов

Дистальная треть уретры (женщин и муж​чин) Peptostreptococcus spp.                (+) ан Peptococcus spp.                         (+) ан Corynebacterium spp,                  (+) A Mycoplasma hominis                  A Staphylococcus epidermidis         (+) A

Моча в почках, мочеточниках и мочевом пу- Стерильна зыре При естественном мочеиспускании микробы Число микробов не попадают в мочу с наружного участка уретры должно превышать 103 КОЕ/мл 


Бактериологическое исследование трупов павших жи​вотных.

Методы изучения факторов вирулентности бактерий:

а)
изучение взаимодействия лиганд-рецепторного ап​парата;

б)
определение токсигенности микробов;

в)
определение ферментов патогенности.

5.
Особенности вирусных инфекций.

а Демонстрация

Капсула патогенных бактерий; окраска по методу Бурри—Гинса.

Корд-фактор Mycobacterium tuberculosis (метод Прайса); окраска по методу Циля—Нильсена.

а Задание студентам

Зарисовать демонстрируемые препараты: а) капсулу патогенных бактерий; б) корд-фактор М.tuberculosis.

Микроскопировать и зарисовать окрашенные метиленовым синим мазки-отпечатки из органов белой мы​ши, павшей после заражения культурой патогенных
бактерий. Определить присутствие бактерий во внут​ренних органах и тканях. Сделать заключение о форме инфекции и возможных причинах гибели животного.

Микроскопировать мазок со слизистой оболочки, ок​рашенный по методу Романовского—Гимзы. Найти и зарисовать "ключевые" клетки, покрытые адгезированными бактериями.

Микроскопировать и зарисовать мазок, демонстрирующий явление незавершенного фагоцитоза гонококков; окраска по методу Грама.

Учесть результаты опытов, поставленных с целью вы​явления факторов вирулентности стафилококков: ге​молизина, лецитиназы, плазмокоагулазы.

Определить гемолитическую активность бактериаль​ного экзотоксина (О-стрептолизина).

а Методические указания

Бактериоскопические методы выявления факторов вирулент​ности. Обнаружение капсулы у стрептококков (см. тему 2.2).

Выявление корд-фактора микобактерий. При выра​щивании микобактерий на предметных стеклах, погруженных в жидкую среду на основе цитратной крови, вирулентные штаммы вырастают в виде переплетающихся тяжей — корд-фактор. Для их обнаружения стекла окрашивают по методу Циля—Нильсена (см. рис. 14.3.2).

Выявление адгезии бактерий. При некоторых инфек​циях бактерии в большом количестве прикрепляются к мембране эпителиальных клеток. Обнаружить это явление можно с помощью микроскопических методов в мазках со слизистой оболочки пораженного органа, окрашенных по методу Рома​новского— Гимзы. Такие клетки получили название ключевых.

Выявление незавершенного фагоцитоза (см. рис. 15.2.1). При микроскопии наблюдается большое количество неразрушенных микроорганизмов, расположенных внутри про​фессиональных фагоцитов.

Определение экзоферментов и экзотоксинов — факторов па-тогенности. Гиалуронидаза гидролизует гиалуроновую кис​лоту, которая перестает образовывать сгусток при добавлении уксусной кислоты. Для определения этого фермента в пробир​ку с субстратом (гиалуроновой кислотой) вносят суточную культуру бактерий или фильтрат бульонной культуры и инку​бируют в течение 15 мин при 37 °С. Затем добавляют 2—3 капли концентрированной уксусной кислоты. В пробах, где содержится гиалуронидаза, не происходит образования сгустка.

Плазмокоагулаза выявляется при посеве испытуемой культуры в 0,4 мл стерильной цитратной плазмы крови. Посе​вы ингибируют при 37 °С в течение 2—5 ч. В случае выработки фермента происходит свертывание плазмы, а в контроле она остается жидкой.

Гемолизин определяют путем посева испытуемой куль​туры "бляшками" в чашки Петри с кровяным агаром. Чашки инкубируют в термостате при 37 °С в течение суток. В поло​жительном случае вокруг "бляшек" образуются прозрачные зоны гемолиза.

Определение титра гемолитической активности бактериального экзотоксина (0-стрептолизина). Из фильтрата бульонной культуры р-гемолитического стрептокок​ка готовят ряд двукратных серийных разведений. К каждому из них добавляют равный объем 5 % взвеси отмытых эритро​цитов кролика. Смесь инкубируют в термостате при темпера​туре 37 °С в течение 1 ч. Параллельно инкубируют контроль​ную взвесь эритроцитов в питательном бульоне того же соста​ва. Учет результатов производят по наличию гемолиза (крас​ная, прозрачная "лаковая" кровь) или отсутствию гемолиза (осадок эритроцитов). Определяют наибольшее разведение (титр) фильтрата бульонной культуры стрептококка, при кото​ром еще наблюдается гемолиз. В дальнейшем этим разведением пользуются при определении рабочей дозы О-стрептолизина для постановки антистрептолизиновой реакции.

Лецитиназа выявляется при посеве на агар с лецитином. Вокруг колоний бактерий, выделяющих фермент, образуется зона помутнения с перламутровым блеском.

Лецитиназная проба: для быстрого обнаружения и се​рологической идентификации а-токсина клостридий — возбу​дителей газовой гангрены — в раневом отделяемом определяют его лецитиназную активность в реакции нейтрализации с анти​сыворотками против токсинов клостридий разных видов (см. табл. 12.2.2). С этой целью исследуемый материал (раневое отделяемое) помещают в пробирки с раствором лецитина и добавляют антисыворотки. Присутствие лецитиназы в раневом отделяемом проявляется помутнением жидкости в пробирке. При нейтрализации лецитиназной активности токсина соот​ветствующей антисывороткой жидкость остается прозрачной. Цитотоксины. Для обнаружения некоторых бактериаль​ных токсинов, оказывающих цитопатическое действие на клет​ки (ЦПД), используют клеточные культуры. Бактерии выращи​вают в бульоне. Затем питательную среду отделяют от микро​бов и вносят в культуру чувствительных клеток. В положитель​ном случае после инкубации наблюдается характерное ЦПД. Бактериальные токсины различаются по характеру ЦПД, ко​торое может проявляться изменением формы, размеров клетки, появлением вакуолей в цитоплазме, нарушением целостности клеточного монослоя и т.д.

Методы определения вирулентности бактерий и активности бактериальных токсинов на экспериментальных животных

Экспериментальное заражение животных. Инфек​ционный процесс может быть искусственно воспроизведен пу​тем заражения лабораторных животных: кроликов, морских свинок, белых мышей, белых крыс и др. Это производится для изучения патогенности и вирулентности микроорганизмов, вы​деления чистой культуры возбудителя из различных материалов (метод биопробы), воспроизведения экспериментальной ин​фекции и других целей.

Заражают животных накожно, внутрикожно, подкожно, внутримышечно, внутривенно, внутрибрюшинно, перорально, интраназально, интратрахеально и интрацеребрально. Все ма​нипуляции осуществляют с помощью стерильных инструмен​тов. Перед началом опыта животных отбирают, взвешивают и маркируют. Мышь берут за хвост, опускают на стол, туловище быстро прижимают к столу двумя пальцами и, скользя ими по спине, захватывают кожу над головой и фиксируют животное в левой руке в растянутом положении. Взвесь микроорганиз​мов определенной концентрации набирают в шприц через иг​лу. Шприц держат как писчее перо в правой руке. При под​кожном заражении иглой прокалывают кожную складку на спине или у корня хвоста и медленно вводят содержимое шприца под кожу. Затем иглу быстро извлекают, прикрыв место инъекции ватой, смоченной спиртом. При внутрибрю-шинном заражении животное фиксируют головой вниз, чтобы кишечник переместился к диафрагме. В левой нижней трети живота делают прокол кожи, удерживая иглу под острым уг-
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пипетки выдувают в пробирку со средой. Из ткани легких готовят мазки-отпечатки и делают посевы.

Брюшную полость вскрывают продольным разрезом брю​шины ножницами, не задевая кишечник. Осматривают органы брюшной полости, отмечая в протоколе наличие экссудата, величину, цвет и консистенцию печени, селезенки, надпочеч​ников, брыжеечных лимфатических узлов. При необходимости делают посевы из этих органов на питательные среды.

Для приготовления мазков-отпечатков вырезают из печени, селезенки, почек небольшие кусочки ткани, берут их пинцетом и прикасаются к предметному стеклу поверхностью разреза. Мазки-отпечатки фиксируют в жидком фиксаторе и окраши​вают метиленовым синим. При микроскопии отмечают при​сутствие микроба-возбудителя в различных органах и тканях. Результаты посевов учитывают на следующий день после ин​кубации в термостате. Данные вскрытия трупа протоколируют. Труп животного после вскрытия подлежит уничтожению.

Глава  10
ПРИКЛАДНАЯ ИММУНОЛОГИЯ

Достижения современной фундаментальной иммунологии находят применение в области прикладной иммунологии, ко​торая занимается вопросами иммунодиагностики, иммунотера​пии, иммунопрофилактики и иммунокоррекции. Иммунодиаг​ностика решает несколько разных диагностических задач: оценки иммунного статуса организма, выявления и идентифи​кации специфических антигенов, выявления и количественно​го определения содержания специфических антител в сыворот​ке крови и других биологических жидкостях (серодиагностика), оценки эффективности клеточного и гуморального специфи​ческого иммунного ответа на конкретный антиген. Иммуноте​рапия включает применение иммунных сывороток или имму​ноглобулинов, содержащих специфические антитела, с целью лечения или экстренной профилактики конкретного заболева​ния путем создания пассивного иммунитета, а именно — вве​дения в организм готовых антител, способных нейтрализовать токсин или вирус и обеспечить специфическую защиту против возбудителя. Значительно реже с целью лечения хронических инфекций применяют препараты вакцин. Вакцины и анаток​сины составляют арсенал иммунопрофилактики, которая пре​следует цель индуцировать в организме человека выработку собственного активного иммунитета против конкретного анти​гена, входящего в состав вакцины или анатоксина. При выяв​лении у больного какого-либо типа иммунопатологии с целью иммунокоррекции используют препараты: иммунодепрессанты или иммуностимуляторы.
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Программа

Методы выявления и идентификации специфических антигенов, основанные на реакциях непосредственно​го связывания антигена с антителами: иммунофлюоресцентный метод, радиоиммунный метод, иммуноферментный метод.

Методы выявления и идентификации специфических антигенов, основанные на реакциях связывания анти​гена с антителами, проявляющихся изменением свойств антигена: реакция агглютинации, реакция преципита​ции, реакция иммобилизации, реакция нейтрализа​ции.

Демонстрация
Иммунофлюоресцентный метод для индикации при​сутствия в исследуемом материале возбудителей: бак​терий или вирусов.

Наборы ингредиентов для иммуноферментного и ра​диоиммунного методов.

Иммуноэлектрофореграммы.

Задание студентам

Поставить ориентировочную реакцию агглютинации на стекле с целью идентификации выделенной чистой культуры бактерий. Сделать заключение по результа​там реакции.

Протоколировать и оценить результаты РИГА, постав​ленной с целью выявления и идентификации бакте​риального экзотоксина в исследуемом материале. Сде​лать заключение по результатам реакции.

Протоколировать и оценить результаты реакции пре​ципитации в геле, поставленной с целью определения токсигенности возбудителя дифтерии. Сделать заклю​чение по результатам реакции.

Протоколировать и оценить результаты РТГА, постав​ленной с целью идентификации по гемагглютининам выделенного вируса гриппа. Сделать заключение по результатам реакции.

Методические указания

1. Иммунофлюоресцентный анализ. Один из наиболее чувст​вительных методов выявления связывания антител с антигена​ми в клетках и тканях — Иммунофлюоресцентный анализ. Спе​циальный флюоресцентный краситель (флюорохром) прикреп​ляется химической связью к молекуле специфического анти​тела, не нарушая его специфичности. Часто используют кра​ситель изотиоцианат флюоресцеина, обладающий желто-зеле​ной флюоресценцией. Красители, выбранные для иммунофлюоресцентного метода, активируются светом одной длины вол​ны (чаще — ультрафиолетовой части спектра), а сами испуска​ют лучи другой длины волны (видимого спектра). В люмине​сцентном микроскопе используется в качестве источника све​та, возбуждающего люминесценцию, ртутная лампа с системой селективных фильтров, пропускающих в окуляр только свет флюоресцирующего красителя. Прикрепляя разные красители к разным антителам, можно одновременно выявлять несколько антигенов в одной клетке.

Иммунофлюоресцентный метод является методом выбора для быстрого выявления и идентификации неизвестного мик​роорганизма в исследуемом материале, в связи с чем его на​зывают методом экспресс-диагностики.

Недостатком прямого иммунофлюоресцентного метода яв​ляется необходимость приготовления широкого набора флюо​ресцирующих специфических антител против каждого из изу​чаемых антигенов. Поэтому чаще используют непрямой имму-нофлюоресцентный метод, при котором связанные с антиге​ном специфические антитела (немеченые) выявляются с помо​щью флюоресцирующих антииммуноглобулиновых антител против иммуноглобулинов того вида, которому принадлежат антиген-специфические антитела.

Применяют и иммуногистохимический метод, при котором к специфическим антителам прикрепляется фермент (напри​мер, пероксидаза хрена), способный превратить бесцветный субстрат в окрашенные продукты его ферментативного разло​жения, видимые в обычный световой микроскоп.

Для использования при электронной микроскопии антиген-специфические антитела можно метить частицами золота, ло​кализация которых укажет на расположение соответствующего антигена.

При прямом иммунофлюоресцентном методе Кунса спе​цифические флюоресцирующие антитела образуют комплексы с микробными антигенами, которые светятся при люмине​сцентной микроскопии препаратов (рис. 10.1.2).

Непрямой метод предусматривает использование одной универсальной флюоресцирующей сыворотки — антиглобули-новой, содержащей антитела против кроличьих глобулинов, поскольку диагностические антисыворотки получают путем иммунизации кроликов. При этом на образующемся комплексе (специфические антитела + исследуемый антиген) фиксируют​ся флюоресцирующие антиглобулиновые антитела, обеспечи​вая его свечение при люминесцентной микроскопии (см. рис. 10.1.2).

На предметном стекле готовят мазок из исследуемого мате​риала, фиксируют на пламени и обрабатывают иммунной кро​личьей сывороткой, содержащей антитела против антигенов возбудителя. Для образования комплекса антиген—антитело
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Повышение специфичности и чувствительности иммуно-ферментного анализа, так же как и иммунофлюоресцентного и радиоиммунного методов, связано с использованием моно-клональных антител (МКАТ).

Для получения МКАТ мышей иммунизируют очищенным препаратом антигена, затем выделяют лимфоциты из селезенки и лимфатических узлов и проводят слияние их с миеломными клетками-партнерами. Неслившиеся миеломные клетки поги​бают, так как они дефектны по синтезу некоторых нуклеотидов и не могут выжить на селективной среде без этих нуклеотидов. Неслившиеся лимфоциты погибают в культуре из-за отсутст​вия в среде необходимых им трофических факторов. Выживают только гибридные клетки (гибридомы), унаследовавшие от ми-еломных клеток способность к пролиферации в культуре, а от лимфоцитов — способность к синтезу антител соответствую​щей специфичности. Надосадочную жидкость культур гибри​дом исследуют с помощью ИФА с соответствующим антиге​ном. После выявления клеток, секретирующих нужные анти​тела, их клонируют методом лимитирующих разведений, т.е. клетки разводят таким образом, чтобы получить дочернюю культуру из одной клетки. Тогда все потомство будет генети​чески идентично: одна клетка дает один клон, который проду​цирует МКАТ.

3. Радиоиммунный анализ. Радиоиммунный анализ (РИА) является чрезвычайно чувствительным методом, который мо​жет быть использован для количественного определения лю​бого антигена. Чувствительность метода позволяет выявлять незначительные количества антигена.

Для проведения жидкостного радиоиммунного анализа очи​щенный известный антиген метят радионуклидами, чаще всего 1251. В этом случае используют конкурентный вариант связы​вания, когда для определения количества антигена в исследу​емом образце оценивают его способность конкурировать с меченым референс-антигеном в связывании со специфическими антителами. Образующиеся комплексы антиген—антитело выде​ляют осаждением (сульфатом аммония или антиантителами) и определяют их радиоактивность в сопоставлении с радиоактив​ностью несвязанного антигена в надосадочной жидкости. Ис​пользование ряда концентраций немеченого антигена позволяет построить стандартную калибровочную кривую, с помощью которой определяется концентрация исследуемого антигена.

Более современный метод — твердофазный РИА, при кото​ром специфические антитела фиксируются на твердой фазе, к ним добавляется исследуемый антиген, а затем меченый стан​дартный антиген. Определение связанной и несвязанной метки позволяет построить калибровочную кривую и определить ко​личество исследуемого антигена.

РИА широко применяют для количественного определения различных веществ: гормонов (инсулина, гормона роста, адре-нокортикотропного гормона, трииодтиронина, тироксина, эст​рогена), белков сыворотки крови (IgE, сс-фетопротеина и др.), метаболитов (фолиевой кислоты, циклических нуклеотидов и др.), лекарственных препаратов (дигоксина, дигитоксина, мор​фина), микробных антигенов (HBsAg).

4.
Реакция агглютинации. В лабораторной диагностике ин​фекционных заболеваний реакцию агглютинации очень часто применяют для идентификации видов и сероваров (серотипирование) бактерий с помощью диагностических агглютиниру​ющих сывороток. Реакция агглютинации (РА) на стекле (плас​тинчатая реакция агглютинации) ставится с одним разведением диагностической агглютинирующей сыворотки, которое в за​висимости от ее титра составляет 1:10, 1:25, 1:50 или 1:100.

Предметное стекло делят на квадраты восковым каранда​шом. В один квадрат наносят каплю изотонического раствора хлорида натрия, в другой — каплю сыворотки. Затем петлей в каждую каплю вносят небольшое количество бактериальной культуры и перемешивают круговыми движениями в каждой капле до получения равномерной взвеси. Стекло можно слегка подогреть, высоко держа над пламенем горелки в течение 2—4 мин. Реакция протекает быстро. Наблюдают за появлени​ем зерен и хлопьев агглютината в каплях. Учет производят через 3—5 мин (рис. 10.1.3).

Кроме специфической агглютинации бактерий, вызван​ной антителами, возможна спонтанная агглютинация (в отсутствие иммунной сыворотки). Спонтанную агглютинацию
дают R-формы бактерий, не образующие гомогенной взвеси в изотоническом растворе хлорида натрия и осаждающиеся в виде клеточных агрегатов. При кислой реакции среды в резуль​тате снятия одноименного заряда с поверхности бактериальных клеток в изоэлектрической зоне также происходит склеива​ние — наступает "кислотная" агглютинация. Чтобы ис​ключить возможность учета ложноположительных результатов спонтанной агглютинации, всегда ставят контрольную пробу с < изотоническим раствором хлорида натрия.

5.
Реакция непрямой гемагглютинации. Реакция непрямой гемагглютинации (РИГА) отличается значительно более высокой чувствительностью и специфичностью, чем реакция агг​лютинации. Ее используют для идентификации возбудителя по его антигенной структуре или для индикации и идентификации бактериальных продуктов — токсинов — в исследуемом пато​логическом материале. Соответственно используют стандарт​ные (коммерческие) эритроцитарные антительные диагностикумы, полученные путем адсорбции специфических антител на поверхности танизированных (обработанных танином) эритро​цитов. В лунках пластмассовых пластин готовят последователь​ные разведения исследуемого материала. Затем в каждую лунку
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Тема   10.2. МЕТОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ (СЕРОДИАГНОСТИКА)

Количество специфических антител в сыворотке крови можно определить методами непосредственного выявления связывания со специфическим антигеном. Два наиболее совре​менных метода серологических исследований: радиоиммунный и иммуноферментный. В любом случае нужен известный очи​щенный антиген, к которому прикрепляется метка: радионук-лидная или ферментная. Соответственно связывание меченого антигена с антителами учитывается радиометрическим или спек-трофотометрическим методом.

Кроме методов непосредственного выявления связывания антител с антигеном, используют серологические исследова​ния, основанные на изменении свойств антигена: реакции агглютинации, преципитации, иммунного лизиса, связывания комплемента, нейтрализации.

План

Программа

Методы непосредственного выявления связывания ан​тигена с антителами: радиоиммунный метод, иммуно​ферментный метод, иммунофлюоресцентный метод.

Методы связывания антигена с антителами, проявля​ющегося изменением свойств антигена: реакция агг​лютинации, реакция преципитации, реакции иммун​ного лизиса, реакция связывания комплемента, реак​ции нейтрализации.

Демонстрация

1. Диагностические препараты для выявления антител (диагностикумы).

Задание студентам

Протоколировать и оценить результаты развернутой реакции агглютинации, поставленной с целью опре​деления титра специфических антител в исследуемой сыворотке.

Протоколировать и оценить результаты РИГА, постав​ленной с целью серодиагностики.

Протоколировать и оценить результаты реакции преци​питации в геле, поставленной с целью серодиагностики.

Протоколировать и оценить результаты титрования ком​племента с целью расчета рабочей дозы комплемента.

Протоколировать и оценить результаты реакции свя​зывания комплемента (РСК), поставленной с целью серодиагностики.

Протоколировать и оценить результаты реакции Кумбса, поставленной с целью определения титра непол​ных антител в исследуемой сыворотке.

Протоколировать и оценить результаты иммуноферментного анализа с целью выявления специфических антител в исследуемых сыворотках.

Протоколировать и оценить результаты реакции флоккуляции, поставленной с целью титрования антиток​сической сыворотки.

Протоколировать и оценить результаты антистрептолизиновой реакции, поставленной с целью серодиагностики ревматизма.

10. Протоколировать и оценить результаты РТГА, постав​ленной с целью серодиагностики вирусной инфекции. Сделать заключение по результатам каждой серологи​ческой реакции.

Методические указания

Для приготовления сыворотки взятую из вены кровь в коли​честве 3—4 мл помещают в термостат при 37 °С на 10—15 мин. После свертывания крови сгусток отслаивают от стенок пробир​ки стеклянной палочкой и выдерживают при 4 °С в течение часа для лучшей ретракции сгустка и более полного отделения сы​воротки. Затем сыворотку осторожно отсасывают пипеткой.

1. Радиоиммунный метод. Количество специфических анти​тел в исследуемом образце можно определить, используя вари​ант конкурентного связывания: по их способности ингибиро-вать связывание радиоактивно меченных антител со специфи​ческим антигеном, фиксированным на твердой фазе. Но чаще используют метод выявления связавшихся с антигеном на твер​дой фазе специфических антител с помощью радиоактивно меченных антииммуноглобулиновых антител, специфичных к константной области молекулы иммуноглобулина. Проще все​го получить антииммуноглобулиновую сыворотку путем имму​низации животных одного вида иммуноглобулинами живот​ного другого вида. Такая антииммуноглобулиновая сыворотка будет связывать любые молекулы иммуноглобулинов соответ​ствующего вида (мышей, кроликов или других видов). Такую меченную радионуклидами антииммуноглобулиновую сыво​ротку против иммуноглобулинов человека используют в РИА для выявления связывания немеченых человеческих антител на фиксированном антигене. Эта антииммуноглобулиновая сыво​ротка "распознает" антитела разной специфичности, связыва​ясь с антигенными эпитопами в константной части молекул.

Используя РИА или ИФА, можно определить не только количество антигенспецифических антител, но и принадлеж​ность этих антител к тому или иному изотипу иммуноглобули​нов. Для этого используют антииммуноглобулиновые антитела, специфичные для отдельных изотипов иммуноглобулинов. Получение таких антииммуноглобулиновых антител начинается с иммунизации животного очищенным препаратом одного из изотипов иммуноглобулинов. Из полученной иммунной сыво​ротки путем многократной абсорбции удаляют все антитела, перекрестно реагирующие с иммуноглобулинами других изо​типов. Полученные антиизотипические антитела используют для определения количества антител каждого из изотипов в иммунной сыворотке, реагирующей с антигеном. Особая роль отводится антителам против IgE, которые позволяют опреде​лить количество иммуноглобулинов этого изотипа и специфи​ческих антител, относящихся к этому изотипу, при лаборатор​ной диагностике аллергических реакций анафилактического типа и атонических заболеваний.

Иммуноферментный анализ. Одним из наиболее чувстви​тельных методов выявления антител считается ИФА, который не уступает по чувствительности РИА и в то же время отлича​ется от него большей доступностью для обычных диагности​ческих лабораторий. Специфический антиген адсорбируют на поверхности лунок в пластинах из полистирола (поливинилхлорида). Фиксированный на пластине антиген инкубируют с испытуемыми человеческими сыворотками. После отмывания от несвязавшихся белков связанные иммобилизованными ан​тигенами иммуноглобулины выявляют с помощью антивидовой (античеловеческой) антииммуноглобулиновой сыворотки, меченной ферментом пероксидазой. После инкубации с суб​стратом (пероксидом водорода) и индикатором оценивают фер​ментативную активность по интенсивности окраски. Интен​сивность окраски, пропорциональную количеству сорбирован​ных на антигене антител, можно оценить визуально или с помощью спектрофотометра. В данной модификации удобна универсальность меченого реагента, который позволяет выяв​лять антитела к разным антигенам.

Иммуноэлектрофорез. Для выявления антител, специфи​ческих по отношению к отдельным антигенным компонентам в составе сложной смеси, например к отдельным антигенам
микроорганизмов, приходится прибегать к методам выделения белков из смеси. Одним из наиболее популярных методов выделения белков является электрофорез в полиакриламидном
геле (PAGE) в присутствии додецилсульфата натрия (SDS), который получил сокращенное обозначение: SDS-PAGE. Бел​ковые фракции распределяются в геле в соответствии с их
размерами. После этого разделенные в электрофоретическом поле белки переносят на нитроцеллюлярную пластину, где они обрабатываются специфической антисывороткой. Положение
белков, с которыми связываются специфические антитела, вы​является с помощью антииммуноглобулиновых антител, ме​ченных ферментом или радионуклидом. Этот метод получил
название Western blot и используется в качестве уточняющего при выявлении в сыворотке крови антител против вируса им​мунодефицита человека. Для этого белки вируса разделяют с помощью SDS-PAGE, разделенные белки переносят на плас​тину нитроцеллюлозы и проводят инкубацию с испытуемой сывороткой. Антитела из сыворотки связываются с разными антигенными фракциями, что выявляется с помощью фер-ментно-меченой антииммуноглобулиновой сыворотки против иммуноглобулинов человека.

4.
Иммунофлюоресцентный метод. Используется, например, в серодиагностике сифилиса. Мазок из взвеси T.pallidum на стекле обрабатывают исследуемой сывороткой, в которой по​дозревается присутствие специфических антител. Если в сыво​ротке имеются антитела против антигенов спирохеты, они свя​зываются с микробом. Избыток антител удаляют отмыванием.
Мазок дополнительно обрабатывают флюоресцирующей сыво​роткой против человеческих иммуноглобулинов. О выявлении специфических антител в исследуемой сыворотке будет свиде​тельствовать обнаружение светящихся спирохет при люмине​сцентной микроскопии мазка.

Аналогичным методом выявляют антинуклеарные антитела (антитела против ДНК) в сыворотке крови при ряде аутоим​мунных заболеваний, используя в качестве антигена ядерные клетки животного происхождения.

5.
Реакция развернутой агглютинации. Сначала готовят основное разведение сыворотки, из которого делают серию раз​ведений путем последовательного переноса 1 мл из предыду​щей пробирки в следующую пробирку ряда.  Из последней пробирки 1 мл разведенной сыворотки удаляют для сохранения одинакового объема. В контрольную пробирку (контроль анти​
гена) вносят 1 мл изотонического раствора хлорида натрия. В каждую пробирку с разведениями сыворотки и в контроль​ную пробирку вносят пастеровской пипеткой по 2 капли взвеси
бактерий, содержащей 3 млрд микробных тел в 1 мл. Пробирки встряхивают и помещают в термостат при 37 °С на 2 ч, затем сутки выдерживают при комнатной температуре. Учет реакции развернутой агглютинации производят, оценивая последователь​нл каждую пробирку, начиная с контрольных, при осторожном сшвании. В контрольных пробирках агглютинации не должыть. Интенсивность реакции агглютинации отмечают следу-ми знаками: "++++" — полная агглютинация (хлопья агг-F "1л|бтината в абсолютной прозрачной жидкости), "+++" — непол​на    Ля агглютинация Схлопья в слабоопалеспигпто]

*
агглютинация (хлопья в слабоопалесцирующей жидкости),

jt (*f+" — частичная агглютинация (хлопья четко различимы, жид​кость слегка мутная), "+" — слабая , сомнительная агглютинация (жидкость очень мутная, хлопья в ней плохо различимы), "—" — отсутствие агглютинации (жидкость равномерно мутная) (рис. 10.2.1).

За титр сыворотки принимают последнее ее разведение, в
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Как правило, в центральную лунку заливают стандартный раствор антигена, а в периферические — испытуемые сыворот​ки. В одну из периферических лунок вносят стандартную им​мунную сыворотку соответствующей специфичности, а в дру​гую — нормальную сыворотку для контроля. Антиген с сыво​ротками инкубируют во влажной камере при 37 "С в течение 24 ч, после чего учитывают количество и ширину полос пре​ципитации между центральной лункой с раствором антигена и лунками с исследуемыми сыворотками.

8. Реакция лизиса. Реакция связывания комплемента. Для постановки реакции лизиса и РСК используют комплемент, который содержится в сыворотке крови морских свинок. Ге​молитическая активность комплемента термолабильна и пол​ностью утрачивается при прогревании сыворотки в течение 30 мин при 56 СС. При адсорбции комплемента на комплексе антиген—антитело его действие проявляется реакцией лизиса антигена, если антиген корпускулярный, или не сопровожда​ется видимыми изменениями, если это мелкодисперсные или растворимые антигены. Для учета результатов РСК вводят вспо​могательную (индикаторную) гемолитическую систему. Она со​стоит из взвеси эритроцитов барана в изотоническом растворе хлорида натрия и гемолитической сыворотки кролика, полу​ченной путем его иммунизации упомянутыми эритроцитами. Положительная РСК характеризуется задержкой гемолиза вслед​ствие адсорбции комплемента системой антиген—антитело (рис. 10.2.3). Отрицательная РСК характеризуется наличием гемолиза, поскольку свободный комплемент связывается с ин​дикаторной системой антиген—антитело, т.е. эритроциты ба​рана — гемолитическая сыворотка кролика. РСК обладает вы​сокой чувствительностью и специфичностью, что позволяет использовать ее для серодиагностики многих заболеваний.

Для постановки РСК требуется точное определение коли​чественных соотношений всех ингредиентов, участвующих в реакции: исследуемой сыворотки, антигена, комплемента, ге​молитической сыворотки кролика и эритроцитов барана. По​этому постановке основного опыта предшествует титрование гемолитической сыворотки и выбор ее рабочего разведения, титрование других ингредиентов.

Постановка РСК должна сопровождаться контролями для проверки отсутствия антикомплементарных ингредиентов в препаратах антигенов и в исследуемой сыворотке. Антиком​плементарные свойства антигенов или сыворотки могут быть связаны с присутствием в их составе денатурированных или агрегированных иммуноглобулинов, гепарина, оксидантов, мик​робных контаминант. Эти компоненты могут либо связывать комплемент, либо связывать и удалять ионы кальция или магния, необходимые для комплементопосредованного гемо​лиза.
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	Манипуляции                                     Номера пробирок 123456789

Внесение ком-      0,3     0,2     0,1     0,1     0,1     0,1     0,1      —      — племента в раз​ведении 1:5 мл Внесение изото-   0,3     0,4    0,3     0,4    0,5     0,6     0,7     0,2      — нического раст​вора хлорида натрия, мл Удаление из          0,4     0,4    0,2    0,3     0,4    0,5     0,6     —      — пробирки из​бытка, мл Получаемые          1:10   1:15   1:20   1:25    1:30   1:35   1:40     -      -разведения ком​племента Добавление ге-     0,4     0,4     0,4     0,4     0,4     0,4     0,4     0,4     0,4 молитической смеси, мл Инкубация 390 мин при температуре 37 "С Учет результатов 

	

	Манипуляции                                     Номера пробирок 1234567

Внесение испытуемой сыво-   0,2      —      —      0,2      —      —      — ротки в разведении 1:5, мл Внесение заведомо "поло-      —     0,2     —      —      —      —      — жительной" сыворотки, мл Внесение заведомо "отри-       —      —     0,2      —      —      —      — дательной" сыворотки, мл Внесение антигена, мл            0,2     0,2     0,2      —      0,2      —      — 


	Манипуляции                                       Номера пробирок 1234567

Внесение изотонического        —      —      —      0,2     0,2     0,4     0,4 раствора хлорида натрия, мл Внесение комплемента в ра-   0,2     0,2     0,2     0,2     0,2     0,2     0,2 бочей дозе, мл

Инкубация при 0—4 "С в течение 18—20 ч или при 37 °С в течение 30 мин Добавление гемолитической   0,4    0,4    0,4    0,4    0,4    0,4    0,4 смеси, мл

Инкубация при 37 °С в течение 20—30 мин Учет результатов 
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	Манипуляции                                     Номера пробирок 1234567

Внесение раствора токсина,   2,0    2,0    2,0     2,0    2,0     2,0     2,0 содержащего 20 Lf в 1 мл, мл Внесение исследуемой сы-     0,2    0,3    0,4    0,5     0,6     —     0,6 воротки, мл Инкубация при 45 "С в течение 30 мин Учет результатов по иници​альной флоккуляции 


	Тесты                                Выявляемое количество, мкг/мл антител                  антигенов

Преципитация                                            20,0                       1,0 Иммуноэлектрофорез                               20,0 Связывание комплемента                         0,5 Радиальная иммунодиффузия                   0,05                       0,5 Агглютинация бактерий                           0,01 Гемолиз                                                    0,01 Непрямая (пассивная) гемагглю-            0,01 тинация Ингибиция гемагглютинации                                             0,001 Нейтрализация токсина                            0,01 Радиоиммунный анализ                            0,0005                  0,000005 Иммуноферментный анализ                   0,0005                 0,000005 Нейтрализация вирусов                         0,000005 


Тема   10.3. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ИММУННОГО СТАТУСА ОРГАНИЗМА ЧЕЛОВЕКА

Иммунный статус человека складывается из комплекса не​специфических и специфических механизмов, обеспечиваю​щих антибактериальную, противовирусную и противоопухоле​вую защиту организма. К механизмам неспецифической защи​ты против бактерий относятся фагоцитоз гранулоцитами и моноцитами/макрофагами и активация системы комплемента по альтернативному пути. Макрофаги не только захватывают и убивают бактерии, но при контакте с ними продуцируют и секретируют биологически активные молекулы — цитокины, запускающие неспецифический защитный процесс воспале​ния. Механизмы неспецифической противовирусной и проти​воопухолевой защиты: клетки — естественные киллеры и мо​лекулы семейства интерферонов. Специфическую антибакте​риальную защиту против внеклеточно паразитирующих бакте​рий обеспечивают специфические антитела — иммуноглобули​ны путем усиления фагоцитоза (опсонизация) или активации системы комплемента по классическому пути иммунными комплексами. Специфическая защита от бактериальных токси​нов является функцией специфических антитоксических анти​тел — иммуноглобулинов, способных нейтрализовать экзоток​сины бактерий. Специфическую защиту против внутриклеточ-но паразитирующих микроорганизмов берут на себя активиро​ванные Т-лимфоциты и макрофаги, продуцирующие цитоки​ны: интерлейкины, гамма-интерферон, фактор некроза опухо​ли, обеспечивая при этом развитие в очаге инфекции реакции иммунного воспаления — гиперчувствительности замедленно​го типа (ГЗТ). Специфическую противовирусную защиту обес​печивают активированные цитотоксические лимфоциты (CTL), способные распознать инфицированную клетку и убить ее при непосредственном контакте. В специфической противовирус​ной защите велика роль специфических антител иммуноглобу​линов, которые могут нейтрализовать внеклеточные вирусы или вызвать гибель инфицированных вирусом клеток посред​ством антителозависимой клеточной цитотоксичности (АЗКЦТ) естественных киллеров и других клеток.

Оценка иммунного статуса включает количественную и ка​чественную оценку основных факторов неспецифической за​щиты (фагоцитирующих клеток, системы комплемента, есте​ственных киллеров, системы интерферонов) и основных зве​ньев иммунной системы: Т-лимфоцитов и их главных конеч​ных продуктов — цитокинов; В-лимфоцитов и их главных ко​нечных продуктов — иммуноглобулинов.

Количественная оценка клеточных популяций начинается на этапе клинического анализа крови, который дает информа​цию о количестве циркулирующих в крови гранулоцитов, моноцитов и лимфоцитов. Дальнейшая дифференцировка лим​фоцитов основывается на наличии у них так называемых по​верхностных маркеров, т.е. особых молекул (их принято обо​значать "CD" — сокращение от английского термина "clusters of differentiation") в составе клеточных мембран, которые в качестве антигенов выявляются при взаимодействии со специ​фическими моноклональными антителами.

Качественная (функциональная) оценка клеточных популя​ций и субпопуляций проводится с помощью соответствующих функциональных тестов: у Т- и В-лимфоцитов оценивают про-лиферативный ответ на контакт со стандартными митогенами или микробными антигенами (реакция бласттрансформации лимфоцитов — РБТЛ) или ответ продукцией цитокинов на кон​такт с митогеном. У фагоцитирующих клеток оценивают функ​цию фагоцитоза: активность захвата стандартных частиц — объ​ектов фагоцитоза, бактерицидность фагоцитов косвенно оце​нивается по высоте окислительного взрыва, индуцированного фагоцитозом (НСТ-тест). Концентрацию молекул иммуногло​булинов четырех основных изотипов — классов (IgG, IgM, IgA, IgE) в сыворотке крови и в других биологических жидкостях (слюна, спинномозговая жидкость и др.) определяют, пользу​ясь наборами специфических моноклинальных антител, полу​ченных против изотипспецифических антигенов этих иммуно​глобулинов. С помощью наборов таких антител можно прово​дить реакцию комплексообразования (иммуноглобулины, при​сутствующие в сыворотке крови, выполняют в этой реакции функцию антигенов), результаты которой поддаются количест​венному учету с помощью нефелометра или спектрофотометра. Другой вариант учета — проведение твердофазного иммуно-ферментного анализа с участием тех же изотипспецифических моноклональных антител и антииммуноглобулиновой мечен​ной пероксидазой сыворотки против иммуноглобулинов мыши (так как все моноклональные антитела получены из клеток мышей).

План

Программа

Изучение методов оценки факторов неспецифической защиты организма.

Изучение методов оценки Т-системы иммунитета.

Изучение методов оценки В-системы иммунитета.

Демонстрация
Характерная морфология гранулоцитов, моноцитов и лимфоцитов в мазке крови, окрашенном по методу Романовского-Гимзы.

Отдельные стадии фагоцитоза бактерий и дрожжеподобных грибов рода Candida макрофагами и гранул о-цитами.

134

Задание студентам

Произвести микроскопический учет фагоцитоза час​тиц латекса лейкоцитами крови. Рассчитать показате​ли активности фагоцитирующих клеток.

Протоколировать и оценить результаты определения гемолитической активности комплемента сыворотки крови.

По готовым результатам выявления поверхностных маркеров на мембранах мононуклеарных лейкоцитов крови рассчитать показатели относительного и абсо​лютного количества естественных киллеров, В-лимфоцитов, Т-лимфоцитов, их субпопуляций в крови и сопоставить с интервалами колебаний этих показате​лей у здоровых лиц.

По готовым результатам иммуноферментного опреде​ления содержания в сыворотке крови иммуноглобули​нов разных изотипов (IgG, IgM, IgA, IgE) сделать за​ключение, сопоставив эти результаты с интервалами колебаний этих показателей у здоровых лиц.

Обосновать выбор специальных тестов для характеристики функций иммунокомпетентных клеток.

Методические указания

1. Методы оценки фагоцитирующих клеток крови. Образец крови или лейковзвеси инкубируют с бактериями или другими объектами фагоцитоза (частицы латекса, полистиреновые час​тицы) в течение 1—2 ч, после чего из этой смеси приготавли​вают мазок, окрашивают по методу Романовского—Гимзы и микроскопируют, подсчитывая 100 клеток для определения процента фагоцитирующих клеток и количества бактерий (час​тиц), захваченных этими клетками (рис. 10.3.1; на вклейке). В норме процент фагоцитирующих лейкоцитов колеблется от 40 до 80 %, а количество захваченных частиц на 1 клетку — от 1 до 5. В качестве косвенного показателя бактерицидности фагоци​тирующих клеток оценивают интенсивность окислительного взрыва в фагоцитах по способности восстанавливать желтый краситель нитросиний тетразолий (НСТ) с формированием в цитоплазме клеток осадка темно-синего формазана. Чем ак​тивнее окислительный взрыв в фагоцитах, тем большая доля клеток содержит осадок формазана. После подсчета клеток доля формазан-положительных выражается в процентах. При инкубации лейкоцитов здоровых лиц только с красителем без индуктора окислительного взрыва доля формазан-положитель​ных клеток не превышает 1—2 %. При инкубации лейкоцитов здоровых лиц в присутствии индуктора окислительного взрыва (объекты фагоцитоза, бактериальный липополисахарид или полисахарид) все 100 % фагоцитов могут ответить окислительным взрывом и накоплением осадка формазана. Снижение доли формазан-положительных клеток свидетельствует о де​фектности кислородзависимого механизма бактерицидности фагоцитов.

2. Методы определения количества лимфоцитов в крови. Изу​чение лимфоцитов начинается с их выделения из крови. Мо-нонуклеарные лейкоциты (лимфоциты, моноциты) отделяют от других клеток крови (гранулоцитов и эритроцитов) с помощью центрифугирования в градиенте плотности специальной смеси препаратов: фикол, верографин. Взятая из вены кровь смеши​вается с антикоагулянтом, вносится в пробирку с названной смесью и центрифугируется. Имеющие большую плотность эритроциты и гранулоциты образуют осадок на дне пробирки, а мононуклеарные клетки образуют кольцо на поверхности градиентной смеси, откуда могут быть перенесены в отдельную пробирку и отмыты от градиентной смеси.

Все зрелые лимфоциты имеют одинаковую морфологию: малых лимфоцитов с плотным ядром и узким ободком цито​плазмы. Дифференцировка популяций и субпопуляций лимфо​цитов связана с выявлением поверхностных маркеров — осо​бых для каждого типа клеток антигенов с помощью соответст​вующих специфических антител.

Естественные киллеры несут поверхностный маркер CD16. Все Т-лимфоциты (тотально) несут поверхностный маркер CD3. Т-лимфоциты делятся на субпопуляции: Т-хелперы несут маркер CD4, а цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) несут маркер CD8. Все В-лимфоциты несут поверхностный маркер CD19. В-лимфоциты несут на поверхностной мембране поверх​ностные иммуноглобулины, которые могут быть выявлены в качестве антигенов с помощью флюоресцирующих антиимму-ноглобулиновых антител (в том числе — против отдельных изо-типов иммуноглобулинов). Эти поверхностные иммуноглобу​лины также рассматриваются как поверхностные маркеры В-лимфоцитов.

Определение количества лимфоцитов разных популяций и субпопуляций по поверхностным маркерам проводится с по​мощью двух разных вариантов методов:

люминесцентной или световой микроскопии мазков цельной крови или взвеси мононуклеаров, обработанных соответствующими моноклональными  антителами,  ме​ченными флюорохромом или ферментом;

автоматического подсчета клеток с использованием про​точного цитофлюориметра (рис. 10.3.2).

При использовании первого методического варианта важно получить видимый осадок комплексов антител с красителем на поверхности клетки. Этот метод очень трудоемкий и длительный. Подсчет количества основных субпопуляций лимфоцитов данным методом занимает неделю.
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Клетки ниже порога флюоресценции

Клетки выше порога флюоресценции
Рис. 10.3.2. Подсчет лимфоцитов разных популяций и субпопуляций с помощью проточного цитофлюориметра.

В отличие от этого с помощью автоматизированного под​счета с использованием современного прибора — проточного цитофлюориметра — это удается сделать за один день. Образец цельной крови инкубируют с моноклональными антителами, меченными флюоресцентным красителем, пропускают через тонкую трубочку, на выходе из которой формируется струя из капель. Многие из них содержат только по одной клетке. Каждая капля проходит перед лазерным лучом. Если капля содержит клетку, клетка вызывает отклонение лазерного луча, а лазерный луч возбуждает свечение флюорохрома в молекуле антитела, связанного с антигеном на поверхности клетки (с поверхностным маркером). Чувствительный фотоумножитель

	Популяции                Поверх-       % от всего      Абсолютное количе-и субпопуляции            костные       количества         ство клеток х 109 лимфоцитов               маркеры      лимфоцитов            в 1 л крови

Лимфоциты (всего)                                   100                  1,50—3,50 В-лимфоциты                    CD19      15 (10-25)            0,30-0,90 Т-лимфоциты (всего)         CD3       75 (60-90)             1,00—2,50 Т-лимфоциты/хелперы       CD4       50 (32—65)            0,50—1,60 Т-лимфоциты/киллеры      CD8       25 (16-39)            0,30—0,90 Естественные киллеры      CD16        10 (5-15)            0,20—0,30 
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	Изотип                Обозна-     % от всех      Количество иммуногло-
иммуноглобулина          чение        иммуно-                 булинов, г/л
глобули-   
 1 

нов сыво-     средние         интервалы
ротки       величины        колебаний

Иммуноглобулин G       IgG         70—75         12,0         7,50—15,50 Иммуноглобулин М       IgM          8—10           1,2           0,65—1,65 Иммуноглобулин A        IgA         15—20          2,0           1,25—2,50 Иммуноглобулин Е        IgE          0,005        0,0005          0—0,0005 


Тема  10.4. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ КЛЕТОЧНОГО И ГУМОРАЛЬНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА. ВАКЦИНЫ. ИММУННЫЕ СЫВОРОТКИ И ИММУНОГЛОБУЛИНЫ

Иммунный ответ на инфекцию или иммунизацию вакцин​ными препаратами позволяет оценить функциональную актив​ность иммунной системы в целом. Выявление в организме продуктов иммунного ответа свидетельствует о том, что чело​век был инфицирован соответствующим возбудителем, что имеет большое эпидемиологическое значение. Нередко выяв​ление той или иной формы специфического иммунного ответа на конкретный антиген позволяет уточнить диагностику забо​левания.

Оценка гуморального иммунного ответа базируется на вы​явлении специфических антител в сыворотке крови и других биологических жидкостях. Как правило, речь идет об опреде​лении количества антител (титра). Наиболее информативным считается определение количества антител в динамике инфек​ционного заболевания, так как именно нарастание титра анти​тел свидетельствует о текущей инфекции. Нарастание титра антител можно использовать и для оценки эффективности проведенной вакцинации. Диагностическую значимость имеет определение принадлежности специфических антител к тому или иному изотипу иммуноглобулинов: для первичной инфек​ции наиболее характерно накопление антител изотипа IgM, a рецидив инфекции сопровождается преобладанием антител изотипа IgG.

Клеточно-опосредованный иммунный ответ оценивается чаще всего с помощью кожных проб. При внутрикожном вве​дении небольшой дозы экстракта из микроорганизма, содер​жащего его антигены, в положительном случае наблюдается покраснение, припухание и уплотнение (инфильтрат) на месте введения через 24—48 ч. Положительная реакция свидетельст​вует об инфицировании человека соответствующим микроор​ганизмом, которое привело к формированию в организме кло​на Т-лимфоцитов, способных распознать его антигены и акти​вироваться. Положительная кожная проба может быть резуль​татом эффективной вакцинации против соответствующей ин​фекции.

План

Программа

Возможности методов серодиагностики при оценке гуморального иммунного ответа.

Методы выявления иммунных комплексов.

Кожно-аллергические пробы для оценки клеточного
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иммунитета и реакции гиперчувствительности замед​ленного типа.

Методы выявления специфической сенсибилизации Т-лимфоцитов.

Получение и применение вакцин, анатоксинов.

Получение и применение иммунных сывороток и им​муноглобулинов.

Демонстрация
Результаты теста торможения миграции лейкоцитов крови в присутствии причинного антигена.

Набор ампулированных препаратов инфекционных аллергенов,  вакцин, сывороток,  иммуноглобулинов, диагностикумов.

Задание студентам

Протоколировать и оценить результаты развернутых ре​акций агглютинации, поставленных с парными сыво​ротками крови человека, иммунизированного бактериальной вакциной. Оценить эффективность вакцинации.

Протоколировать и оценить результаты РСК, постав​ленных с парными сыворотками крови человека, им​мунизированного вирусной вакциной. Оценить эф​фективность вакцинации.

Протоколировать и оценить результаты РСК, постав​ленной с сывороткой крови больного с бактериальной инфекцией для дифференциации первичной инфек​ции и рецидива.

Методические указания

1.
Реакция торможения миграции лейкоцитов. В основе дан​ного метода лежит способность лимфоцитов после повтор​ного контакта с антигеном,  к которому они были ранее
сенсибилизированы, продуцировать различные лимфокины, в том числе влияющие на миграцию индикаторных клеток (гранулоциты, моноциты, макрофаги). Реакция торможе​ния миграции лейкоцитов (РТМЛ) периферической крови в присутствии причинного антигена позволяет выявить специфическую сенсибилизацию Т-лимфоцитов. РТМЛ ставят в ка​пиллярах или под слоем агарозы. Проводят инкубацию лейко​цитов крови в присутствии и в отсутствие причинного мик​робного антигена, после чего измеряют зоны миграции (в про​центах) в присутствии антигена по сравнению с контролем, принятым за 100 %.

В случае выявления сенсибилизации к антигену на​блюдается торможение миграции лейкоцитов (индекс ниже 100 %).

2.
Постановка и оценка кожно-аллергической пробы. Для вы​явления специфической сенсибилизации  (при туберкулезе, бруцеллезе и других инфекционных заболеваниях) ставят кожно-аллергические пробы. Например, при постановке про​бы Манту внутрикожно вводят раствор туберкулина опреде​ленной концентрации. Реакцию учитывают через 24—48 ч, оценивая степень выраженности гиперемии и инфильтрат вокруг места введения (рис. 10.4.1; на вклейке). В основе положительной кожной пробы лежит клеточная реакция гиперчувствительности замедленного типа, которая отражает специфическую сенсибилизацию организма к данно​му инфекционному аллергену. Она возникает в результате те​кущего, перенесенного заболевания, вакцинации или инфици​рования организма.

3. Выявление нарастания титра антител в серологических ре​акциях с парными сыворотками больного или вакцинированного. Показателем развития гуморального иммунного ответа являет​ся нарастание титра специфических антител в сыво​ротке крови в течение 3—4 нед после инфицирования или вакцинирования. Это устанавливается в реакции с парными сыворотками, т.е. сыворотками, полученными от одного и того же человека в динамике инфекционного или вакцинального про​цесса (например, на 1-й и 3—4-й неделе). Появление антител в сыворотке человека, у которого ранее этих антител не было, называется сероконверсией. Диагностическое значение прида​ется, как правило, 4-кратному и более увеличению титра анти​тел.

При бактериальных инфекциях или вакцинации бактери​альными вакцинами с парными сыворотками ставят реакции агглютинации, РИГА или РСК (табл. 10.4.1).

Таблица 10.4.1. Результаты развернутой реакции агглютинации с бак​териальным диагностикумом и парными сыворотками человека, вакци​нированного бактериальной вакциной

	Сроки взятия крови 
	Разведения сыворотки 
	Конт​роль сы​воротки 
	Конт​роль диа-гности-кума 

	
	1:50 
	1:100 
	1:200 
	1:400 
	1:800 
	
	


До вакцинации        ++

Через 3 нед после +++ вакцинации

При вирусных инфекциях или вакцинации вирусными вак​цинами с парными сыворотками ставят РСК, РТГА и реакцию нейтрализации вирусов (табл. 10.4.2).

Нарастание титра антитоксических антител контролируют с помощью реакции флоккуляции или нейтрализации токсина.

	Сроки взятия                 Разведения сыворотки               Конт-        Конт-
крови             
 1 
 1 
 1 
 1 
 роль сы-  роль диа-
1:10     1:20     1:40     1:80    1:160    воротки     гности-
кума

В самом начале        +        +       —       —       —          —            — эпидемии Через месяц после     +        +        +        +       —          —            — начала эпидемии 


	Исследуе-                                    Разведения сыворотки
мая сыво-    
 1 
 1 
 1 
 1 
 1 
 1 
 1 

ротка         1:юо    1:200   1:300   1:400   1:500    1:600    1:700   1:800   1:1000

После об-        +        +        +        ______ работки

2МЕ

Без обра-         +        +        +        +        +        +        +        +        + ботки 2 ME 


воротке в результате обработки 2-меркаптоэтанолом свидетель​ствует в пользу первичной инфекции.

Для определения принадлежности специфических антител к определенному классу (изотипу) иммуноглобулинов исполь​зуют также твердофазный иммуноферментный метод. Специ​фический антиген фиксируется на поверхности лунок планше​тов из полистирола и инкубируется с исследуемой сывороткой. После отмывания от несвязанных иммобилизованным антиге​ном белков сыворотки связанные антитела-иммуноглобулины идентифицируются с помощью антиизотипической антиглобу-линовой сыворотки или соответствующих МКАТ. Их связыва​ние в свою очередь устанавливается с помощью антииммуно-глобулиновой сыворотки с ковалентно прикрепленным фер​ментом.

Часть  II
ЧАСТНАЯ МЕДИЦИНСКАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ

Глава  11

МЕТОДЫ КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИХ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Основной задачей клинико-диагностических микробиоло​гических исследований является установление этиологического агента инфекционного заболевания — микроорганизма-возбу​дителя. Для решения этой задачи используют различные диа​гностические методы, которые можно подразделить на две группы в зависимости от подхода к определению возбудителя. Первая группа включает методы, направленные на обнаруже​ние присутствия в материале от больного самого возбудителя, а также его антигенов, нуклеиновых кислот (НК), характерных продуктов его жизнедеятельности или органических соедине​ний, входящих в его состав.

Для обнаружения возбудителя применяют традиционные методы: микроскопические, микробиологические и биологи​ческие. Для выявления микробных антигенов используют им-мунохимические методы. Обнаружение НК и других биомоле​кул возбудителя осуществляют с помощью биохимических и молекулярно-биологических методов. Иммунологические, био​химические и молекулярно-биологические методы относятся к числу экспресс-методов диагностики инфекционных заболева​ний, поскольку позволяют получить результат в течение не​скольких часов.

Вторая группа диагностических методов основана на выяв​лении специфической иммунной реакции на данного возбуди​теля со стороны макроорганизма: гуморальной — антител про​тив возбудителя (серодиагностика) или клеточной — ГЗТ (ал-лергодиагностика).

Существующие методы диагностики отличаются друг от друга трудоемкостью, сроками проведения исследований, чув​ствительностью и специфичностью, а также информативнос​тью полученных данных. Выбор методов исследования зависит от предварительного клинического диагноза заболевания, его сроков и определяется биологическими свойствами микроорганизма-возбудителя и особенностями его взаимодействия с макроорганизмом в ходе инфекционного процесса.

Тема   11.1. МЕТОДЫ КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИХ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ И ОЦЕНКА ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ

План

Программа

Выбор, взятие и транспортировка исследуемого мате​риала.

Оформление документации.

Анализ результатов лабораторных исследований.

Демонстрация

1. Образцы исследуемого материала (гной, экссудат, кровь, спинномозговая жидкость, моча и др.).

Задание студентам

Заполнить типовые бланки для направления материа​ла в лабораторию.

Изучить схемы и методы микробиологической диагностики  основных групп  микроорганизмов.   При оценке результатов лабораторных исследований опре​делить патогенные и условно-патогенные микроорга​низмы.

Методические указания  

• ОСНОВНЫЕ ПРАВИЛА ВЗЯТИЯ И НАПРАВЛЕНИЯ МАТЕ​РИАЛА В КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКУЮ МИКРОБИО​ЛОГИЧЕСКУЮ ЛАБОРАТОРИЮ

Результаты микробиологических исследований во многом зависят от правильного выбора материала для исследования, соблюдения всех правил его получения и направления в лабо​раторию. Выбор материала определяется клинической карти​ной заболевания, предполагаемой локализацией возбудителя в организме на данном этапе инфекционного процесса и путями его выделения в окружающую среду.

Материал берут в ранние сроки заболевания, до начала антимикробной терапии. Это повышает вероятность выделения возбудителя. Следует исключить попадание в образец антибио​тиков, антисептиков, дезинфектантов, а также частиц ваты, содержащей свободные жирные кислоты. Важным условием является достаточное количество материала для исследования (например, не менее 5—10 мл крови, 3—5 мл мочи и т.д.).

Любой клинический материал для микробиологических исследований рассматривается как потенциально опасный для человека. Поэтому при получении, хранении и транспортировке материала в лабораторию строго соблюдают правила техни​ки бактериологической безопасности.

3.
Материал собирают, соблюдая правила асептики, для предупреждения его возможной контаминации нормальной микрофлорой организма больного и микроорганизмами окру​жающей среды. Используют стерильные инструменты и сте​рильную посуду, закрывающуюся пробками. После взятия ма​териала его в максимально короткие сроки доставляют в лабо​раторию.  При отсутствии такой возможности материал со​храняют непродолжительное время, соблюдая определенные правила.

Способ сохранения материала определяется свойствами предполагаемого возбудителя и самого материала. В большин​стве случаев возможно непродолжительное хранение в холо​дильнике при температуре 4 "С. Низкая температура препятст​вует размножению микробов нормальной микрофлоры, при​сутствующих в нестерильном материале (раневое отделяемое, мазки и смывы со слизистых оболочек, мокрота, моча, испраж​нения), а также способствует снижению активности микроби-цидных факторов организма (лизоцима, дефенсинов, компле​мента, клеток иммунной системы). При необходимости дли​тельного хранения материал можно подвергнуть глубокому за​мораживанию при температуре —20 °С и ниже.

Если предполагаемый микроб-возбудитель чувствителен к действию низких температур, материал необходимо сохранять в термостате при 37 "С. Для подавления размножения сопутст​вующей микрофлоры можно использовать антимикробные препараты.

Для предохранения микробов от высыхания материал реко​мендуется помещать в специальные транспортные среды, не содержащие питательных веществ, но обеспечивающие опти​мальные условия влажности, рН, осмолярности, ионной силы и т.д., необходимые для сохранения жизнеспособности возбу​дителя.

При подозрении на анаэробную инфекцию необходимо со​здать бескислородные условия: поместить материал в электив​ные транспортные среды для анаэробов или в емкость, запол​ненную газовой смесью, не содержащей С^.

Материал транспортируют в специальных биксах, пеналах или металлических контейнерах, которые после использования подвергают дезинфекции.

Для серологического исследования у больного натощак берут кровь в количестве 5-6 мл из локтевой вены при соблю​дении правил асептики. Кровь ставят в термостат на 30-60 мин;
образовавшийся кровяной сгусток отделяют от стенки стериль​ной стеклянной палочкой и оставляют материал в холодиль​нике на 18—20 ч. Отстоявшуюся сыворотку осторожно сливают в стерильную пробирку;  в случае примеси эритроцитов ее центрифугируют. Сыворотка может храниться в стерильных условиях в холодильнике до 1 мес. Для более длительного, хранения ее замораживают при температуре от —20 до —70 °С.

В микробиологической лаборатории все остатки патологического материала подлежат уничтожению (путем автоклавирования).

Все материалы, направленные в лабораторию, должны иметь сопроводительный документ — направление на специальном бланке, где указаны фамилия, имя, отчество больного,
возраст, вид материала, дата взятия, предполагаемый клини​ческий диагноз и другие сведения.

• МЕТОДЫ КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИХ МИКРОБИО​ЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

• Методы обнаружения возбудителя в материале от больного

Для обнаружения возбудителя в материале от больного с диагностической целью применяют:

микроскопические (бактериоскопические, микоскопические, вирусоскопические) методы;

микробиологические (бактериологические, микологичес​кие, вирусологические) методы;

биологические методы, или биопробы.

1. Микроскопические методы. Микроскопические методы применяют для обнаружения возбудителей (бактерий, грибов, простейших, вирусов) непосредственно в исследуемом мате​риале.

Для выявления бактерий (бактериоскопические ис​следования), а также грибов и простейших применяют све​товые методы микроскопии окрашенных или нативных пре​паратов, приготовленных из материала, полученного от боль​ного (см. тему 1.1 и главу 2).

Преимущество микроскопических исследований состоит в быстроте (осуществление требует не более 30—60 мин), про​стоте и дешевизне. Основным недостатком метода является низкая специфичность — невозможность видовой идентифика​ции обнаруженных микроорганизмов, а в ряде случаев — их дифференциации между собой (например, эшерихий, сальмо​нелл и шигелл). Чувствительность также невысока: микроско​пический метод позволяет обнаружить возбудителя при его концентрации не менее 106 микробных клеток в 1 мл или 1 г исследуемого материала.

В большинстве случаев микроскопический метод имеет ори​ентировочное значение и позволяет получить предварительные данные о микробах, присутствующих в материале, и наметить пути дальнейших исследований. Вместе с тем при некоторых бактериальных инфекциях, а также при микозах и протозойных инфекциях диагностическая ценность микроскопического исследования весьма велика и является основанием для поста​новки окончательного диагноза заболевания, например воз​вратного тифа, гонореи, дерматомикозов и др.

Необходимо помнить, что некоторые бактерии (хламидии, микоплазмы) имеют малые размеры, лежащие за пределами разрешающей способности световой микроскопии, и не могут быть выявлены с помощью этих методов.

Вирусоскопические исследования осуществляют с использованием электронной микроскопии (по причине малых размеров вирусов, см. тему 5.1). В сочетании с компьютерными системами анализа изображений эти методы позволяют осу​ществлять предварительную идентификацию вирусов по мор​фологии. К числу достоинств метода относится также возмож​ность обнаружения ранее неизвестных вирусов. Чувствитель​ность метода аналогична бактериоскопическому.

Для диагностики инфекций, вызванных облигатными внут​риклеточными паразитами, применяют также цитологичес​кие методы, направленные на выявление характерного ЦПД в зараженных клетках, например внутриклеточных включе​ний — телец Бабеша—Негри при бешенстве, телец Пашена и Гварниери при оспе или цитомегалических клеток при заболе​ваниях, вызванных цитомегаловирусом (см. тему 5.2).

2. Микробиологические методы. Основаны на выделении чистой культуры возбудителя из материала, полученного от больного, и ее последующей идентификации (см. главу 3). Микробиологические методы отличаются высокой чувстви​тельностью и специфичностью. Располагая чистой культурой возбудителя, можно определить его родовую и видовую при​надлежность и осуществить внутривидовое типирование, обна​ружить факторы вирулентности, а также определить чувстви​тельность к антибиотикам, что необходимо для рационального выбора этиотропной терапии.

Для эпидемиологического анализа вспышек инфекционных заболеваний проводят типирование культур возбудителей, вы​деленных от разных больных и из внешних объектов — веро​ятных источников заражения (вода, пищевые продукты и т.д.), т.е. определение их биовара: серовара (серотипирование, см. тему 10.1), фаговара (фаготипирование, см. тему 5.3) и т.д. Кроме того, микробиологические исследования проводят для выявления носительства патогенных микробов среди детей и взрослых, а также среди работников медицинских учреждений, предприятий пищевой промышленности и общественного пи​тания.

Бактериологическое исследование является ведущим в диагностике большинства бактериальных инфекций. Труд​ности метода могут быть связаны с низкой скоростью размно​жения бактерий-возбудителей, сложными ростовыми потребностями и требовательностью к условиям культивирования (га​зовому составу атмосферы и т.д.). Однако только выделение чистой культуры возбудителя из материала от больного при исключении контаминации имеет абсолютное диагностическое значение.

Микологические исследования осуществляют реже, чем бактериологические, поскольку микроскопическая диа​гностика микозов достаточно надежна. Микологические иссле​дования являются обязательными при диагностике кандидозов, а также глубоких микозов.

Вирусологический метод является наиболее достовер​ным для диагностики вирусных инфекций. Однако его приме​нение ограничивается трудоемкостью, что связано с особен​ностями хранения, транспортировки и обработки исследуемого материала, использованием культур клеток, сложностью и дли​тельностью культивирования многих вирусов, а также со срав​нительно частым получением отрицательных результатов. Идентификацию чистой культуры выделенного вируса осу​ществляют иммунологическими методами на основании его антигенной структуры, а также в ряде случаев с помощью биохимических и молекулярно-биологических методов (гибри​дизация НК, рестрикционный анализ и др., см. тему 3.2). Особое значение вирусологический метод приобретает в случае необходимости оценки чувствительности возбудителя к проти​вовирусным препаратам. В ряде случаев вирусологический ме​тод используют для ретроспективной диагностики вирусных инфекций.

Все микробиологические методы имеют определяющее зна​чение в лабораторной диагностике инфекционных заболева​ний, являются наиболее информативными и достоверными. К числу недостатков можно отнести длительность (см. главу 3) и отсутствие методов культивирования некоторых микробов (например, возбудителей сифилиса и лепры).

3. Биологические методы (биопробы). Биопробу осуществля​ют путем заражения лабораторных животных материалом, по​лученным от больного. Этот метод применяют для выделения чистой культуры возбудителя в тех случаях, когда микроорга​низмы не растут или плохо культивируются, когда микробио​логические методы не дают однозначно положительного ре​зультата, а также для дифференциации патогенных микроор​ганизмов и определения их вирулентности. Дифференциация возбудителей основана на неодинаковой чувствительности раз​ных лабораторных животных к определенным микроорганиз​мам. В настоящее время биопробы применяют только в случае крайней необходимости, что определяется в первую очередь гуманным отношением к животным, а также связано с повы​шенным риском заражения персонала диагностической лабо​ратории.

•
Иммунохимические методы диагностики: (методы обнару​жения антигенов возбудителя в материале от больного)

1.
Метод иммунофлюоресценции (ИФ). Дает возможностьобнаружить в материале от больного антигены микроба с по​мощью специфических антител,  меченных флюорохромами
(см. тему 10.1). Этот метод позволяет выявлять и идентифици​ровать по антигенной структуре возбудителей в материале, содержащем разнообразную микрофлору (например, в испраж​
нениях), а также обнаруживать вирусные антигены в заражен​ных клетках. В настоящее время иммунофлюоресцентный ме​тод широко применяют для обнаружения разнообразных мик​
роорганизмов в патологическом материале.

Иммуноэлектронная микроскопия (ИЭМ). Позволяет зна​чительно повысить чувствительность и специфичность вирусоскопического метода.  Исследуемый материал, содержащий
свободные вирусные частицы, обрабатывают специфическими антителами. Образовавшиеся иммунные комплексы осаждают высокоскоростным центрифугированием и агрегаты вирусных
частиц выявляют с помощью электронной микроскопии. Су​ществуют также твердофазные методы ИЭМ: специфические антитела фиксируют на специальных сетках для ЭМ, которые
затем обрабатывают исследуемым материалом. Вирусные час​тицы специфически связываются с антителами, после чего их выявляют с помощью электронной микроскопии. В ряде слу​чаев применяют антитела, меченные частицами золота (см. тему 10.1).

Другие серологические реакции. Растворимые антигены различных возбудителей (компоненты микробных клеток, вирионов, неструктурные вирусные белки, секретируемые зара​женными клетками, бактериальные экзотоксины и ферменты и т.д.) могут быть обнаружены в различных биологических жидкостях больного с помощью серологических реакций. Наи​более часто применяют иммуноферментный (ИФА) и радио​ иммунный (РИА) анализ в связи с их высокой чувствительнос​тью, реже используют методы преципитации в геле и непрямой агглютинации (см. тему 10.1).

•
Биохимические и молекулярно-биологические методы диа​гностики

1. Метод газожидкостной хроматографии (ГЖХ). Позволяет разделять сложные смеси органических соединений. Метод используют для обнаружения продуктов жизнедеятельности микроорганизмов в исследуемом материале (летучих жирных кислот, спиртов, нелетучих органических кислот и т.д.). Прин​цип метода основан на различной скорости движения соеди​нений, растворенных в инертном газе (подвижной фазе), через разогретую колонку, заполненную жидкими смолами (неподвижная фаза). На выходе колонки имеется детектор, регистри​рующий присутствие соединения. Идентификацию веществ производят путем сравнения со стандартами.

2. Методы обнаружения нуклеиновых кислот возбудителя. Ну​клеиновые кислоты (НК) возбудителя можно обнаружить в исследуемом материале от больного с помощью методов гиб​ридизации НК (ДНК-зондов) и полимеразной цепной реак​ции — ПЦР (см. тему 3.2). Эти методы применяют преимуще- Ц ственно для обнаружения плохо- или некультивируемых воз​будителей, присутствующих в материале в малых количествах (ВИЧ, вирус гепатита В, М.tuberculosis и др.) в связи с их высокой чувствительностью: метод нуклеиновых "зондов" позволяет обнаруживать НК возбудителя в концентрации 10~10 г/мл; ПЦР теоретически позволяет обнаружить единич​ные копии НК. Метод "зондов" является высокоспецифич​ным. При использовании ПЦР существует высокая вероят​ность получения ложноположительной реакции, что требует квалифицированной интерпретации полученных результатов. Не​обходимо также помнить о возможности контаминации материа​ла посторонними НК. ПЦР рационально использовать в качестве экспресс-метода для постановки предварительного диагноза, нуждающегося в обязательном подтверждении с помощью других более достоверных диагностических исследований.

• Серодиагностика и аллергодиагностика

1. Серодиагностика. Метод основан на обнаружении антител в сыворотке крови больного и определении динамики их на​растания в ходе заболевания. Для серодиагностики применяют различные иммунологические реакции (агглютинации, связы​вания комплемента, непрямой гемагглютинации и др., см. тему 10.2). В качестве стандартных антигенов используют живые культуры микроорганизмов (бактерий, вирусов, грибов) или диагностикумы — убитые взвеси микроорганизмов или экстра​кты из них, полученные химическим путем.

Серодиагностические исследования часто проводят и для эпидемиологического анализа инфекционной заболеваемости. С этой целью определяют наличие специфических антител у здоровых лиц, что свидетельствует о перенесении ими инфек​ции или о контакте с соответствующим возбудителем. Кроме того, серологические реакции используют наряду с другими иммунологическими показателями для оценки эффективности вакцинопрофилактики.

При серодиагностических исследованиях необходимо учи​тывать диагностический титр обнаруженных антител, т.е. такое разведение исследуемой сыворотки, начиная с которого поло​жительная реакция имеет диагностическое значение. Более вы​сокую информативность дают серологические исследования парных сывороток крови больного, взятых в начале болезни и через разные промежутки времени в ходе ее развития. Диагнос​тическое значение имеет нарастание титра в 4 раза и более в динамике заболевания.

2. Аллергодиагностика. Кожно-аллергические пробы приме​няют для выявления гиперчувствительности к различного рода антигенам (аллергенам) при диагностике ряда инфекционных заболеваний (туберкулез, бруцеллез, туляремия и др.), а также различных неинфекционных аллергических состояний (атопии и др.).

Кроме того, используют методы аллергодиагностики in vitro, позволяющие оценить состояние специфической сенсибилиза​ции лейкоцитов крови в отношении определенного антигена, например реакция торможения миграции лейкоцитов (РТМЛ) в присутствии специфического антигена (см. тему 10.4).

• ПРАВИЛА БИОЛОГИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ ПРИ РА​БОТЕ С ПАТОГЕННЫМИ МИКРОБАМИ

При работе с патологическим материалом, содержащим микробы, и особенно при культивировании патогенных мик​робов во избежание заражения персонала лаборатории необхо​димо соблюдать правила техники биологической безопасности. В зависимости от степени патогенности и контагиозности воз​будителей принято выделять четыре уровня биологической опасности и соответствующих мероприятий, необходимых для предупреждения заражения в лаборатории.

Первый уровень (работа с непатогенными микроорганиз​мами). Необходимо соблюдение стандартных правил (см. тему 1.1).

Второй уровень (работа с низковирулентными микроорга​низмами). К числу дополнительных правил и мероприятий относятся использование лабораторной одежды и защитных перчаток; обязательное обеззараживание всех загрязненных от​ходов; ограничение доступа в лабораторию. Для предотвраще​ния попадания микробов в воздух рабочего помещения выпол​нение механических манипуляций, сопряженных с высокой вероятностью распыления микроорганизмов, необходимо осу​ществлять в специализированных закрытых легкодезинфици​руемых настольных боксах.

Третий уровень (работа с высоковирулентными микроорга​низмами). К числу дополнительных правил и мероприятий относятся использование специальной защитной лабораторной одежды; контроль доступа в лабораторию. Все манипуляции с патологическим материалом необходимо осуществлять в спе​циализированных боксах.

Четвертый уровень (работа с возбудителями ООН). Работа с возбудителями особо опасных инфекций (ООН) разрешена ис​ключительно в специализированных режимных лабораториях, имеющих оборудование, необходимое для эффективной защи* ты от патогенных микробов, их контроля и уничтожения. К числу дополнительных правил и мероприятий относятся наличие отдельных помещений для смены лабораторной одеж​ды и душевых, обязательное обеззараживание всех отходов лаборатории. Все манипуляции с патологическим материа​лом необходимо осуществлять в специализированных на​стольных боксах, снабженных системами стерилизации возду​ха (см. тему 7.1).

• ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИХ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Обнаружение патогенных микроорганизмов, являющихся возбудителями заболеваний (например, микобактерии туберку​леза, гонококки и др.), имеет решающее значение для поста​новки диагноза.

Выявление роли условно-патогенных микроорганизмов в этиологии и патогенезе заболеваний должно быть основано на строгой аргументации. Обязательным условием является кли​ническое, эпидемиологическое, микробиологическое и сероло​гическое исключение возбудителей инфекционных болезней (например, возбудителей кишечных инфекций, венерических болезней и др.). Для оценки роли условно-патогенных микро​организмов в патологии могут быть использованы следующие критерии.

Выделение микроорганизмов из крови, спинномозговой жидкости или других жидкостей организма, которые в норме у здоровых людей являются стерильными.

Обнаружение в исследуемом материале, особенно при дисбактериозах, условно-патогенных микроорганизмов в до​ статочно больших количествах (например, 105—107 микробных клеток в 1 мл). Для этого проводят количественное определе​ние микроорганизмов по числу КОЕ в 1 г или 1 мл испытуе​мого образца. Эти количественные показатели могут варьиро​вать в зависимости от вида микроорганизмов, типа исследуе​мого материала, характера и стадии заболевания.

Повторное, многократное (в течение суток или через сутки) выделение одного и того же микроорганизма из одного и того же материала от больного (например, из крови при
сепсисе и т.д.).

Обнаружение идентичных условно-патогенных микроор​ганизмов в разных образцах материала (например, при пище​вых токсикоинфекциях — в промывных водах желудка, рвот​ных массах, испражнениях, пищевых продуктах).

Нарастание титра антител в 4 раза и более в парных сыворотках крови больного в отношении условно-патогенного микроорганизма, который предполагается как возбудитель данного патологического процесса. В ряде случаев рекомендуется использовать в качестве антигенов аутоштаммы микроорганиз​мов, выделенные от больных.

Положительные кожно-аллергические реакции у больных с аллергенами, приготовленными из условно-патогенных мик​роорганизмов.

В случае внутрибольничных (нозокомиальных) инфек​ций — выделение идентичных культур микроорганизмов от группы больных.

Совпадение данных лабораторного определения чувстви​тельности микроорганизмов к антибиотикам с эффективнос​тью антимикробной терапии в клинических условиях, под​
тверждаемое улучшением состояния больного и уменьшением количества или элиминацией соответствующих микроорганиз​мов.

Условно-патогенные микроорганизмы (синоним: оппор​тунистические) представляют собой большую группу микроор​ганизмов, занимающих различное систематическое положение.
Они встречаются среди аэробных и анаэробных бактерий, гри​бов, простейших. В клинической микробиологии наиболее час​то встречаются условно-патогенные микроорганизмы, относя​
щиеся к родам Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Pseudomonas, Haemophilus, Bacteroides, Veillonella, Vibrio, Peptococcus, Peptostreptococcus, Mycobacterium, Mycoplasma, Candida и др.

• ОФОРМЛЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ЛАБОРАТОРНЫХ МИКРО​БИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Результаты лабораторных исследований оформляют на спе​циальных бланках, которые передают лечащему врачу.

В ответе прежде всего указывают наличие патогенных, а также условно-патогенных микроорганизмов, обнаруженных при микробиологическом исследовании. Сообщают также дан​ные лабораторного определения чувствительности микроорга​низмов к антибиотикам.

При обнаружении микробных ассоциаций перечисляют все микроорганизмы, указывают доминирующие виды и коли​чественные микробиологические показатели.

В соответствии с правилами международной номенкла​туры в ответах приводят видовые названия микроорганиз​мов, например: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
и т.д.

С целью ускорения лабораторных исследований в ряде случаев при выделении условно-патогенных микроорганизмов вполне допустимо в ответе ограничиться указанием только
родовой принадлежности обнаруженных микроорганизмов, например Proteus sp., Candida sp. и т.д.

Глава  12

ВОЗБУДИТЕЛИ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ И РАНЕВЫХ ИНФЕКЦИЙ

Раневые и гнойные инфекции часто встречаются в хирур​гической, акушерско-гинекологической, терапевтической, пе​диатрической практике, а также других отраслях медицины. Нередко они носят характер внутрибольничной (госпитальной) инфекции. Возбудителями раневой и гнойной инфекции явля​ются бактерии, которые относятся к разным семействам, родам и видам. Среди них известны аэробные и анаэробные, грам-положительные и грамотрицательные бактерии.

БАКТЕРИИ - ВОЗБУДИТЕЛИ РАНЕВОЙ И ГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

Аэробные бактерии

Грамположительные бактерии

Chryseobacterium indologenes Chryseobacterium meningosepticum Enterococcus faecalis и другие виды Enterococcus Erysipelothrix rhusiopathiae Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis Staphylococcus saprophiticus и другие виды Staphylococcus Streptococcus pyogenes Streptococcus agalactiae
Грамотрицательные бактерии

Burkholderia cepacia Citrobacter koseri Edwardsiella tarda Eikenella corrodens Enterobacter spp. Escherichia coli Haemophilus influence Klebsiella spp. Listeria monocytogenes Moraxella catarrhalis Proteus vulgaris Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas putida Pseudomonas fluorescens Salmonella enterica

подвид enterica биовар typhimurium Serratia spp. Spirillum minus Streptobacillus moniliformis Vibrio vulnificus

Анаэробные бактерии

Неспорообразующие грамотрица​тельные анаэробы

Bacteroides fragilis
и другие виды рода Bacteroides

Prevotella melaninogenica

и другие виды рода Prevotella

Porphiromonas spp.

Fusobacterium spp.

Veilonella spp.

Неспорообразующие грамположи-тельные анаэробы
Peptostreptococcus spp. Propionibacterium acnes

Спорообразующие грамположи-тельные анаэробы
Clostridium Clostridium Clostridium Clostridium Clostridium Clostridium Clostridium

perfringens

novyi

septicum

histolyticum

ramosum

sporogenes

tetani
Бактерии, перечисленные выше, вызывают гнойно-воспали​тельные процессы различной локализации, в том числе анги​ны, фурункулы, циститы и пиелиты, плевриты, перикардиты, сепсис и др. Многие из этих возбудителей встречаются в нор​мальной микрофлоре человека и проявляют свою патогенность только при нарушении нормальной экологии.

Стафилококки, стрептококки, протей, эшерихии и анаэроб​ные бактерии нередко вызывают смешанную инфекцию как в разнообразных сочетаниях между собой, так и с другими мик​роорганизмами — вирусами, грибами.

Тема   12.1. АЭРОБНЫЕ БАКТЕРИИ -ВОЗБУДИТЕЛИ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ И РАНЕВЫХ ИНФЕКЦИЙ

План

Программа

Биологические свойства возбудителей гнойно-воспа​лительной и раневой инфекции, их патогенность, эко​логия, особенности инфекции и эпидемиология вы​зываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические препараты, профилактические и ле​чебные препараты.

а Демонстрация

Рост а- и р-гемолитических стрептококков на кровя​ном агаре.

Рост и образование пигмента P.aeruginosa на агаре.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

ЗАНЯТИЕ  1

а Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать мазки из чистых культур возбудителей гнойных инфекций: S.aureus, S.pyogenes, P.aeruginosa, E.coli, P.vulgaris. Окраска по методу Грама.

Микроскопировать и зарисовать мазки из гноя, содер​жащие возбудителей: стафилококков, стрептококков. Окраска по методу Грама.

Ознакомиться с питательными средами, применяемы​ми при микробиологической диагностике гнойных и раневых инфекций. Указать назначение отдельных пи​тательных сред.

Микробиологическое исследование при раневых и гнойных инфекциях:

а) указать материал, подлежащий исследованию;
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б)
микроскопический метод: микроскопировать мазок из гноя, окраска по методу Грама. Сделать вывод;

в)
наметить план дальнейшего исследования.

ЗАНЯТИЕ 2

Задание студентам

1.
Микробиологическое исследование гноя:

а)
учесть результат посева гноя на кровяной агар в чашке Петри, описать подозрительные колонии, отметить наличие гемолиза, составить план даль​нейшего исследования;

б)
учесть результаты определения лецитиназы и плазмокоагулазы у выделенной культуры стафилококка.
Сделать вывод;

в)
учесть результаты определения чувствительности культуры стафилококка к антибиотикам. Сделать вывод.

Микробиологическое исследование мочи. Определить количество бактерий в 1 мл мочи по результатам ме​тода секторных посевов. Дать заключение.

Серодиагностика ревматизма. Ознакомиться с описа​нием стрептолизиновой реакции. Внести в протокол результаты определения анти-0-стрептолизина в сы​воротке крови больного. Сделать вывод.

Дать краткую характеристику демонстрируемым анти​микробным, диагностическим и лечебно-профилакти​ческим препаратам.

Методические указания

Материал для исследования: раневое отделяемое, гной, экс​судат, моча, мазки со слизистых оболочек (носоглотки, зева и др.), кровь при подозрении на сепсис.

• Микробиологическая диагностика стафилококковых инфекций

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 12.1.1). Из иссле​дуемого материала (за исключением крови) готовят мазки для первичной бактериоскопии, окрашивают по методу Грама и микроскопируют. Наличие в препаратах грамположителькых кокков, располагающихся в виде гроздевидных скоплений (рис. 12.1.1; на вклейке), позволяет поставить предварительный диагноз стафилококковой инфекции. Следует иметь в виду, что в патологическом материале стрептококки редко образуют ти​пичные скопления, чаще располагаются поодиночке или не​большими группами по 2—3 бактерии.

Бактериологическое исследование. Испытуемый материал засе​вают петлей на чашки с кровяным и желточно-солевым агаром
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	Признак                                                  Вид

S.aureus        S.epider-        S.sapro-midis           phyticus
Образование: плазмокоагулазы                                     +                —                — лецитиназы                                              +                —                — альфа-токсина                                         +                —                — Ферментация: глюкозы                                                   +                 +                — маннита в анаэробных условиях           +                —                + Чувствительность к новобиоцину          S                S                R 


Определение чувствительности стафилококка к антибиоти​кам — см. тему 7.2.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования.

Иммунохимические исследования. Основаны на об​наружении антигенов (токсинов и ферментов) возбудителя в материале от больного с помощью чувствительных серологи​ческих реакций.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

• Микробиологическая диагностика стрептококковых инфек​ций (схема 12.1.2)

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Мазки для первичной бактериоскопии готовят из патологического материала (за ис​ключением крови), окрашивают по методу Грама и микроско-пируют. При положительном результате обнаруживают цепоч​ки грамположительных кокков (см. рис. 12.1.1). Следует иметь в виду, что в патологическом материале стрептококки редко образуют типичные скопления, чаще располагаются поодиноч​ке или небольшими группами по 2—3 бактерии.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на кровяной агар в чашку Петри. После инкубации при 37 "С в течение 24 ч отмечают характер колоний и наличие вокруг них зон гемолиза. Из части материала, взятого из ко​лоний, готовят мазок, окрашивают по методу Грама и микро-скопируют. Для получения чистой культуры 1—3 подозритель​ные колонии пересевают в пробирки со скошенным кровяным агаром и сахарным бульоном. На кровяном агаре Streptococcus pyogenes образует мелкие, величиной с булавочную головку, мутноватые круглые колонии. В бульоне стрептококк в отличие от стафилококка дает придонно-пристеночный рост в виде хлопьев или зерен, оставляя среду прозрачной.

По характеру гемолиза на кровяном агаре стрептококки делятся на три группы: 1) негемолитические; 2) ссргемолити-ческие, или зеленящие, образующие зеленоватую зону частич​ного гемолиза; 3) р-гемолитические, образующие вокруг коло​нии полностью прозрачную зону гемолиза.

Заключительным этапом бактериологического исследования является идентификация выделенной культуры по антигенным свойствам (табл. 12.1.2). Серогруппу стрептококков определяют в реакции преципитации с экстрактом из исследуемой культу​ры (полисахаридным преципитиногеном С) и группоспецифи-
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	Вид                 Рост при            Рост на средах, содержащих       желчь

 
 
 (40%)

10 °С      45 "С      метиленовый      хлорид натрия синий (0,1%)           (6,5%)

S.pyogenes             —         —                —                      —                — S.pneumoniae         —          +                ±                      —                — S.sanguis                —          ±                —                      —                + S.salivarius            —          +                —                      —                —

Вид            Рост    Термоустойчи-   Образование раствори-   Антиген-
при    вость при 60 "С        мого гемолизина        ная груп-
рН         в течение       
 1 
  па (серо-
9,6           30 мин                 О                 S            группа)

S.pyogenes            —              —                   -f               +               A S.pneumoniae        —              —                   +               —              — S.sanguis                                ±                                                   H(— ) S.salivarius           —              —                   —              —           —(К) 
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1:50, 1:250, 1:1000. Диагностический препарат О-стрептолизина также разводят буфером и применяют в количестве 0,3 мл, в котором содержится 1 рабочая доза О-стрептолизина. Рабочая доза — количество О-стрептолизина, которое почти полностью нейтрализуется половиной международной единицы анти-О-стрептолизина стандарта ГИСК. О-стрептолизин в рабочей дозе должен вызывать полный лизис 0,2 мл 5 % взвеси эрит​роцитов. Разведенную сыворотку и другие ингредиенты разли​вают по пробиркам так, как указано в табл. 12.1.3, и инкуби​руют. После инкубации отмечают последнюю пробирку, в ко​торой сыворотка еще нейтрализует рабочую дозу О-стрептоли​зина (гемолиз отсутствует). Титр сыворотки выражают числом единиц анти-О-стрептолизина в 1 мл (АЕ St-O в 1 мл). В табл. 12.1.3 приведено число АЕ St-O в 1 мл сыворотки при нейтра​лизации О-стрептолизина различными разведениями сыворот​ки. Титр анти-О-стрептолизина до 250 АЕ St-O обнаруживается у практически здоровых людей. При ревматизме с первых дней болезни антитела к О-стрептолизину выявляются в вы​соких титрах — 500 АЕ St-O и выше.

• Микробиологическая диагностика гнойно-воспалительных заболеваний, вызванных грамотрицательными аэробными бактериями

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Из исследуемого мате​риала (гной, раневое отделяемое, участки ожоговой ткани и др.) готовят мазки, окрашивают по методу Грама и микроско-пируют. Обнаружение в мазках грамотрицательных бактерий позволяет сделать предварительное заключение.

Бактериологическое исследование. Для выделения культуры Pseudomonas aeruginosa исследуемый материал засевают в чашки Петри на основные (МПА) или селективные питательные среды (агар, содержащий цитилпиридиний хлорид, который угнетает рост сопутствующей микрофлоры — ЦПХ-агар). По​севы инкубируют при 37 °С в течение суток. P.aeruginosa обра​зуют круглые плоские слизистые колонии, окрашивая среду характерным сине-зеленым пигментом. При бактериоскопии темнопольным методом нативных препаратов, приготовленных из колоний, в "раздавленной" или "висячей" капле обнаружи​вают подвижные и слегка изогнутые палочки; в мазках, окра​шенных по методу Грама, — грамотрицательные палочки. Чис​тые культуры P. aeruginosa идентифицируют по биохимическим признакам и образованию пигмента.

Для эпидемиологического анализа госпитальных инфекций определяют серовары в реакции агглютинации, пиоциновары и фаговары.

Для выделения энтеробактерий исследуемый материал засевают на одну из дифференциально-диагностических сред, на​пример на среду Эндо (см. тему 3.1). Для выделения бактерий рода Proteus используют метод Шукевича (см. тему 3.1).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Патогенные штаммы P.aerugi-nosa выделяют различные растворимые белковые (экзотокси​ны и экзоферменты) и небелковые (экстрацеллюлярная слизь) антигены, которые могут быть обнаружены в материале от пациента (из очага, в крови или моче) с помощью чувстви​тельных серологических реакций (ИФА и др.).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

• Микробиологическая диагностика сепсиса

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь; при септико-пиемиях исследуют также материал из первичных и вторичных местных очагов инфекции. Кровь берут в период подъема температуры до начала антибиотикотерапии из локтевой вены в количестве не менее 10 мл у взрослых и 5 мл у детей, так как микроорганизмы находятся в крови в сравнительно не​больших количествах. Посевы делают у постели больного в колбы с 50—100 мл питательной среды. Сравнительно большие объемы питательной среды (в 10 раз превышающие количество крови) необходимы для устранения бактерицидного действия сывороточных белков.

В случае необходимости транспортировки крови к ней до​бавляют антикоагулянты: цитрат или оксалат натрия, декстран сульфат, гепарин. В качестве добавки к среде для выделения бактерий из крови используют полианетолсульфонат натрия, являющийся антикоагулянтом и одновременно угнетающий бактерицидную активность сыворотки, фагоцитоз, инактиви-рующий комплемент и нейтрализующий лизоцим.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Является ведущим при ла​бораторной диагностике сепсиса. Посевы производят на жид​кие среды обогащения: сахарный бульон и др.; при подозрении на анаэробную флору — на тиогликолевую среду, среду Китта—-Тароцци или другие элективные среды для анаэробов (см. тему 3.1) и инкубируют их при 37 °С в течение 10 дней при еже​дневном контроле. В случае отсутствия роста микроорганизмов дают отрицательный ответ. При наличии роста делают мазки, которые окрашивают по методу Грама. Выделенную чистую
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	Число колоний в секторах                                 Количество

 1 
 1 
 1 
    бактерий
А                            I                 II                   III              в 1 мл мочи

1—6                      —              —                 —              Менее 103 8-20                      -              -                  -                   3-Ю3 20-30                     -              -                  -                   5-Ю3 30-60                    -              -                 -                    104 70-80                    -              -                 -                  5-1 04 100-150                5-10           -                 -                    105 Несосчитываемое       20—30          —                —                  5-Ю5 Несосчитываемое       40—60          —                —                   106 ^сосчитываемое      100—140     10—20             —                  5-1 06 Несосчитываемое     Несосчи-    30—40             —                    107 тываемое

Несосчитываемое       То же       60—80      Единичные            108 колонии 


Иммуноглобулин человеческий противостафилококковый.

Гамма-глобулиновая фракция сыворотки крови, содержащая стафилококковый антитоксин. Готовят из крови животных или людей, иммунизированных стафилококковым адсорбирован​ным анатоксином. Применяют для специфического лечения при стафилококковых заболеваниях.

Стафилококковый бактериофаг (жидкий). Фильтрат фаголи-зата стафилококков. Применяют наружно, внутрикожно, внут​римышечно для лечения при стафилококковых заболеваниях.

Диагностические стафилококковые фаги. Набор типоспеци-фических фагов для фаготипирования стафилококков.

О-стрептолизин сухой. Лиофильно высушенный фильтрат бульонной культуры стрептококка — активного продуцента О-стрептолизина. Применяют для серодиагностики — опреде​ления антител к О-стрептолизину в сыворотках крови больных стрептококковыми инфекциями (чаще ревматизмом).

Антибиотики. Грамположительные бактерии — р-лак-тамные антибиотики, ванкомицин, тетрациклины, аминогли-козиды, макролиды, линкомицины, сульфаниламиды, фторхи-нолоны и др.

Грамотрицательные бактерии — р-лактамы, спектр действия которых сдвинут в сторону грамотрицательных мик​роорганизмов, хлорамфеникол, аминогликозиды, тетрацикли​ны, сульфаниламиды, фторхинолоны и др.

Тема   12.2. АНАЭРОБНЫЕ БАКТЕРИИ - ВОЗБУДИТЕЛИ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ И РАНЕВЫХ ИНФЕКЦИЙ

План

Программа

Биологические  свойства возбудителей анаэробных гнойно-воспалительных и раневых инфекций, их патогенность, экология, особенности инфекций и эпи​демиология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика гнойных заболева​ний, вызванных неспорообразующими анаэробами.

Микробиологическая диагностика газовой гангрены.

Микробиологическая диагностика столбняка.

Биохимические и молекулярно-биологические методы диагностики анаэробной инфекции.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

Демонстрация
1. Мазки из чистых культур Clostridium petfringens, С. teta-ni, Bacteroides fragilis. Мазки из раневого отделяемого, содержащие смешанную микрофлору (клостридии, ста​филококки, грамотрицательные бактерии и др.).
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Методика посева для выделения патогенных анаэробов.

Аппаратура и питательные среды для выращивания анаэробов.

Определение сс-токсина клостридий в раневом отделя​емом с помощью летициназной пробы.

а  Задания для выполнения лабораторной работы

Бактериоскопическое исследование: приготовить мазки из гноя, окрасить их по методу Грама и микроскопировать. Сделать предварительное заключение и на​метить ход дальнейшего исследования.

Сделать окончательное заключение о возбудителе или возбудителях раневой инфекции на основании бактериоскопических, бактериологических и других дан​ных, полученных из бактериологической лаборатории.

Методические указания

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гной, раневое отде​ляемое, кусочки мышечной ткани, перевязочный материал и др., кровь — при сепсисе. Для обеспечения бескислородных условий взятие материала производят шприцем с хорошо при​тертым поршнем до полного его заполнения и вытеснения воздуха. Затем шприц надевают на иглу, вставленную через резиновую пробку в пробирку со смесью инертных газов (N2 + Н2) и СО2, и вводят в нее исследуемый материал, кото​рый изучают в микробиологической лаборатории. Используют также различные специальные транспортные среды, в которые помещают материал, взятый у больных.

• Микробиологическая диагностика гнойно-воспалительных заболеваний, вызванных неспорообразующими анаэробными бактериями

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гной из очага, кровь — при сепсисе.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (см. схему 12.1.1). Из ис​следуемого материала (за исключением крови) готовят мазки для первичной бактериоскопии, окрашивают по методу Грама и микроскопируют. Наличие в препаратах бактерий позволяет поставить ориентировочный диагноз и наметить план дальней​шего исследования.

Бактериологическое исследование. Посевы производят на элек​тивные обогатительные среды для анаэробов (среда Китта—Та-роцци, тиогликолевый бульон или полужидкий тиогликолевый агар), содержащие специальные добавки (гемин, витамин К и др.), и инкубируют при 37 °С в течение 24—48 ч. После про​смотра выросшей культуры делают мазки, окрашивают их по методу Грама и микроскопируют. Бактериоскопия дает воз​можность установить однородность или неоднородность куль-
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	Признак                                              Бактерии

Pep-   Pep-    Veil-   Вас-   C.per- C.no-   C.se-   C.so-   C.hi-to-     tost-   lonel-  teroi-   frin-      vy      pti-    rdel-   stoly-coc-   repto-     la       des     gens               cum       li     ticum cus     coc​cus
Форма и распо-                        i § ложение бакте-      §                я g риальных клеток   я       s       sS       «   и н   И я       «       «       а

•"*        * »    п        s 2    "^ 2    *" 2    U2    аЙ    нЙ §й   ой   ой   2^   Ээ*   S&"   sf   §у   §* * S    ? п    §2    So    Ео    Ро    а о    ео    ео S2    к Я    S*?    34    ffe;    рч    ^ч    оЧ    5ч Во   >£-о   .9 о   «и и   .R<e3   .R^d   ,0с9   м сЗ   «и и Ox  EJ и  fc^c  Sc  fc^c  ЪА с   Не  2е   2с

Подвижность         _      —      _      +       __      +       +       +       + Споры                   ____      +       +       +       +       + Окраска по ме-     +       +      —      —      +      +      +      +       + тоду Грама Ферментация          с       +       —       +       +       с       +       с       — углеводов Свертывание          —      —       +       +       +       х       —       +       + или пептониза-ция молока Образование           +_+        +___х        х H2S Образование           +      —      —       +_____ индола Разжижение же-    —      —      —       +      +       +       +       +       + латина Восстановление      +      —      +       ±ххх       —      — нитратов Гемолиз эритро-     +      —      —       ±х       +       +       +       + цитов Образование          ____       +       +       +       +       + токсина 


Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследова​ния. Анаэробные бактерии вырабатывают специфические ме​таболиты, включая летучие жирные кислоты с короткой цепью, спирты и нелетучие органические кислоты. Для их обнаруже​ния в материале от больного используют ГЖХ (см. главу 11).

• Микробиологическая диагностика раневой анаэробной кло-стридиальной инфекции — газовая гангрена (схема 12.2.1).

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: раневое отделяемое, отечная жидкость, кусочки мышечной ткани, перевязочный материал, кетгут. Рекомендуется брать материал из разных участ​ков очага поражения, особенно из глубоких слоев. Кровь — при сепсисе.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Проводят путем микро​скопии мазков, приготовленных из отечной жидкости или некротизированной ткани. Наличие в препаратах крупных (1—1,5x3—10 мкм) грамположительных палочек, некоторые из которых (C.perfringens) образуют макрокапсулу (рис. 12.2.1; на вклейке), позволяет поставить предварительный диагноз.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал вно​сят в несколько пробирок со средой Китта—Тароцци, железо -сульфитным агаром (среда Вильсона—Блера) и молоком. Часть пробирок прогревают при 80 "С в течение 30 мин для уничто​жения неспорообразующих бактерий. Посевы инкубируют в обычном термостате при 37 'С. C.perfringens растет в глубине среды. В молоке уже через 3—4 ч посева образуется губкооб-разный сгусток, содержащий пузырьки газа и отделившуюся прозрачную жидкость. Через сутки на среде Китта—Тароцци отмечается помутнение и газообразование, а на железосуль-фитном агаре несколько позднее появляются черные колонии в глубине агарового столбика. Для получения культур других видов клостридий требуются более строгие анаэробные усло​вия. Из всех посевов делают мазки, окрашивают их по методу Грама и микроскопируют. При положительном результате обнаруживаются крупные грамположительные палочки.

Для получения чистой культуры делают пересевы на сахар​ный кровяной агар в чашки Петри и инкубируют в строго анаэробных условиях при 37 °С в течение 3—4 дней. Выросшие колонии пересевают в пробирки со средой Китта—Тароцци. Идентификацию чистой культуры производят на основании признаков, перечисленных в табл. 12.2.1. Идентификация по биохимическим признакам осуществляется традиционными методами или с помощью тест-систем для определения специ​фических бактериальных ферментов или метаболитов.

	Реагент                                      Количество реагента, мл

пробирка   пробирка   пробирка   пробирка 1234

Исследуемый материал           0,3           0,3           0,3           0,3 Лецитин                                  0,1           0,1           0,1            -Раствор хлорида натрия         0,1                           —             0,2 Сыворотка ати-C.perfringens —            0,1           —             — Сыворотка анти-C.novy          —            —            0,1            — Инкубация при 37 "С в течение 46—60 мин Учет результатов (наличие помутнения) 


• Микробиологическая диагностика столбняка (см.  схему 12.2.1)

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кусочки ткани вокруг предполагаемых входных ворот инфекции, перевязочный ма​териал, кетгут. Рекомендуется брать материал из разных участ​ков очага поражения, особенно из глубоких слоев. При подо​зрении на столбняк у женщин после родов или аборта — вы​деления из матки, у новорожденных — выделения из пупочной раны.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Материал засевают в среду Китта—Тароцци и инкубируют в анаэробных условиях при 37 "С в течение 3—4 сут, наблюдая придонный рост бактерий. Затем делают посевы на сахарный агар в чашки Петри, в столбик сахарного питательного агара в пробирке. Посевы также инкубируют в анаэробных условиях. На поверхности кровяного агара С.tetan/образует нежные прозрачные колонии, окруженные малозаметной зоной гемолиза. Для получения чистой культуры подозрительные колонии пересевают в про​бирки со средой Китта—Тароцци и сохраняют их под слоем вазелинового масла или в эксикаторе, заполненном смесью инертных газов. Для определения способности выделенной чистой культуры к образованию столбнячного токсина (токси-генности) используют серологические реакции (преципитации в геле и др.) с антителами к тетаноспазмину. Бактериологичес​кий метод используют в качестве дополнительного метода для подтверждения диагноза, поскольку он не дает своевременного результата.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Токсин в материале может быть обнаружен с помощью серологических реакций in vitro (ИФА и др.). Метод позволяет получить ответ в течение нескольких часов и обеспечивает своевременную диагности​ку заболевания.

Биопроба. Проводят для обнаружения столбнячного токсина в исследуемом материале. С этой целью материал растирают в стерильной ступке с песком, заливают изотоническим раство​ром хлорида натрия для экстрагирования токсина и фильтруют через бумажный фильтр. Фильтрат вводят внутримышечно бе​лым мышам. Животным контрольной группы вводят смесь фильтрата с антитоксической сывороткой. Через 1—2 сут у мышей появляется ригидность мышц хвоста и задних конеч​ностей. В результате резкого сокращения хвостовых мышц хвост поднимается в виде дуги. Затем подопытные животные погибают. У животных в контрольной группе признаки инток-

сикации отсутствуют вследствие нейтрализации токсина анти​сывороткой. В настоящее время биопроба практически не при​меняется.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Антитоксические противогангренозные сыворотки — монова​лентные (антиперфрингенс, антиэдематиенс — антинови, анти-септикум и др.) и поливалентная. Сыворотки получают путем иммунизации лошадей соответствующими анатоксинами, с по​следующей очисткой и концентрацией методом ферментатив​ного гидролиза (диаферм-3). Препараты выпускаются в жид​ком и сухом виде. Применяют для экстренной пассивной про​филактики и специфической иммунотерапии газовой гангрены.

Адсорбированный столбнячный анатоксин. Получен путем обезвреживания формалином столбнячного токсина с после​дующей его очисткой, концентрацией и адсорбцией на гидрате оксида алюминия. Входит в состав ассоциированной коклюш-но-дифтерийно-столбнячной вакцины и других препаратов. Применяют для активной иммунизации против столбняка.

Противостолбнячная сыворотка. Получена из крови лошадей, гипериммунизированных столбнячным анатоксином. Очищена и концентрирована методом диаферм-3. Активность измеряет​ся в международных единицах. Применяют для экстренной пассивной профилактики и лечения столбняка.

Иммуноглобулин человеческий противостолбнячный. Получен из гамма-глобулиновой фракции крови доноров, ревакциниро-ванных очищенным адсорбированным столбнячным анатокси​ном. Применяют для экстренной пассивной профилактики и лечения столбняка.

Антибиотики. Грамположительные бактерии — р-лактамные антибиотики, ванкомицин, тетрациклины, макро-лиды, линкомицины, метронидазол.

Грамотрицательные бактерии — р-лактамы, спектр действия которых сдвинут в сторону грамотрицательных мик​роорганизмов, хлорамфеникол, тетрациклины, сульфанилами​ды, метронидазол.

Аминогликозиды и фторхинолоны, как правило, не активны по отношению к анаэробным микробам.

Глава 13

ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КИШЕЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Возбудители кишечных инфекций представлены большим числом микроорганизмов, принадлежащих к неродственным группам (табл. 13.1).

	Микроорганизмы                                        Заболевания

СЕМЕЙСТВО Enterobacteriaceae РОД Escherichia E.coli                                             Эшерихиоз

РОД Shigella                                          Шигеллез (бактериальная ди-S.dysenteriae                                  зентерия) S.flexneri S.boydi S.sonnei
РОД Salmonella S.enterica подвид enterica биовар typhi                               Брюшной тиф биовар paratyphi А                      Паратиф А биовар paratyphi С                     Паратиф С биовар schottmulleri                     Паратиф В биовар typhimurium                       Сальмонеллезы биовар enteritidis и др. РОД Edwardsiella E.tarda                                         Гастроэнтероколит РОД Yersinia Y.enterocolitica                              Кишечный иерсиниоз

СЕМЕЙСТВО Spirillaceae
РОД Campylobacter                             Кампилобактериоз C.jejuni C.laridis РОД Helicobacter                                  Геликобактериоз H.pylori
СЕМЕЙСТВО Vibrionaceae
РОД  Vibrio V.cholerae 01 биовар asiatici                            Холера биовар el-tor                                    » V.cholerae 0 139                               » V.cholerae не Ol (O4.O6 и др.)   Гастроэнтериты V.parahaemolyticus V.mimicus V.fluvialis V.furnissii V.hollisae и др. РОД Aeromonas A.hydrophila                                       » A.sobria A.cavia 

	Микроорганизмы                                        Заболевания

РОД Plesiomonas P.shigeloides                                   Гастроэнтерит

СЕМЕЙСТВО ВасШасеае

РОД Bacillus B.cereus                                        Пищевая интоксикация B.licheniformis B.subtilis
РОД Clostridium C.difflcile                                      Псевдомембранозный колит C.perfringens группа А                                       Пищевая интоксикация группа С                                     Некротизирующий энтерит C.botulinum                                   Ботулизм

СЕМЕЙСТВО Micrococcaceae
РОД Staphylococcm S.aureus                                      Пищевая интоксикация S.cohnii S.xylosus 


генность, экология, особенности инфекции и эпиде​миология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Демонстрация

Мазки из чистых культур возбудителей кишечных ин​фекций: Escherichia coli, Shigella sonnei,  Campylobacter jejuni. Окраска по методу Грама.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

а Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать мазки из чистых культур возбудителей кишечных инфекций.

Бактериологическая диагностика кишечных инфек​ций.

2.1.
Бактериологическая диагностика эшерихиозов:

а)
выбрать материал для исследования;

б)
учесть результаты первичного посева исследуе​мого материала на среду Эндо. Описать и за​рисовать колонии, выросшие на среде Эндо, и обосновать выбор подозрительных колоний для дальнейшего исследования;
в)
провести серологическую идентификацию чис​той культуры, полученной из подозрительных колоний, в ориентировочной реакции агглюти​нации на стекле с агглютинирующими ОВ-коли-сыворотками (серотипирование).  Сделать вывод и наметить план дальнейшего анализа.

2.2.
Бактериологическая диагностика дизентерии:

а)
выбрать материал для исследования;

б)
учесть результаты первичного посева исследуе​мого материала на среду Эндо. Описать и за​рисовать колонии, выросшие на среде Эндо, и обосновать выбор подозрительных колоний длядальнейшего исследования;

в)
учесть результаты пересева подозрительных ко​лоний на среду Ресселя;

г)
провести идентификацию чистой культуры: 

4 по биохимическим свойствам,

4 по антигенным свойствам в ориентировоч​ной реакции агглютинации на стекле с аг​глютинирующими сыворотками для иденти​фикации шигелл. Сделать вывод и наметить план дополнительных исследований.

3.
Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профилактическими препаратами.

	Энтеротоксиген-      Энтеропатоген-      Энтероинвазив-    Энтерогеморраги-ные E.coli                ные E.coli                ные Е.со!              ческие E.coli
06, 08, О15,       Класс I: 055,      028ас, 029,         О157:Н7, О20, О25, 027,    Olll, O119,         0124,0136,         О126:Н11, О63, О78, О80,    О125-О128,         О143, О144,         О111:Н-085, О115,           0142                     0152, О164, О128ас, О139,      Класс II: О18,     О167 0148, О153,         044,0112, О159, О168          О114 
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полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить предварительный диагноз.

• Микробиологическая диагностика дизентерии

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии, ректальные мазки, соскобы со слизистой оболочки.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование (схема 13.1.2). Фекалии больного засевают на дифференциально-диагностические сре​ды (агар Эндо, Плоскирева и др.). При наличии в исследуемых испражнениях гнойных или слизисто-кровянистых комочков их выбирают петлей, промывают в изотоническом растворе хло​рида натрия и наносят на поверхность питательной среды, после чего растирают шпателем. На 2-й день лактозоотрицательные (прозрачные бесцветные) колонии пересевают на среду Ресселя или на короткий "пестрый ряд" с лактозой и глюкозой.

Среда Ресселя: питательный агар, 1 % раствор лактозы, 0,1 % раствор глюкозы и индикатор бромтимоловый синий. Среду готовят таким образом, чтобы внизу она была в виде столбика, а верхняя часть имела скошенную поверхность. Исследуемую культуру засевают уко​лом в столбик и на поверхность среды. При ферментации углеводов происходит изменение цвета среды (желтая окраска); разрывы стол​бика свидетельствуют о газообразовании. Изменение цвета во всем объеме среды наблюдается при ферментации лактозы, только столби​ка — при ферментации глюкозы, так как содержание ее в среде в 10 раз меньше, чем лактозы. Вместо среды Ресселя можно использо​вать трехсахарную среду (в ее состав входят глюкоза, лактоза, сахаро​за, мочевина, некоторые соли и индикатор феноловый красный) или другие дифференциально-диагностические среды, позволяющие раз​личать бактерии по способности ферментировать лактозу и глюкозу.

Оставшуюся часть колоний используют для постановки ори​ентировочной реакции агглютинации на стекле со смесью ди​зентерийных сывороток и смесью сывороток против сальмо​нелл (для исключения брюшного тифа или сальмонеллеза). Окончательное заключение дают на 4-й день по результатам ферментативных тестов (табл. 13.1.2) и реакции агглютинации. Выделенную чистую культуру используют для определения чув​ствительности возбудителя к антимикробным препаратам.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследова​ния. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить предварительный диагноз.

	Группа                             Ферментация                        Образо-     Декар-

 1 
 1 
 1 
 1 
    вание       бокси-
глкжозы   лакто-    ман-    дуль-     кси-      индола     лирова-
с газооб-      зы       нита     цита     лозы                      ние ор-
разова-                                                                           нитина
нием

S.dysenteriae         —          —        —        —        —           в             — S.flexneri              —          —        +        —        —           в             — S.boydii                —          —        +        —         в           в             — S.sonnei                —         [+]       +        [+]        в           —            + 


ческих признаков, чувствительности к антимикробным пре​паратам.

Типирование штаммов возбудителей для эпидемиологическо​го анализа проводят методом рестрикционного анализа ДНК.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования: биохими​ческие исследования. Выявление бактериального фермен​та уреазы.

4 Определение уреазной активности в биоптате. Биоптат помещают в бульон, содержащий мочевину и индикатор. В положительных случаях происходит изменение цвета индикатора в результате защелачивания среды при гид​ролизе мочевины с образованием аммиака.

4 Дыхательный тест на уреазу. После перорального приема мочевины, меченной радиоактивным изотопом 14С, оп​ределяют присутствие меченой двуокиси углерода 14СО2 в выдыхаемом воздухе. Появление 14СО2 свидетельствует об активности уреазы (результат гидролиза меченой мо​чевины), что является косвенным признаком присутст​вия в желудке или двенадцатиперстной кишке H.pylori. Тест используют преимущественно для предварительной диагностики и контроля результатов лечения.

Молекулярно-биологические исследования. Ис​следуемый материал, полученный из очага инфекции, исполь​зуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Диагностическое значение имеет обнару​жение антител к поверхностным антигенам возбудителя и уреа-зе. Используют методы: ИФА, РИА и РИГА.

• Микробиологическая диагностика кампилобактериозов

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: испражнения, рек​тальные мазки, при генерализованной форме инфекции — кровь, спинномозговая жидкость. При необходимости хране​ния материал помещают в транспортную среду (буферный со​левой раствор с добавлением нейтрального угля и метиленово-го синего или тиогликолевый бульон) при температуре 4 °С, что позволяет микробам сохранять жизнеспособность до 4 сут.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическая диагностика. Производят посев на спе​циальные плотные среды, обогащенные аминокислотами с до​бавлением гемолизированной крови или нейтрального угля (для удаления токсичных метаболитов кислорода) и 3—5 анти​биотиков для подавления роста сопутствующей микрофлоры (обычно используют ванкомицин, полимиксин, триметоприм,

амфотерицин В и др.). Инкубация посевов осуществляется при 42 °С в микроаэрофильных условиях — в атмосфере, содержа​щей не более 5 % С>2 и 10 % СО2. Рост колоний наблюдается через 48—72 ч. Идентификация чистой культуры осуществля​ется на основании морфологии: мелкие грамотрицательные S-образно или спиралевидно (2—3 завитка) изогнутые микро​организмы, моно- или амфитрихи; используют темнопольный и фазово-контрастный методы исследования для выявления характерной подвижности — штопорообразные движения, куль-туральных, биохимических признаков, чувствительности к антимикробным препаратам. Разработаны также биохимичес​кие (хемоидентификация) и молекулярно-биологические мето​ды идентификации (см. главу 3).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, ис​пользуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Применяют преимущественно для ретро​спективной диагностики — антитела определяют в парных сы​воротках в реакциях РСК, РИГА и др.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Агглютинирующие ОВ-сыворотки против патогенных кишеч​ных палочек: ОВ-коли-сыворотка О26:В6, ОВ-коли-сыворотка О111: В4, ОВ-коли-сыворотка О55:В5 и др. Получают путем иммунизации кроликов взвесью эшерихий соответствующего серовара и применяют в реакции агглютинации для идентифи​кации патогенных эшерихий.

Адсорбированные агглютинирующие сыворотки для идентифи​кации шигелл. Различают групповые и моновалентные сыво​ротки. Получают путем иммунизации кроликов определенны​ми видами и сероварами S.dysenteriae, S.flexnery, S.sonnei и S.boydi с последующей адсорбцией межгрупповых и других лишних антител.

Поливалентный дизентерийный бактериофаг. Содержит фаги, лизирующие шигеллы Флекснера и Зонне. Выпускается в виде таблеток с кислотоустойчивым покрытием. Применяют для экстренной профилактики и лечения.

Дизентерийная вакцина спиртовая, сухая. Содержит шигеллы Флекснера и Зонне. Применяют для лечения хронических форм дизентерии.

Препараты эубиотиков — коли-бактерин, бифидумбактерин, бификол, лактобактерин. Применяют с лечебно-профилакти​ческими целями (см. тему 13.2).

Антибиотики: полусинтетические пенициллины, цефалоспо-рины 2—4-го поколений, хлорамфеникол, тетрациклины, фторхинолины, сульфаниламиды, полимиксин и др.

Тема   13.2. ВОЗБУДИТЕЛИ БРЮШНОГО ТИФА, ПАРАТИФОВ И ИЕРСИНИОЗОВ. ДИСБАКТЕРИОЗ

Современная классификация бактерий рода Salmonella. Род

Salmonella включает 2 вида: S.enterica (2307 сероваров) и S.bon-gori (17 сероваров). Вид S.enterica включает 5 подвидов: enterica (I), salamae (И), arizonae (Ilia), diarisonae (Illb), houtenae (IV), indica (V), которые вьщелены на основании молекулярно-гене-тических признаков (гибридизационного анализа ДНК) и фе-нотипически различаются по биохимическим свойствам. Внут​ри подвидов сальмонеллы подразделяются на серовары по О-и Н-антигенам согласно классификации Кауфмана—Уайта. Не​обходимо помнить, что представители разных подвидов могут иметь общие или идентичные антигены. Абсолютное большин​ство сероваров (1367) относятся к подвиду enterica. Согласно ранее существовавшей классификации, сальмонеллы — предста​вители различных сероваров — рассматривались как самостоя​тельные виды и имели собственные видовые названия. В на​стоящее время старые видовые названия используют для обо​значения биоваров (сероваров), например S.enterica подвида enterica серовара typhimurium соответствует S.typhimurium, cepo-вара typhi — S.typhi, серовара paratyphi A — S.paratyphi А и т.д. Природным резервуаром бактерий S.enterica подвида enterica являются теплокровные животные, для остальных — холодно​кровные животные и окружающая среда. Возбудители заболе​ваний человека относятся к подвиду enterica.

С эпидемиологической точки зрения сальмонеллы, вызы​вающие заболевания человека, относят к трем основным груп​пам. Первая группа включает 3 биовара: typhi, paratyphi А и С, которые являются возбудителями строгих антропонозов (ин​фицируют только человека и передаются от человека к чело​веку прямо или опосредованно — через пищу, воду). Вторая группа включает серовары, которые адаптировались к опреде​ленному виду животных. Некоторые из этих сероваров пато​генны для человека (dublin, gallinarum, schottmulleri и др.). К третьей группе относятся большинство сероваров, не имею​щих специфических хозяев и способных инфицировать как человека, так и животных. По клинической классификации сальмонеллы подразделяют на возбудителей брюшного тифа (биовар typhi) и паратифов (биовары paratyphi А, С и schottmul​leri) и возбудителей сальмонеллезов, включающих все осталь​ные биовары сальмонелл, патогенных для человека. Большин​ство возбудителей сальмонеллезов относится к третьей группе по эпидемиологической классификации.

План

Программа

Биологические свойства возбудителей брюшного тифа, паратифов и иерсиниозов. Их патогенность, экология, особенности инфекции и эпидемиология вызываемых заболеваний. Дисбактериоз.

Лабораторная диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные препараты.

Демонстрация
Мазки из чистых культур возбудителей кишечных ин​фекций: Salmonella enterica биоваров typhi, paratyphi A, typhimurium, Proteus vulgaris. Окраска по методу Грама.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать мазки из чистых культур возбудителей кишечных инфекций.

Лабораторная диагностика кишечных инфекций.

2.1.
Диагностика брюшного тифа и паратифов.

А.   Бактериологическая диагностика:

выбрать материал для исследования;

учесть результаты первичного посева исследуемого материала на среду Раппопорт;

учесть результаты пересева бактерий со среды Раппопорт на среду Эндо. Описать и зарисо​вать колонии, выросшие на среде Эндо, и обо​сновать выбор подозрительных колоний для
дальнейшего исследования;

учесть результаты пересева подозрительных ко​лоний со среды Эндо на среду Ресселя;

учесть результаты идентификации выделенной чистой культуры по биохимическим свойствам;

сделать вывод и наметить план дальнейшего исследования.

Б.   Серодиагностика. Проанализировать результаты реакции Видаля.

2.2.
Бактериологическая диагностика сальмонеллезов:

выбрать материал для исследования;

учесть результаты первичного посева исследуемого материала на висмут-сульфит агар. Опи​сать и зарисовать колонии и обосновать выбор подозрительных колоний для дальнейшего ис​следования;

учесть результаты пересева подозрительных ко​лоний на среду Ресселя;

учесть результаты идентификации выделеннойчистой культуры по биохимическим свойствам;

сделать вывод и наметить план дальнейшего исследования.

3. Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профи​лактическими препаратами.

Методические указания

• Микробиологическая диагностика брюшного тифа и пара-тифов

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: исходя из особеннос​тей патогенеза брюшного тифа, на 1-й неделе заболевания, в период бактериемии, возбудителей выделяют из крови (полу​чение гемокультуры), со 2-й недели заболевания — из испраж​нений (получение копрокультуры), мочи или желчи.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование (схема 13.2.1).

Получение гемокультуры. В 1-й день из локтевой вены больного берут 5—10 мл крови и засевают в колбу с 50—100 мл селективной среды Раппопорт, содержащей желчный бульон (для подавления роста других бактерий), глюкозу, индикатор Андреде и поплавок для обнаружения газа. Указанные соотно​шения крови и среды необходимы для подавления бактерицид​ного действия белков крови. Посевы инкубируют при 37 °С в течение 18—20 ч. На 2-й день при росте сальмонелл наблюда​ется помутнение и изменение цвета среды. При росте парати​фозных бактерий (биоварыparatyphi А, Си schottmuelleri) наряду с указанными изменениями появляются пузырьки газа в по​плавке. Для ускорения ответа из среды Раппопорт делают маз​ки и препараты "висячая" капля. При наличии чистой культу​ры грамотрицательных подвижных палочек и изменении цвета среды (или наличии газа) дают первый предварительный ответ. Затем культуру из среды Раппопорт пересевают в пробирку со средой Ресселя, полагая при этом, что из крови выделена чистая культура и можно сразу приступить к ее идентифика​ции. Одновременно со среды Раппопорт делают посевы на среду Эндо для получения изолированных колоний с целью проверки чистоты выделенной культуры.

На 3-й день отмечают ферментацию глюкозы на среде Рес​селя и ставят ориентировочную реакцию агглютинации на сте​кле. На основании полученных данных дают второй предвари​тельный ответ. Для дальнейшего исследования отбирают не​сколько бесцветных колоний со среды Эндо и пересевают их в среду Ресселя или скошенный питательный агар (для кон​троля полученных результатов). Чистую культуру пересевают на среды "пестрого" ряда и серотипируют в реакции агглюти​нации на стекле со смесью групповых сывороток, а затем с
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Salmonella        ±       К(-)      К        К        К        -         -         -Citrobacter       -       K(-)      К        К        К      К(±)     К(±)        К Hafnia              +          -        -        К        К      К(±)       -          К 


товая или висмут-сульфит агар). Для посева петлю фекалий вносят в пробирку с изотоническим раствором хлорида натрия и готовят суспензию. После оседания крупных комочков сус​пензию петлей наносят на поверхность агаровой среды — на одну половину чашки. Материал тщательно растирают шпате​лем по одной, а затем по другой половине чашки для получе​ния изолированных колоний. Посевы инкубируют при 37 "С в течение 18—20 ч. На 2-й день изучают характер колоний, выросших на чашках (рис. 13.2.1; на вклейке), пересевают 2—3 бесцветные колонии (со среды Эндо или Левина) или колонии черного цвета (висмут-сульфит агар) на среду Ресселя и в пробирки со скошенным питательным агаром. При отсутствии подозрительных колоний на чашках делают высевы из среды Мюллера или селенитовой среды на чашки со средой Эндо для получения изолированных колоний. Для ускорения ответа ста​вят ориентировочную реакцию агглютинации на стекле с ма​териалом, взятым из бесцветной колонии. Далее поступают так же, как и при идентификации гемокультуры.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Молеку-лярно-биологические исследования. Исследуемый мате​риал, полученный из очага инфекции, используют для обнару​жения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаруже​ния соответствующих молекул можно поставить предваритель​ный диагноз.

Серодиагностика. В лабораторной практике широко приме​няют развернутую реакцию агглютинации Видаля, основанную на обнаружении в сыворотке крови людей антител — агглюти​нинов, которые появляются в конце 1-й — начале 2-й недели заболевания. Реакцию ставят одновременно с четырьмя анти​генами: О- и Н-брюшнотифозными, А- и В-паратифозными диагностикумами. Брюшнотифозные монодиагностикумы при​меняют для установления стадии болезни, так как содержание О- и Н-антител в разные ее периоды неодинаково. О-антитела появляются на 1-й неделе, накапливаются в разгар заболевания и исчезают к моменту выздоровления. Н-антитела появляются в разгар заболевания, накапливаются к концу заболевания и сохраняются у переболевших в течение длительного времени. У людей, вакцинированных против брюшного тифа и парати-фов, также наблюдается положительная реакция Видаля, при​чем в довольно высоком титре, поэтому "инфекционный Ви-даль" удается отличить от "прививочного" только по нараста​нию титра агглютининов у больных в процессе заболевания. Реакцию Видаля ставят в четырех рядах пробирок по 7 проби​рок в каждом ряду, из которых 5 опытных и 2 контрольные. Для контроля каждого диагностикума в пробирки вносят по 1 мл изотонического раствора хлорида натрия, в который до​бавляют 2 капли диагностикума. В контрольной пробирке с 1 мл сыворотки (без диагностикума) не должно быть хлопьев. При спонтанной агглютинации реакция не учитывается. Диа​гностический титр реакции Видаля равен 1:200. Для серологи​ческого исследования реконвалесцентов и выявления бакте​рионосителей широко используют реакцию непрямой К/'-гемаг-глютинации, с помощью которой в сыворотке крови людей определяют присутствие антител к К/-антигену. В качестве антигена используют эритроцитарный И-диагностикум, пред​ставляющий собой взвесь эритроцитов человека 1(0) группы, обработанных формалином и сенсибилизированных И-антиге-ном S.enterica биовара typhi. Готовят разведения испытуемой сыворотки от 1:10 до 1:1280. При положительной реакции эритроциты покрывают дно пробирки в виде диска с зазубрен​ными краями, а надосадочная жидкость остается прозрачной. При отрицательной реакции, так же как и в контроле, эрит​роциты осаждаются на дно пробирки и имеют вид диска с ровными краями ("пуговки"). Диагностическое значение имеет титр пассивной К/-гемагглютинации, начиная с 1:40 и выше. Всех лиц, сыворотка крови у которых дает положительный результат в РИГА с эритроцитарным К/-диагностикумом, рас​сматривают как подозрительных на носительство S.enterica биовара typhi и подвергают многократному бактериологическо​му обследованию.

•
Микробиологическая диагностика сальмонеллезов

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: испражнения, при генерализованной форме — кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ: микробиологическая диагнос​тика сальмонеллезов принципиально не отличается от диа​гностики брюшного тифа и паратифов. Серодиагностика не применяется по причине большого числа сероваров возбуди​телей.

•
Микробиологическая диагностика кишечного иерсиниоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: испражнения, при генерализованной форме — кровь, моча, спинномозговая жид​кость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Посев материала на диф​ференциально-диагностические (среда Эндо, Мак-Конки, СБТС-агар с желчью и бромтимоловым синим) и селективные (CIN-агар с антибиотиками цефсулодином и новобиоцином) плотные среды или жидкие среды обогащения (буферно-казе-иново-дрожжевой бульон, 1 %, пептонная вода с рН 7,6—7,8). Посевы инкубируют при 25 "С в течение 24—48 ч. Идентифи​кация чистой культуры осуществляется на основании морфо​логии, подвижности, тинкториальных свойств (грамотрицательные палочки с закругленными концами и характерным биполярным окрашиванием, неспорообразующие, перитрихи), культуральных, биохимических признаков.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Молеку-лярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить пред​варительный диагноз.

Серодиагностика. Диагностическое значение имеет обнару​жение антител к поверхностным антигенам возбудителей наи​более распространенных серотипов (ОЗ, О4, О5, Об, О8, О9) в РА. Положительной считается РА в титре не менее 1:160. Разработаны также ИФА-тесты.

• Микробиологическая диагностика кишечного дисбактериоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Имеет ориентировочное значение. При резко выраженном дисбактериозе в мазках пре​обладают микроорганизмы определенных видов (например, дрожжеподобные грибы, стафилококки и др.) на фоне сущест​венного уменьшения грамотрицательной микрофлоры.

Бактериологическое исследование. Проводится количествен​ное исследование состава микрофлоры кишечника. Для этого из исследуемого материала готовят разведения 10~2, 10~4, 10~^ и т.д. Первичные посевы по 0,1 мл каждого разведения про​изводят параллельно на несколько питательных сред (Эндо, кровяной агар, ЖСА, агар Сабуро и др.) и инкубируют при 37 °С. Подсчитывают число выросших колоний и определяют число КОЕ в 1 г материала. Проводят отсев 2—3 колоний каждого вида для выделения и идентификации чистых культур микроорганизмов.

Для обнаружения анаэробных Bifidobacterium spp, делают мерные посевы материала в разведениях 10~7 и выше в про​бирки с 13—15 мл модифицированной среды Блаурокка, в со​став которой входит печеночный бульон, пептон — 1 %, лакто​за — 1 %, хлорид натрия — 0,5 %, цистин — 0,01 %, агар-агар — 0,75%, твин-80 — 0,1 %. При росте Bifidobacterium spp. через 24—48 ч происходит помутнение всей среды с образованием тяжей или отдельных колоний. Готовят мазки и окрашивают по методу Грама. Выделение чистых культур Bifidobacterium spp. является весьма трудоемким и практически необязатель​ным. При необходимости идентификацию представителей рода осуществляют по биохимическим свойствам.

Для оценки результатов бактериологического исследования

	Микроорганизмы                                             Норма

Патогенные микробы сем. Enterobacteriaceae                              0 Общее количество E.coli, млн/г                                            300—400 E.coli со слабовыраженными ферментативными свойствами, %                                                                    До 10 E.coli с гемолитическими свойствами, %                           Нет Энтеробактерии (лактозоотрицательные и лактозополо-жительные): Hafhia, Aerobacter, Citrobacter, Klebsiella, Serratia, %                                                                                  До 5 Кокковые формы, %                                                                 До 25 Гемолитический стафилококк по отношению ко всем кокковым формам, %                                                   Нет Bifidobacterium spp. (рост при посеве разведения)               10 и выше Бактерии рода Proteus                                                              Нет Грибы рода Candida                                                                Нет 


Получают так же, как и другие диагностические сыворотки. Применяют для серотипирования сальмонелл в реакции аг​глютинации.

Сальмонеллезные О- и Н-монодиагностикумы. Представляют собой взвеси сальмонелл, убитых нагреванием (О-диагностику-мы) или обработкой формалином (Н-диагностикумы). Применя​ют для серодиагностики брюшного тифа в реакции Видаля.

Типовые сальмонеллезные бактериофаги. Применяют для фа-готипирования сальмонелл.

Брюшнотифозная моновакцинд и брюшнотифозная спиртовая вакцина, обогащенная Vi-антигеном. Применяют для специфи​ческой активной профилактики брюшного тифа.

Поливалентный брюшнотифозный бактериофаг. Выпускается в виде таблеток с кислотоустойчивым покрытием. Применяют для экстренной профилактики брюшного тифа.

Коли-бактерин. Содержит лиофильно высушенные живые клетки E.coli штамма М17, обладающего выраженными анта​гонистическими свойствами в отношении ряда патогенных ки​шечных бактерий. Применяют для нормализации кишечной микрофлоры при дисбактериозе и лечении дизентерии, глав​ным образом у детей.

Бифидумбактерин. Содержит лиофильно высушенную взвесь живых клеток B.bifidum. Применяют для лечения хронических кишечных инфекций невыясненной этиологии у детей и ди​зентерии.

Бификол. Содержит смесь высушенных живых бактерий E.co​li штамма М17 и B.bifidum. Показания к применению те же.

Лактобактерин. Содержит продукты жизнедеятельности лак-тобактерий. Выпускается в таблетированном виде. Применяют для лечения дисбактериозов у детей.

Антибиотики: сульфаниламиды, полусинтетические пени-циллины, цефалоспорины 2—4-го поколения, хлорамфеникол, тетрациклины, фторхинолоны, полимиксин.

Тема   13.3. ВОЗБУДИТЕЛИ ПИЩЕВЫХ

ТОКСИКОИНФЕКЦИЙ, ИНТОКСИКАЦИЙ, ХОЛЕРЫ

И ДРУГИХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КИШЕЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ

План

Программа

Биологические свойства возбудителей холеры, пищевых токсикоинфекций и интоксикаций. Их патогенность, экология, особенности инфекции и эпидемио​логия вызываемых заболеваний.

Лабораторная диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

Демонстрация
Мазки из чистых культур возбудителей пищевых ин​токсикаций кишечных инфекций: Staphylococcus aureus,  Clostridium perfringens,  Vibrio cholerae. Окраска по методу Грама.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать мазки из чистых культур возбудителей кишечных инфекций.

Бактериологическая диагностика холеры.

Указать материал для исследования.

Идентификация чистой культуры вибрионов, вы​деленных от больного:

изучить морфологические и тинкториальные свойства: микроскопировать мазок из чистой
культуры, выделенной от больного;

изучить антигенные свойства: отметить резуль​таты развернутой реакции агглютинации с диа​гностической 01-сывороткой;

изучить биохимические свойства: отметить ре​зультат гексаминового теста;

определить чувствительность выделенной куль​туры к диагностическим бактериофагам;

отметить способность к росту на среде с полимиксином;

дать заключение.

3.
Диагностика ботулизма:

указать материал для исследования;

проанализировать результаты РИГА для обнаруже​ния ботулотоксина в сыворотке крови больного
(реакция Бойдена). Дать заключение.

4.
Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профи​лактическими препаратами.

Методические указания

• МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ ТОКСИКОИНФЕКЦИЙ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ПРИРОДЫ

• Микробиологическая диагностика пищевых токсикоинфек-иий, вызванных Escherichia spp., Salmonella spp., Proteus spp,

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии, рвотные мас​сы, промывные воды желудка больного, остатки пищевых про​дуктов — возможные источники и факторы передачи инфек​ции.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Производят путем посева

материала на дифференциально-диагностические и элективные среды (Эндо, висмут-сульфит агар и др.) для выделения чистой культуры сальмонелл и эшерихии, а также в конденсационную воду в пробирке со скошенным питательным агаром для вы​явления бактерий рода Proteus. После инкубации посевов при 37 °С в течение 20—24 ч отмечают цвет колоний на чашках с дифференциальной средой и наличие "ползучего" роста, ха​рактерного для Proteus spp., в пробирке со скошенным пита​тельным агаром. Подозрительные колонии пересевают на ско​шенный питательный агар для получения чистых культур и одновременно ставят с ними ориентировочную реакцию агг​лютинации на стекле, используя смеси диагностических сыво​роток. На следующий день с чистой культурой ставят развер​нутую реакцию агглютинации с соответствующей монорецеп-торной сывороткой и делают посев на среды "пестрого" ряда. При выделении одного и того же серовара сальмонелл или эшерихии из организма больных людей и пищевого продукта делают окончательное заключение об этиологии пищевой ток-сикоинфекции — источнике заболевания. При наличии "пол​зучего" роста на скошенном питательном агаре из конденса​ционной воды петлей берут материал для приготовления пре​парата "висячая" капля с целью установления подвижности и для мазка, который окрашивают по методу Грама и микроско-пируют. Затем выделяют чистую культуру, определяют биохи​мические и другие признаки и устанавливают вид: P.vulgaris, P.mirabilis, P.morganii и P.rettgeri.

Оценка роли условно-патогенных микроорганизмов в этио​логии пищевых токсикоинфекций должна быть строго аргу​ментирована: а) бактериологическим, серологическим, эпиде​миологическим и клиническим исключением сальмонеллезов, дизентерии, холеры; б) выделением идентичных штаммов ус​ловно-патогенных бактерий из рвотных масс, промывных вод желудка, испражнений, продуктов.

• МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ ИНТОКСИКАЦИЙ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ПРИРОДЫ

• Микробиологическая диагностика стафилококковых пище​вых интоксикаций

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: рвотные массы, про​мывные воды желудка, подозрительные пищевые продукты.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Диагностика основана на об​наружении энтеротоксина в исследуемом материале. Энтеро-токсин Staphylococcm spp. экстрагируют изотоническим раствором хлорида натрия, затем определяют его присутствие и се​рологическую специфичность реакцией преципитации в геле с иммунными антитоксическими сыворотками А, В, С. Техника постановки реакции описана выше (см. рис. 10.1.6). Исполь​зуют также латекс-агглютинацию, ИФА, РИА и др.

Бактериологическое исследование. С целью выделения чис​той культуры стафилококка исследуемый материал, который может содержать жизнеспособные бактерии, засевают в чашки с ЖСА. Полученные по схеме (см. тему 12.1) чистые культуры проверяют на способность продуцировать энтеротоксины. Для эпидемиологического анализа массовых стафилококковых ин​токсикаций проводят фаготипирование выделенных культур с помощью набора стафилококковых фагов.

Биопроба. Для обнаружения энтеротоксина можно исполь​зовать биопробу — скормить изучаемый материал котятам-со​сункам, у которых стафилококковый энтеротоксин вызывает рвоту и понос через 30—60 мин после скармливания.

•
Микробиологическая диагностика пищевых интоксикаций,
вызванных C.perfringens типа А

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: подозрительные пи​щевые продукты (мясные, рыбные и др.), испражнения, рвот​ные массы, промывные воды желудка.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Поскольку энтеротоксин C.perfringens типа А выделяется в процессе спорообразования в кишечнике больного и быстро разрушается, обнаружить его в продуктах или материале от больного практически не удается. Основным методом диагностики является бактериологический. Выделение чистой культуры производят стандартным методом (см. тему 12.2). Диагностическое значение имеет обнаружение большого количества бактерий в материале от больного и по​дозрительном продукте.

•
Микробиологическая диагностика ботулизма

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: сыворотка крови, мо​ча, испражнения, промывные воды желудка, остатки пищи или подозреваемые продукты (колбасы, мясные, рыбные, фрукто​вые, овощные консервы и др.).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Диагностика основана на об​наружении ботулотоксина в исследуемом материале. С этой целью ставят реакцию Бойдена — РИГА с эритроцитами, на​груженными моновалентными антитоксическими противобо-тулиническими сыворотками типов А, В, Е. В качестве кон​троля используют нормальную сыворотку крови. Для выявле​ния ботулотоксина могут быть использованы также ИФА и другие чувствительные серологические реакции.

Биопроба. Для обнаружения ботулотоксина в пищевых про​дуктах и определения токсигенности C.botulinum можно про​вести реакцию нейтрализации токсина на белых мышах. Для определения серотипа токсина реакцию ставят с моновалент​ными сыворотками типов А, В, Е. При нейтрализации токсина гемолитической антитоксической сывороткой мыши остаются живыми.

• Микробиологическая диагностика пищевых интоксикаций, вызванных бактериями рода Bacillus
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: рвотные массы, про​мывные воды желудка, фекалии, подозрительные пищевые продукты.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Материал засевают на кровяной агар или селективные среды с лецитином и поли-миксином. При исследовании материала, содержащего посто​роннюю микрофлору (фекалии), образцы предварительно об​рабатывают нагреванием при 63 °С в течение 15 мин или 50 % этиловым спиртом (45—60 мин) для уничтожения вегетативных форм бактерий. Споры возбудителя при этом сохраняются. Идентификацию выделенной чистой культуры производят по морфологии, наличию и расположению спор, тинкториальным свойствам и биохимическим признакам. Для эпидемиологичес​кого анализа осуществляется серотипирование по жгутиковому антигену (существует более 40 серотипов).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Токсины Bacillus cereus могут быть обнаружены во всех вышеназванных видах материала, включая фекалии, с помощью серологических реакций (ИФА, РИА, иммунопреципитации и др.).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

• МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ХОЛЕРЫ

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: испражнения боль​ного, рвотные массы, вода, пищевые продукты; при постмор-тальной диагностике: отрезки тонкой кишки и желчный пу​зырь с частью печени. При необходимости хранения материал помещают в транспортную среду (буферный солевой раствор с глицерином). Для длительного сохранения рекомендуется по​лоску фильтровальной бумаги, смоченную в жидких испраж​нениях, поместить в герметически закрытый пластиковый кон​тейнер — для предохранения от высыхания. Таким образом возбудитель сохраняется в материале до 5 нед.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Из исследуемого мате​риала готовят мазки, окрашивают их по методу Грама и вод​ным фуксином. Кроме того, из нативного материала готовят препарат "висячая" капля, в котором определяют наличие по​движных вибрионов при темнопольной или фазово-контраст-ной микроскопии. Обнаружение в мазках большого количества грамотрицательных, слегка изогнутых палочек (длиной от 1,5 до 3 мкм) и активно-подвижных вибрионов в препарате "ви​сячая" капля позволяет дать первый предварительный положи​тельный ответ (рис. 13.3.1; на вклейке).

Бактериологическое исследование. Материал засевают в раз​личные жидкие и плотные элективные среды, в частности во флаконы со щелочной пептонной водой (1 % с теллуритом) и на чашки со щелочным питательным агаром. Посевы на пеп​тонной воде инкубируют при 37 °С в течение 5—6 ч, на чаш​ках — 10—12 ч. Из голубоватой пленки, образующейся на пеп​тонной воде, или из ее поверхностного слоя делают мазки и препараты "раздавленная" и "висячая" капля. Этот же мате​риал используют для постановки реакции агглютинации на стекле со специфической противохолерной 01-сывороткой. Часть пептонной воды переносят в другую пробирку для по​становки нитрозоиндоловой пробы. Для этого добавляют туда же несколько капель серной кислоты. В положительном случае появляется розовое окрашивание вследствие образования нитрозоиндола под влиянием холерного вибриона. Независимо от результатов исследования делают пересев на вторую пептон-ную воду. Наличие грамотрицательных вибрионов, агглютини​рующихся 01-сывороткой, позволяет дать второй предвари​тельный ответ. Независимо от полученных результатов продол​жают исследование, как показано на схеме 13.3.1.

Выделение чистой культуры и ее идентификацию проводят по 5—6 однотипным колониям, выросшим на щелочном агаре. Для ускорения хода анализа ставят развернутую реакцию аг​глютинации с бактериальной суспензией, приготовленной из колоний. Для этого агглютинирующую 01-сыворотку разводят в пробирках до титра пептонной водой (в объеме 0,5 мл). Затем в каждую пробирку вносят 1—2 капли суспензии бактерий. Результат реакции агглютинации учитывают после 3—4-часо​вой инкубации при 37 °С.

Идентификацию культуры проводят на основании опреде-
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Гексаминовый тест                           —                  +                  + Реакция Фогеса— Проскауэра          —                  +                  + (образование ацетил метил -карбинола) 


кой, типовыми сыворотками Огава и Инаба или типовыми холерными фагами. Готовят из них препараты "раздавленная" капля, которые исследуют с помощью темнопольной и фазо-во-контрастной микроскопии. В положительном случае через 3—5 мин движение вибрионов прекращается.

Иммунохимические исследования. Применяют ме​тод прямой ИФ. Мазки из исследуемого материала обрабаты​вают флюоресцирующей противохолерной сывороткой и ис​следуют в люминесцентном микроскопе. Положительным ре​зультатом считается обнаружение в препарате даже единичных вибрионов с ярким желто-зеленым свечением в виде блестя​щего ободка по периферии клетки. Положительный результат можно получить через 1—2 ч после начала исследования при концентрации вибрионов не менее 106 клеток в 1 мл, поэтому рекомендуется предварительное подращивание материала на питательных средах.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Выявление антител к возбудителю являет​ся вспомогательным и применяется для ретроспективной диа​гностики холеры, выявления вибрионосителей и оценки напря​женности постинфекционного и поствакцинального иммунитета. Для этого обычно ставят реакцию агглютинации или РИГА, диагностический титр антител в этих реакциях 1:80—1:320, а также определяют вибриоцидные антитела в реакции лизиса.

• Диагностика носителъства

Во время вспышки холеры проводят массовое обследование на носительство V.cholerae.

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: ректальные мазки (фекалии, взятые тампоном из прямой кишки).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Посев материала от 10 обследуемых на обогатительную среду с 01-агглютинирующей диагностической сывороткой. В положительных случаях через 3—4 ч начинается выпадение хлопьев в результате агглютина​ции размножившихся вибрионов. При обнаружении в осадке грамотрицательных подвижных вибрионов каждый из 10 паци​ентов обследуется индивидуально.

• МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА КИШЕЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ, ВЫЗВАННЫХ БАКТЕРИЯМИ РОДА VIBRIO
Возбудители: V.cholerae не О1 (серовары О4, Об и др.), V.mimicm, V.parahaemolyticus, V.fluvialis и др.

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии, рвотные массы, ректальные мазки.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Изучение нативных маз​ков ("висячая" или "раздавленная" капля) методом темнополь-ной или фазово-контрастной микроскопии и фиксированных препаратов, окрашенных по методу Грама. Предварительный диагноз ставится на основании обнаружения подвижных грам-отрицательных вибрионов при исключении холеры с помощью экспресс-методов (отрицательная реакция иммобилизации и иммунофлюоресценции с 01-специфической сывороткой). Метод имеет ориентировочное значение, поскольку не позво​ляет дифференцировать между собой различных представите​лей семейства Vibrionaceae.

Бактериологическое исследование. Посев материала на ос​новные (кровяной агар), а также на элективные и дифферен​циально-диагностические среды для вибрионов. Возбудители дифференцируют по культуральным, антигенным и биохими​ческим признакам.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, ис​пользуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

• МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА КИШЕЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ, ВЫЗВАННЫХ БАКТЕРИЯМИ РОДА AERO-MONAS
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии, рвотные массы, ректальные мазки.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. См. раздел "Микробио​логическая диагностика кишечных инфекций, вызванных бак​териями рода Vibrio".

Бактериологическое исследование. Посев материала на ще​лочную пептонную воду и селективную среду — агар с добав​лением антибиотиков (ампициллина, новобиоцина и др.). При росте на кровяных средах характерен бета-гемолиз. Идентифи​кацию чистой культуры производят на основании культураль-ных, биохимических признаков, серотипирования, фаготипи-рования, используют также молекулярно-биологические мето​ды идентификации (риботипирование и др.).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохимические и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, ис​пользуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

•
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА КИШЕЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ, ВЫЗВАННЫХ БАКТЕРИЯМИ РОДА PLESIOMONAS
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: фекалии, рвотные массы, ректальные мазки.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. См. раздел "Микробио​логическая диагностика кишечных инфекций, вызванных бак​териями рода Vibrio".

Бактериологическое исследование. Посев материала на ще​лочную пептонную воду, кровяной агар (гемолиз нехарактерен) и селективную среду — агар с добавлением инозитола, желчных кислот и бриллиантового зеленого. Идентификацию чистой культуры производят на основании культуральных, биохими​ческих признаков, серотипирования по О- и Н-антигенам (не​обходимо помнить, что P.shigelloides имеет перекрестные анти​гены с S.sonnei и может давать положительную РА с соответ​ствующими диагностическими сыворотками). Используют также молекулярно-биологические методы идентификации (риботипирование и др.).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, ис​пользуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

•
ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ, ПРОФИЛАКТИЧЕСКИЕ И ЛЕЧЕБ​НЫЕ ПРЕПАРАТЫ

Стафилококковые бактериофаги (международный набор). Применяют для фаготипирования стафилококков с целью эпи​демиологического анализа пищевой интоксикации.

Противоботулинические сыворотки. Получены из крови ло​шадей, гипериммунизированных ботулиническими анатокси​нами. Очищены и концентрированы методом диаферм-3. Для лечебно-профилактических целей готовят Противоботу​линические сыворотки четырех типов: А, В, Е, F. Монова​лентные сыворотки перечисленных типов используют в диагностических целях для определения серотипа токсина в ис​следуемом материале.

Ботулинический трианатоксин адсорбированный очищенный.

Экзотоксины C.botulinum (серотипы А, В и Е) обезвреживают формалином при нагревании, а затем очищают от балластных веществ, концентрируют и адсорбируют на гидрате оксида алюминия. Применяют для проведения плановой активной иммунизации против ботулизма юношей допризывного возрас​та (16 лет).

Противохолерная агглютинирующая О-сыворотка, типовые сыворотки Огава и Инаба. Получены из крови кроликов, им​мунизированных холерными вибрионами. Применяют для се​рологической идентификации и типирования холерных вибри​онов в реакции агглютинации.

Холерные фаги. Типовые холерные фаги применяют для идентификации и типирования холерных вибрионов. Полива​лентный холерный бактериофаг используют для лечебно-про​филактических целей.

Холерная вакцина. Взвесь убитых холерных вибрионов при​меняют для активной иммунизации против холеры. Готовится из чистых культур V.cholerae O1 биоваров El-tor и asiatici cepo-типов Инаба и Огава.

Холероген-анатоксин. Обезвреженный холерный токсин. При​меняют для специфической профилактики холеры (создание активного специфического антитоксического иммунитета).

Антибиотики. Могут быть использованы все препараты, дей​ствующие на соответствующие бактерии. Вместе с тем надо учитывать, что среди возбудителей достаточно широко распро​странены устойчивые варианты. Для большинства грамотрица-тельных возбудителей кишечных инфекций широко использу​ют тетрациклины, ампициллин, цефалоспорины 2—4-го поко​лений, хлорамфеникол, фторхинолоны.

Глава  14

ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ РЕСПИРАТОРНЫХ И ДРУГИХ ВОЗДУШНО-КАПЕЛЬНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Возбудители инфекций, передающихся воздушно-капель​ным путем, перечисленные в табл. 14.1, относятся к разным семействам, родам и видам, которые существенно отличаются друг от друга по морфологии, культуральным и биохимическим свойствам, антигенной структуре. Респираторные инфекции разной этиологии клинически диагностируются как острые респираторные заболевания (ОРЗ) или пневмонии. Их возбу​дители могут быть идентифицированы только с помощью мик-

	Микроорганизмы                          Заболевание (или синдром)

Haemophilus influenzae (— ) А                Пневмония, бронхит Klebsiella pneumoniae ( — ) А подвид pneumoniae                          Пневмония подвид ozaenae                                Озена (зловонный насморк) подвид rhinoscleromatis                    Риносклерома Escherichia coli (—) А                            Пневмония (аспирационная) Enterobacter spp. (—) А                          То же Proteus spp. (— ) А                                    »   » Providentia spp. (— ) А                              »   » Serratia spp. (— ) A                                   »   » Legionella pneumophila (— )A                  Легионеллез Moraxella catarrhalis (~)A                     Бронхопневмония Mycoplasma pneumoniae А                      Пневмония Streptococcus pneumoniae (+)A               To же Staphylococcus aureus (+)A                      »  » Streptococcus pyogenes (+)A                     »  » Bacteroides spp. (— )Ан                           Пневмония, абсцесс легких Peptococcus spp. (+)Ан                          То же Prevotella spp. (— )Ан                                »   » Veillonella spp. (— )Ан                              Пневмония, синусит, отит Chlamydophila psittaci                            Орнитоз (пневмония) Chlamydophila pneumoniae                     Пневмония Coxiella burnetii                                     Q-лихорадка (пневмония) Bordetella pertussis (— )A                         Коклюш Bordetella parapertussis (— )A                  Паракоклюш Corynebacterium diphtheriae (+)A          Дифтерия Neisseria meningitidis (— )A                     Менингококковая инфекция Семейство Mycobacteriacea (к/у)А Комплекс М. tuberculosis (МТС):           Туберкулез легких М. tuberculosis M.bovis M.africanum Комплекс M.avium (MAC):                   Микобактериоз (преимущест-M.avium                                            венно легочная инфекция) М. intracellulare Mycobacterium kansasii                           Микобактериозы 

	Микроорганизмы                           Заболевание (или синдром)

Mycobacterium chelonae                           Микобактериозы Mycobacterium ulcerans Mycobacterium leprae                        Проказа Actinomyces israelii (+)Ан                 Актиномикоз (легких) Actinomyces bovis Actinomyces naeslundii (viscosus) Nocardia asteroides (+)A                  Нокардиоз (легких) 
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Большое значение в диагностике бактериальных пневмо​ний приобретают современные экспресс-методы: иммунохи-мические и молекулярно-биологические, которые дают воз​можность поставить предварительный диагноз в течение 1-х суток от начала болезни. Ведущим методом диагностики явля​ется бактериологический, позволяющий идентифицировать воз​будителя и определить индивидуальную чувствительность к антибиотикам. Поскольку большинство бактерий, вызываю​щих пневмонии, относятся к условно-патогенным, присутст​вующим в составе нормальной микрофлоры верхних дыхатель​ных путей, требуется проводить количественное исследование. В диагностике атипичных пневмоний ведущую роль играют экспресс-методы. Выявление нарастания титра антител к воз​будителю (методом парных сывороток) применяют с целью ретроспективной диагностики.

а План

а  Программа

Биологические свойства возбудителей пневмоний и ОРЗ, их патогенность, экология, особенности инфек​ции и эпидемиология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Демонстрация

Мазки из патологического материала и чистых культур Streptococcus pneumoniae и Klebsiella pneumoniae.

Колонии S.pneumoniae на кровяном агаре и К. pneumoniae на питательном агаре.

РСК с антигенами Coxiella burnetii, Chlamydophila psittaci и Mycoplasma pneumoniae.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

Задание студентам

Микроскопировать окрашенные мазки из исследуемо​го материала. Сделать заключение и наметить план дальнейшего исследования.

Сделать заключение о возможном возбудителе респи​раторной инфекции на основании данных бактериоскопического и бактериологического исследований, полученных из лаборатории (студенты получают за​полненные бланки с результатами соответствующих анализов).

Серодиагностика атипичных пневмоний. Отметить ре​зультаты серологических реакций (агглютинации, РСК) с антигенами C.bumetii, C.psittaci, M.pnewnoniae и L. pneumophila.

4. Дать краткую характеристику диагностическим, про​филактическим и лечебным препаратам.

а  Методические указания

• Микробиологическая диагностика инфекций,  вызванных Streptococcus pneumoniae
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мокрота, аспират из трахеи и бронхов, промывные воды бронхов, экссудат из плев​ральной полости, кровь, спинномозговая жидкость при менин​гите, отделяемое зева и носа при ОРЗ.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Мазки для первичной бактериоскопии готовят из патологического материала, за ис​ключением крови, и окрашивают по методу Грама. Наличие в них грамположительных диплококков несколько удлиненных, имеющих ланцетовидную форму (0,5—1,25 мкм), окруженных капсулой (рис. 14.1.1; на вклейке), позволяет поставить пред​варительный диагноз.

Бактериологическое исследование. Материал засевают на кро​вяной агар и/или на сахарный бульон с добавлением сыворот​ки крови. После инкубации при 37 "С через 24 ч на агаре образуются мелкие нежные колонии, окруженные небольшой зеленоватой зоной гемолиза. Из колоний делают мазки для изучения морфологии и тинкториальных свойств, а затем пере​севают на скошенный кровяной агар или сывороточный бу​льон для выделения чистой культуры.

Для дифференциации S.pnewnoniae от S.pyogenes проверяют чувствительность выделенной культуры к желчи и оптохину и ферментацию инулина.

Серотипирование осуществляют в реакции агглютинации с типоспецифическими сыворотками (из более 80 известных ва​риантов в патологии человека ведущую роль играют 23 основ​ных серовара). Экспресс-методом серотипирования S.pneumo​niae является реакция Нейфельда, которая основана на фено​мене набухания капсулы стрептококка в присутствии типоспе-цифической сыворотки.

Биопроба. Для выделения чистой культуры S.pneumoniae в некоторых случаях материал вводят внутрибрюшинно белым мышам, которые являются высокочувствительными к данному микроорганизму. Культуру стрептококка выделяют из крови и органов погибшего или забитого животного, а также проводят бактериоскопию мазков-отпечатке в, сделанных из его органов. В настоящее время метод практически не применяют.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммунс-химические исследования. Для обнаружения специфи​ческого антигена S.pneumoniae в спинномозговой жидкости па​циентов при менингите используют реакции непрямой латекс-агглютинации, РИГА и др.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

• Микробиологическая диагностика респираторных инфекций, вызванных Klebsietta pneumoniae
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мокрота, промывные воды бронхов, экссудат из плевральной полости, кровь, спин​номозговая жидкость при менингите, отделяемое зева и носа при ОРЗ; слизь и соскобы из носа при склероме.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Мазки для первичной бактериоскопии готовят из патологического материала, окра​шивают по методу Грама и Бурри—Гинса. Наличие в мазках грамотрицательных капсульных бактерий (см. рис. 2.2.5) по​зволяет сделать предварительное заключение. В случае склеро​мы при гистологическом исследовании гранулематознои ткани, взятой из носа, обнаруживаются своеобразные гигантские клет​ки Микулича, в которых содержатся клебсиеллы.

Бактериологическое исследование. Материал засевают на чашки Петри с питательным агаром, содержащим пенициллин для подавления роста сопутствующей микрофлоры, или на дифференциально-диагностические среды с лактозой и бром-тимоловым синим. На питательном агаре клебсиеллы образуют блестящие выпуклые слизистые колонии. На дифференциаль​ной бромтимоловой среде колонии K.pneumoniae подвида rhi-noscleromatis и K.pneumoniae подвида ozaenae, не расщепляющие лактозу, окрашены в цвет среды (голубой), а на бромкрезоло-вой — в фиолетовый. Лактозоположительные K.pneumoniae подвида pneumoniae образуют колонии желтого цвета. На 2-й день из подозрительных колоний делают мазки, окрашивают их по методу Грама, Бурри—Гинса и пересевают на скошенный агар или среду Ресселя (см. тему 13.1) для получения чистой культуры. На 3-й день учитывают рост на агаре и среде Ресселя. Лактозоотрицательные бактерии окрашивают только столбик среды в красный цвет, а Лактозоположительные — всю среду и часто разрывают среду в результате газообразования при фер​ментации глюкозы. Идентификацию выделенной культуры проводят по наличию капсулы, отсутствию подвижности и другим признакам. Для установления серовара выделенной культуры проводят реакцию агглютинации или иммунофлюо-ресценции с типоспецифическими противокапсульными сыво​ротками.

Экспресс-методы диагностики: биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полу​ченный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ГТЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Проводят с сыворотками больных людей в РСК или РИГА с целью ретроспективной диагностики.

• Количественное микробиологическое исследование при пнев​мониях и ОРЗ

Оценка результатов микробиологических исследований при воспалительных заболеваниях дыхательной системы, когда вы​севаются разнообразные условно-патогенные микроорганиз​мы, представляет определенные трудности, так как многие из этих бактерий входят в состав нормальной микрофлоры верх​них дыхательных путей. Поэтому в качестве дополнительного метода используют количественный микробиологический учет. Исследуемый материал (мокроту) предварительно гомогенизи​руют в банке со стеклянными бусами, в ступке с кварцевым песком или с помощью магнитной мешалки. Готовят десяти​кратные разведения материала от 10"1 до 10~7 и по 0,1 мл соответствующего разведения засевают на питательные среды, состав которых зависит от предполагаемых групп микроорга​низмов (кровяной агар, ЖСА, среда Эндо, среда Сабуро и др.). После инкубации в термостате подсчитывают число выросших колоний, идентифицируют микроорганизмы и оценивают по​лученные результаты.

При воспалительных заболеваниях дыхательной системы увеличивается количественное содержание условно-патоген​ных микроорганизмов в 1 мл мокроты или промывных вод бронхов. Количественные показатели, которые нехарактерны для организма здоровых людей, имеют диагностическое значе​ние и указывают на этиологическую роль микроорганизмов: S.pneumoniae, H.influenzae — 10^, Staphylococcus spp. — 105, Enterobacter — 104, Candida spp. — 103 и более колониеобразую-щих единиц (КОЕ) в 1 мл. В случаях доминирования отдельных видов в микробных ассоциациях, особенно при повторных исследованиях, а также при наличии эпидемиологических дан​ных эти диагностические критерии могут быть снижены на один порядок. Сочетание качественного и количественного микробиологического исследования позволяет получить досто​верные результаты.
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мидий также применяют биопробы (заражение морских свинок и мышей соответственно).

Экспресс методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Антигены возбудителей мож​но обнаружить в материале от больного с помощью серологи​ческих реакций (РСК и др.).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика атипичных пневмоний. Одним из ведущих методов диагностики атипичных пневмоний является сероди​агностика. Используют метод парных сывороток.

Серодиагностика Ку-риккетсиоза. Начиная с 8-го дня болез​ни для выявления специфических антител ставят реакцию агг​лютинации или РСК со стандартными диагностикумами из C.bumetii. Титр антител в РСК достигает 1:80—1:160 на 5—6-й неделе болезни. Реакция считается положительной при нараста​нии титра антител не менее чем в 2 раза (табл. 14.1.1). Для серодиагностики также используют РИГА, метод непрямой ИФ, ИФА, РИА. Наиболее информативным для ранней диагностики является выявление антител класса М на 1-й неделе болезни.

Таблица   14.1.1. Результаты РСК с тремя диагностикумами

	Диагностикум 
	Разведение сыворотки 

	
	1:10 
	1:20 
	1:40 
	1:80 
	1:160 
	1:320 
	1:640 


Coxsiella burnetii
Chlamydophila pneumonia     —       —       —       —       —       —       —

Mycoplasma pneumonia       +++   +++   +++   +++   +++     +       —

Серодиагностика пневмоний, вызванных Chlamydophila spp. Для

подтверждения диагноза пневмонии, вызванной C.psittaci — пситтакоза (орнитоза), — ставят РСК со стандартным орнитоз-ным диагностикумом и сыворотками больного, взятыми первый раз на 7-й день заболевания, а второй — в конце 3-й недели. При отсутствии нарастания титра антител реакцию повторяют через 4 нед после начала заболевания. Диагностическое значение име​ет нарастание титра антител не менее чем в 2 раза (см. табл. 14.1.1). Для ранней диагностики пневмонии, вызванной C.pneumoniae, применяют метод непрямой ИФ, позволяющий выявлять антитела класса М, что особенно важно для своевре​менной диагностики заболевания у новорожденных.

Серодиагностика пневмонии, вызванной M.pneumoniae. Антитела в сыворотках больных обнаруживают в РСК со стандарт​ным микоплазменным диагностикумом или в РИГА, в которой используют эритроциты барана с адсорбированным на них микоплазменным антигеном. Диагностическое значение имеет нарастание титра антител в 4 раза и более в парных сыворотках крови, взятых от больного на 7—8-й день и в конце 2-й недели болезни. Высокий титр антител, выявленный в этих реакциях при однократном исследовании, не является доказательством заболевания, так как положительная реакция часто возникает после перенесения заболевания даже в форме бессимптомной инфекции. Комплементсвязывающие антитела сохраняются после перенесения заболевания около 1,5 лет, а антитела, вы​являемые в РИГА, несколько дольше. В лабораторных услови​ях РСК нередко ставят одновременно с риккетсиозным, орни-тозным и микоплазменным диагностикумами по следующей схеме (см. табл. 14.1.1).

Кожно-аллергическая проба. Для диагностики орнитоза ста​вят кожно-аллергическую пробу с аллергеном C.psittaci.

• Микробиологическая диагностика легионеллеза

Лабораторная диагностика легионеллеза проводится в слу​чаях тяжелых пневмоний неясной этиологии.

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мокрота, промывные воды бронхов.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическая диагностика. Для выделения возбудителя используют селективные питательные среды сложного состава, содержащие дрожжевой экстракт и другие факторы роста, а также различные антибиотики для подавления роста сопутст​вующей микрофлоры. Легионеллы относятся к медленно рас​тущим микроорганизмам. Микроколонии, видимые под мик​роскопом, появляются на 2-е сутки роста, макроскопические — через 3—5 сут. Колонии имеют правильную округлую форму, ровные края, блестящую поверхность и мелкие размеры (2—4 мм). У молодых колоний наблюдается характерный ро​зовый или сине-зеленый ободок и опалесцирующий центр. Идентификация выделенной чистой культуры осуществляется по морфологии, тинкториальным, культуральным и биохими​ческим признакам до рода. Для видовой идентификации ис​пользуют методы прямой ИФ, а также биохимические и моле-кулярно-биологические исследования: газожидкостную хрома​тографию, рестрикционный анализ, метод ДНК-зондов.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования.

Ф Материал из очага исследуют прямым ИФ методом, по​зволяющим выявить антигены возбудителя.

4 Обнаружение растворимых антигенов легионелл. Антиге​ны возбудителя могут присутствовать не только в мате​риале из очага инфекции, но также в крови и моче и выявляются с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА, РИА).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Для определения антител используют ме​тод непрямой ИФ с антигеном из легионелл. Диагностическое значение имеет титр антител 1:32 и более и нарастание его в 4 раза и более в динамике заболевания. Реже применяют другие серологические реакции (ИФА, РИГА, микроагглютинации и

др.).

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Диагностические сыворотки противопневмококковые типоспе-цифические I, II и III типов. Используют для типирования (установления серовара) стрептококков пневмонии.

Поливалентная полисахаридная пневмококковая вакцина.

Включает капсульные полисахаридные антигены 23 наиболее распространенных сероваров S.pneumonia.

Диагностикумы клебсиеллезные для РСК и РИГА.

Поливалентная полисахаридная клебсиеллезная вакцина. Включает капсульные полисахаридные антигены 24 наиболее распространенных сероваров K.pneumonia подвида pneumonia.

Риккетсиозный сухой растворимый антиген C.burnetii для РСК и РИГА. Обладает более высокой активностью, чем риккетси-озный диагностику^.

Орнитозный диагностику!» для РСК.

Микоплазменный диагностикум для РСК и РИГА.

Сухая живая вакцина М-44. Высушенная взвесь вакцинного штамма C.burnetii, выращенного в курином эмбрионе. Приме​няют для профилактики Ку-лихорадки.

Антибиотики: р-лактамы, макролиды, аминогликозиды, тет-рациклины, сульфаниламиды, хинолоны и др.

Тема   14.2. ВОЗБУДИТЕЛИ МЕНИНГОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ, КОКЛЮША И ДИФТЕРИИ

План

Программа

1. Биологические свойства возбудителей менингококко-вой инфекции,  коклюша и дифтерии;  их патоген-
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ность, экология, особенности инфекции и эпидемио​логия вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Демонстрация

[.Приспособления и тампоны (простые, проволочные, сывороточные) для взятия материала из зева и носо​глотки.

2.
Мазки для микроскопии.

Neisseria meningitidis — мазки из чистой культуры и спинномозговой жидкости,  окраска по методу Грама и метиленовым синим.

BordeteНа pertussis — мазок из чистой культуры, ок​раска по методу Грама.

Corynebacterium diphtheriae:
мазок из чистой культуры, окраска по методу Грама, метиленовым синим по Леффлеру, по Нейссеру;

мазок из чистой культуры в люминесцентном микроскопе, окраска корифосфином.

Культура N.meningitidis на сывороточном агаре.

Обнаружение менингококкового антигена в спинно​мозговой жидкости в РИГА.

Колонии В.pertussis на казеиноутольном агаре (КУА) и среде Борде—Жангу.

Определение уреазной активности возбудителя паракоклюша.

PC К для серодиагностики коклюша.

Экспресс-диагностика коклюша с помощью иммунофлюоресцентного метода.

Рост коринебактерий на свернутой сыворотке и теллуритовой среде.

"Пестрые" ряды культур коринебактерий. Пробы на цистиназу и уреазу.

Определение токсигенности   C.diphtheriae (реакция преципитации в агаре).

Ускоренный метод диагностики дифтерии.

а Задание студентам

Указать приспособления (виды тампонов) для взятия материала при менингококковой инфекции, коклюше и дифтерии.

Микробиологическое исследование при менингокок​ковой инфекции:

указать материал, подлежащий исследованию;

бактериоскопический метод: микроскопировать готовые мазки из спинномозговой жидкости и носо​глотки, сделать заключение;

бактериологическое исследование и иммунохимический метод;

по результатам, полученным из лаборатории, сде​лать заключение.

3.
Микробиологическое исследование при коклюше и паракоклюше:

указать материал, подлежащий исследованию;

бактериоскопический метод: микроскопировать го​товые мазки из носоглотки. Сделать вывод и наме​тить план дальнейшего исследования;

бактериологический метод: по результатам, полу​ченным из лаборатории, сделать заключение.

4.
Микробиологическое исследование при дифтерии:

указать материал, подлежащий исследованию;

бактериоскопический  метод:  микроскопировать мазки из материала, взятого из зева лиц с подозре​нием на дифтерию или бактерионосительство, сде​лать предварительное заключение и наметить ход дальнейшего исследования для подтверждения бактериоскопического диагноза;

бактериологический метод: описать рост культуры, полученной на свернутой сыворотке, и колоний на теллуритовой среде, отметить результаты готовых посевов исследуемых культур на средах "пестрого" ряда, в случае обнаружения C.diphtheriae определить ее токсигенность. Сопоставить данные бактериоскопического и бактериологического исследований с целью идентификации выделенной культуры и поставить окончательный  микробиологический диагноз.

5.
Дать краткую характеристику диагностическим, про​филактическим и лечебным препаратам.

Методические указания

• Микробиологическая диагностика метнгококковой инфек​ции

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: спинномозговая жидкость, кровь, мазки со слизистой оболочки верхних отделов носоглотки, аспират из высыпных элементов.

При обследовании на носительство материал из верхних отделов носоглотки берут специальным носоглоточным тампо​ном (который на 3/4 Длины сгибают под углом 45°). При доставке в лабораторию его предохраняют от охлаждения и высушивания, поскольку менингококк очень чувствителен к воздействию этих факторов.

Спинномозговую жидкость берут в количестве 2—5 мл и делят на две части: одну центрифугируют и исследуют осадок, к другой добавляют полужидкую питательную среду и выдер​живают при 37 °С для накопления бактерий. Из исследуемого материала готовят мазки и производят посевы.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 14.2.1). Мазки из осадка спинномозговой жидкости окрашивают по методу Гра-ма и микроскопируют. При наличии гноя в большинстве слу​чаев обнаруживаются типичные грамотрицательные диплокок​ки, имеющие характерное расположение внутри лейкоцитов, что позволяет сделать окончательное заключение о менинго-кокковой инфекции. При микроскопии мазков из носоглотки бактерионосителей наряду с менингококком обнаруживаются грамположительные стафилококки и стрептококки, а также непатогенные нейссерии (Moraxella spp. и др.). Дифференциро​вать их по морфологическим признакам не представляется возможным.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал засевают петлей на чашки с питательным агаром, содержа​щим кровь, сыворотку крови или асцитическую жидкость. В среды добавляют антибиотик ристомицин (150 ЕД/мл), который задерживает размножение грамположительных кок​ков, содержащихся в исследуемом материале, и тем самым способствует выделению чистой культуры менингококка. Образование колоний менингококка на этих средах наблю​дается через 48 ч после инкубации посевов при 37 °С в атмосфере с повышенным содержанием СО2 (3—10 %) и вы​сокой влажностью. В отличие от других кокков колонии ме​нингококка величиной с булавочную головку прозрачны, име​ют голубоватый оттенок и ровные края. Такие колонии пере​севают в пробирку со скошенным агаром для получения чистой культуры.

Идентификацию чистой культуры, дифференциацию от сап​рофитных нейссерии, обитающих в носоглотке, проводят по ряду культуральных и биохимических признаков. Так, менин​гококк растет только в присутствии нативного белка, в то время как другие нейссерии размножаются на простых средах и образуют пигмент; на средах Гисса с добавлением сыворотки крови менингококк ферментирует глюкозу и мальтозу до кис​лоты (табл. 14.2.1).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Для выявления антигенов менингококков в мазках из исследуемого материала использу​ют метод ИФ.
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	Признак                   N.men-    N.gonor-    N.sub-      N.mu-    M. catar-ingitidis     rhoeae       flava         cosa         rhalis

Продукция каталазы              +            -*-            +            +            + Продукция оксидазы             +           +           +           +           + Образование пигмента          ±           ±           +           +           + Рост при 22 °С                       ±            ±            +           +           +

Потребность для роста         +           +           ±           ±           ± в сыворотке или крови

Образование кислоты при расщеплении углеводов: глюкозы                            +           +           +           +           ± лактозы                             ±            ±            ±          [+}          ± мальтозы                           +            ±            +            ±            ± сахарозы                             ±            ±            +            ±            ±

Восстановление нитратов       ±            ±            ±            +            ± 


• Микробиологическая диагностика коклюша и паракоклюша

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мокрота, слизь из носоглотки. Материал берут стерильным ватным тампоном из носоглотки больного ребенка. Для взятия материала у малень​ких детей тампон, приготовленный на тонкой эластичной про​волоке, вводят через нос.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 14.2.2). Бактерио-скопический метод как таковой при диагностике коклюша не применяется. Для быстрого обнаружения и идентификации Bordetella pertussis используют иммунофлюоресцентный метод (см. ниже).

Бактериологическое исследование. Основной метод лабора​торной диагностики коклюша. Материал для посева берут с помощью носоглоточного тампона или методом "кашлевых пластинок". Для этого в момент появления кашля открытую чашку Петри с питательной средой подносят ко рту ребенка и держат в течение 6—8 кашлевых толчков. Правильное и раннее взятие материала позволяет выделить возбудителя в начальном периоде болезни от 80—90 % больных. Материал засевают на КУА или кровяные среды — картофельно-глицериновый кро​вяной агар (среда Борде—Жангу) и молочно-кровяной агар. В питательные среды добавляют пенициллин для угнетения роста посторонней микрофлоры. Колонии В.pertussis на указан​ных средах обычно появляются через 48—72 ч культивирова​ния. B.parapertussis — несколько раньше: через 24—72 ч. Борде-теллы образуют мелкие (диаметром около 1 мм) выпуклые влажные блестящие колонии. На КУА колонии имеют серова​то-кремовый цвет, а на среде Борде—Жангу приобретают жем​чужный или ртутный блеск. Колонии B.parapertussis более круп​ные. На среде Борде—Жангу и молочно-кровяном агаре они образуют ограниченную зону гемолиза. Из колоний, выросших на чашках, готовят мазки, окрашивают их по методу Грама и микроскопируют. При наличии в мазках овоидных грамотри-цательных палочек ставят ориентировочную реакцию агглюти​нации с коклюшной и паракоклюшной сыворотками. Затем подозрительные колонии пересевают в пробирки для дальней​шего изучения чистых культур.

Идентификацию выделенной культуры производят на осно​вании комплексного изучения морфологических, культураль-ных, биохимических и серологических свойств (табл. 14.2.2). В отличие от других бордетелл B.pertussis не растет на простом питательном агаре и не изменяет цвета специальных питатель​ных сред.
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	Признак                          В. per-         В. parapertussis         В. bron-tussis                                           chisep-tica

Рост: на агаре (простом)                       —                     +                     4-—            Коричневая окраска на агаре с тирозином                                         +                     + Ярко-коричневая окраска Изменение окраски: КУА                                            —        Буро-коричневая        — кровяного агара                          —            Потемнение           — Образование уреазы                          +                     +                     + Наличие антигенов: родового (общего)                        777 видового (специфического)         1                     14                    12 


люшными антителами, другой — паракоклюшными антитела​ми. Препараты микроскопируют в люминесцентном микроско​пе, просматривая не менее 50 полей зрения. О положительном результате свидетельствует обнаружение темных бактериаль​ных клеток с четким светящимся венчиком.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Реакции агглютинации и РСК применяют в основном для ретроспективного подтверждения диагноза и дифференциальной диагностики атипичных форм коклюша. Агглютинины в крови больных появляются на 3—4^й неделе заболевания в титрах 1:20 и выше. В условиях массовой вак​цинации детей против коклюша диагностическое значение имеет нарастание титра антител в динамике болезни, поэтому реакцию ставят повторно через 4—5 дней.

• Микробиологическая диагностика дифтерии

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мазки со слизистой оболочки зева и носа, пленки с поверхности миндалин и но​соглотки. Материал берут двумя ватными стерильными тампо​нами, один из которых используют для приготовления мазков, другой — для посева.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 14.2.3). Мазки ок​рашивают по методу Грама, метиленовым синим по Леффлеру, по Нейссеру. Для Corynebacterium diphtheriae характерно нали​чие полярно расположенных зерен волютина и расположение в виде буквы "V" (см. рис. 2.2.4). Corynebacterium pseudodiphth-eriae и дифтероиды не имеют зерен волютина или содержат их не на концах, а по длине палочки. Кроме того, сами бактерии располагаются в виде частокола. Применение люминесцентной микроскопии позволяет повысить эффективность исследова​ния. При этом C.diphtheriae можно отличить от других корине-бактерий по коричнево-красному свечению зерен волютина, которое они приобретают после окраски флюорохромом кори-фосфином. Цитоплазма этих бактерий дает зеленое или желтое свечение. Однако C.diphtheriae часто изменяют свою морфоло​гию, в частности при санации зева антибиотиками. В настоя​щее время бактериоскопическое исследование при дифтерии практически не используют в связи с его низкой надежностью (высокой частотой ложноположительных и ложноотрицатель-ных результатов).

Бактериологическое исследование. Является ведущим мето-
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дом диагностики дифтерии. Материал засевают на кровяной агар и элективные питательные среды, содержащие теллурит: среда Клауберга (питательный агар с теллуритом натрия, гли​церином и дефибринированной кровью) и др. На средах с теллуритом задерживается рост кокков и другой микрофлоры зева, что способствует размножению возбудителя дифтерии. На теллуритовой среде C.diphtheriae образует черные колонии (рис. 14.2.1; на вклейке) за счет восстановления теллурита (биовар gravis формирует колонии серовато-черного цвета с радиальной исчерченностью поверхности, напоминающие цве​ток маргаритки, биовар mitis — круглые выпуклые колонии черного цвета). Типичные колонии, представленные грамполо-жительными палочками булавовидной формы с характерным расположением, содержащими зерна волютина, пересевают на кровяной агар для получения чистой культуры.

Для подтверждения диагноза дифтерии в первую очередь необходимо установить токсигенность выделенной культуры (способность к продукции дифтерийного токсина). Наличие токсина определяют с помощью различных серологических реакций (преципитации в агаре, ИФА и др.). Применяют также метод ПЦР, позволяющий обнаружить присутствие у выделен​ных бактерий tox-гена, контролирующего синтез дифтерийного токсина. До последнего времени общепринятым методом оп​ределения токсигенности являлась реакция преципитации в агаре с антитоксической противодифтерийной сывороткой. Методы ИФА и ПЦР, разработанные в последние годы, явля​ются более чувствительными и позволяют получить результат в течение 3—5 ч.

Определение токсигенности в реакции преципитации: в чашку Петри с питательным агаром, содержащим 15—20 % лошадиной сыворотки, 0,3 % мальтозы и 0,03 % цистина, кладут полоску фильтровальной бумаги, пропитанную анти​токсической противодифтерийной сывороткой, содержащей 5000 АЕ/мл. Чашку подсушивают при 37 "С в течение 30 мин и засевают исследуемые культуры в виде перпендикулярных к бумаге штрихов на расстоянии 0,6—0,8 см от края бумаги. В качестве контроля используют заведомо токсигенную куль​туру. Посевы инкубируют при 37 "С до следующего дня. При размножении токсигенной культуры в месте соединения ток​сина с антитоксическими антителами в плотной питательной среде образуется преципитат в виде белых линий — "усов" (см. рис. 10.1.7).

Выделенную культуру идентифицируют и дифференцируют от сходных с ней непатогенных коринебактерий по морфоло​гическим особенностям, культуральным и биохимическим признакам: пробы на цистиназу, уреазу, ферментация углево​дов и др. (табл. 14.2.3). В случае выделения нетоксигенной культуры ставят дополнительную реакцию агглютинации с
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Применяют для обнаружения антигенов N.meningitidis в спин​номозговой жидкости в РИГА.

Коклюшная вакцина. Содержит взвесь В.pertussis, убитых формалином. Применяют для обязательной активной специ​фической профилактики коклюша. Входит в состав АКДС (ад​сорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина), которая включает также очищенные концентрированные диф​терийный и столбнячный анатоксины, адсорбированные на гидрате оксида алюминия.

Иммуноглобулин нормальный человеческий. Получен из пла​центарной или венозной крови человека. Содержит специфи​ческие антитела против возбудителей многих инфекционных заболеваний, в том числе возбудителя коклюша. Применяют для создания пассивного иммунитета с целью профилактики и лечения коклюша.

Агглютинирующие адсорбированные (факторные) сыворотки. Применяют для серологической дифференциации возбудите​лей коклюша.

Дифтерийный адсорбированный очищенный анатоксин (АД). Дифтерийный экзотоксин обезвреживают формалином при на​гревании, а затем очищают от балластных веществ, концент​рируют и адсорбируют на гидрате оксида алюминия. Приме​няют для профилактики дифтерии путем создания активного иммунитета. Входит в состав адсорбированного дифтерийно-столбнячного анатоксина (АДС) и АКДС.

Противодифтерийная антитоксическая сыворотка. Получена из крови лошадей, гипериммунизированных дифтерийным ана​токсином, очищена и концентрирована методом диаферм-3. Активность сыворотки изменяется в международных единицах. Применяют для экстренной профилактики и лечения дифте​рии за счет создания пассивного иммунитета.

Агглютинирующая противодифтерийная сыворотка (полива​лентная и типовые). Применяют для дифференциации C.diph-theriae от дифтероидов.

Антимикробные препараты: пенициллин и другие р-лактамы, хлорамфеникол, рифампицин, сульфаниламиды, тетрациклин, эритромицин.

Тема   14.3. ВОЗБУДИТЕЛИ ТУБЕРКУЛЕЗА, ПРОКАЗЫ И АКТИНОМИКОЗА

План

Программа

1. Биологические свойства возбудителей туберкулеза, микобактериозов, проказы и актиномикозов; их пато-генность, экология, особенности инфекции и эпиде​миология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

Демонстрация

1.
Мазки для микроскопии:

Mycobacterium tuberculosis — мазки из чистой куль​туры и мокроты, окраска по методу Циля—Ниль​сена;

препарат М.tuberculosis в люминесцентном микроскопе;

Mycobacterium leprae — мазок со слизистой оболоч​ки носа, окраска по методу Циля—Нильсена;

Actinomyces spp. — друзы актиномицетов в ткани легкого.

Питательные среды для культивирования М.tuberculo​sis.

Рост микобактерий на среде Левенштейна—Йенсена.

Ниациновая проба для идентификации М.tuberculosis.

Определение чувствительности микобактерий к противотуберкулезным препаратам.

Рост актиномицетов на питательных средах.

Биохимические признаки для дифференциации акти​номицетов.

РСК для серодиагностики актиномикоза.

Задание студентам

1.
Микробиологическое исследование при туберкулезе:

указать материал, подлежащий исследованию;

бактериоскопический метод: окрасить по методу Циля—Нильсена приготовленные из мокроты маз​ки и провести микроскопическое исследование. Сде​лать заключение и наметить ход дальнейшего ис​следования для подтверждения бактериоскопического диагноза;

бактериологический метод:

4 отметить характер роста исследуемой культуры

на среде Левенштейна—Йенсена, Ф отметить результаты ниациновой пробы, 4 определить чувствительность М.tuberculosis к ан​тимикробным препаратам: отметить наличие или отсутствие, роста микобактерий на среде Левен​штейна—Йенсена с разными концентрациями противотуберкулезных препаратов и сопоставить полученные данные с клиническими границами устойчивости микобактерий. Дать окончательное заключение по проведенным исследованиям.

2.
Микроскопическое исследование при проказе:

1)   указать материал, подлежащий исследованию;

2) бактериоскопический метод: микроскопировать и зарисовать окрашенный по методу Циля—Нильсе​на мазок со слизистой оболочки. Сделать заключе​ние. 3. Микробиологическое исследование при актиномикозе:

указать материал, подлежащий исследованию;

бактериоскопический метод: микроскопировать пре​парат из патологического материала. Сделать за​ключение;

бактериологический метод: на основании результа​тов исследования (морфологических, культуральных и биохимических свойств) идентифицировать культуру актиномицетов. Сделать окончательное за​ключение.

а  Методические указания

• Микробиологическая диагностика туберкулеза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: при легочном тубер​кулезе материалом для исследования являются мокрота, про​мывные воды бронхов, бронхоальвеолярная жидкость, плев​ральный экссудат, промывные воды желудка. Образцы мокро​ты необходимо собирать в течение 3—6 дней. Если пациент откашливает недостаточное количество мокроты, отделение можно облегчить (индуцировать) путем вдыхания аэрозоля по​догретого гипертонического (5—15 %) раствора поваренной со​ли. При внелегочном туберкулезе материал для исследования выбирают в зависимости от локализации поражений. Это мо​жет быть кровь, спинномозговая жидкость, моча, синовиаль​ная жидкость, тканевые биоптаты (лимфатических узлов, кост​ного мозга, печени, кожи и подкожной жировой клетчатки и др.), испражнения. Нестерильный материал, контаминирован-ный нормальной микрофлорой (мокрота, промывные воды бронхов, бронхоальвеолярная жидкость, промывные воды же​лудка, материал из пораженных участков кожи и подкожной жировой клетчатки, испражнения) для предотвращения раз​множения посторонних бактерий сразу после отбора должен быть помещен в холодильник и храниться до исследования при температуре 4—8 °С.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Первичная обработка клинического материала. Нестерильный материал нуждается в предварительной деконтаминации (унич​тожении посторонней микрофлоры). Для исследования вязко​го и негомогенного материала, содержащего тканевой детрит (мокрота, бронхоальвеолярная жидкость и др.), требуется также произвести процедуру разжижения и гомогенизации. По​скольку клинические образцы обычно содержат малое количе​ство микобактерий, желательно производить обогащение ис​следуемого материала. Обычно с целью гомогенизации/декон-таминации материал обрабатывают муколитическими (М-аце-тил-Ь-цистеин) и антибактериальными агентами (10 % Na3PO4, 1—2 % NaOH и др.). Далее бактерии концентрируют путем осаждения (центрифугирование 15—20 мин при 3000 g). При этом клеточный детрит и погибшие посторонние микроорга​низмы удаляются в виде супернатанта. Осадок ресуспендируют в минимальном объеме стерильной воды или изотонического раствора хлорида натрия и используют для дальнейшего иссле​дования. Применяют и другие методы деконтаминации, гомо​генизации и обогащения материала. Тканевые биоптаты перед исследованием необходимо гомогенизировать.

Бактериоскопическое исследование (схема 14.3.1). Бактерио-скопическая диагностика туберкулеза основана на выявлении в материале кислотоустойчивых бактерий с помощью специ​альных сложных методов окраски.

Выявление микобактерий классическим методом Циля— Нильсена является весьма трудоемкой процедурой. Кислото​устойчивые бактерии окрашиваются в ярко-красный цвет, рас​полагаются поодиночке или небольшими скоплениями (см. рис. 2.2.2). Препараты из мочи обязательно обесцвечивают не только кислотой, но и спиртом для дифференциации M.tuber-culosis от M.smegmatis, которые могут находиться в моче здоро​вых людей. В отличие от М.tuberculosis они обесцвечиваются спиртом. Мазок исследуют иммерсионным методом при уве​личении 900х—ЮООх, просматривая до 300 полей зрения. Ре​зультат считается положительным при обнаружении 1 или бо​лее кислотоустойчивых бактерий на 100 полей зрения. Отсут​ствие кислотоустойчивых бактерий при просмотре 300 полей зрения следует трактовать как отрицательный результат. Ок​раску по методу Циля—Нильсена применяют преимуществен​но для изучения выделенных чистых культур.

В качестве основного метода выявления микобактерий в материале от больного в настоящее время применяют люми​несцентную микроскопию мазков, окрашенных флюорохро-мом аурамином О по методу Боя (последующая обработка 3 % раствором НС1 в абсолютном этаноле обеспечивает обесцвечи​вание некислотоустойчивых бактерий). Этот метод облегчает исследование, поскольку позволяет использовать меньшее уве​личение (250х или 450х) и просматривать меньшее число полей зрения (30—70 в зависимости от увеличения).

Независимо от метода окраски бактериоскопическое иссле​дование позволяет обнаружить бактерии при их концентрации не менее 5000—10 000 в 1 мл образца, поэтому отрицательный результат не позволяет исключить заболевание.
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Микроскопическое исследование является ориентировоч* ным и дает возможность судить лишь о наличии в материале кислотоустойчивых бактерий без определения их видовой при* надлежности. Метод не позволяет дифференцировать микобак-терии между собой и от других кислотоустойчивых микроор​ганизмов. Легочные и внелегочные поражения в первую оче​редь у лиц с иммунодефицитом различной этиологии могут быть вызваны не только бактериями комплекса Mycobacterium tuberculosis (МТС), но также и нетуберкулезными микобакте-риями: бактериями комплекса M.avium (MAC), M.kansassii, реже другими представителями рода Mycobacterium, Посколь​ку нетуберкулезные микобактерии являются обитателями ок​ружающей среды, загрязняющими воду, продукты, системы принудительной вентиляции/кондиционирования воздуха и др., они могут также присутствовать в образце как контами-нанты.

Бактериоскопическое исследование считается оптимальным методом ориентировочной экспресс-диагностики туберкулеза.

Бактериологическое исследование. Считается ведущим мето​дом диагностики туберкулеза, поскольку обладает достаточно высокой чувствительностью, специфичностью и обеспечивает материал (чистую культуру), необходимый для определения чувствительности возбудителя к противомикробным препара​там.

Для выделения чистой культуры микобактерии производят посев исследуемого материала на специальные жидкие или плотные питательные среды. Для выделения микобактерии из нестерильного материала желательно использовать селектив​ные среды, содержащие антимикробные препараты, подавляю​щие рост посторонних микробов. Для культивирования мико​бактерии применяют плотные яичные (среда Левенштейна— Йенсена) и агаровые среды, а также ряд синтетических жидких питательных сред.

Среда Левенштейна—Йенсена готовится из суспензии све​жих яиц, картофельной муки, глицерина, аспарагина, Ю^РОф суль​фата и цитрата магния и малахитового зеленого. Среду свертывают в наклонном положении при 85 "С в течение 45 мин.

Большинство питательных сред выпускаются микробиоло​гической промышленностью в виде полуфабрикатов или в го​товом виде. Поскольку на жидких средах скорость роста ми​кобактерии выше, чем на плотных, для ускорения исследова​ния рекомендуется осуществлять посев одновременно на плотную и жидкую среду. Посевы необходимо инкубировать в атмосфере с повышенным содержанием СС>2 (5—10 %). Мини​мальный срок инкубации составляет не менее 8 нед. Посевы первый раз просматривают на 3—5-й день после внесения материала, далее — 2 раза в неделю. Начиная с 5-й недели культивирования — 1 раз в неделю. Культуры М.tuberculosis имеют вид сероватого или светло-кремового морщинистого или крошкообразного сухого налета (рис. 14.3.1; на вклейке). Еще до появления видимых невооруженным глазом макроско​пических колоний на плотных средах с помощью микроскопии могут быть обнаружены микроколонии. Отсутствие микробно​го роста через 8 нед культивирования следует расценивать как отрицательный результат.

В последнее время широкое применение нашли также раз​личные коммерческие системы культивирования микобакте-рий, использующие как жидкие, так и плотные питательные среды, а также различные высокочувствительные способы ав​томатизированного контроля роста бактерий на основании их метаболической активности — по потреблению компонентов питательной среды и/или образованию продуктов жизнедея​тельности. Это позволяет обнаружить присутствие бактерий значительно раньше появления видимых признаков роста. Для посева используют стандартные емкости, заполненные готовой средой. Определение концентрации соответствующего метабо​лита в каждой пробе осуществляется непрерывно с помощью радиометрических, флюорометрических, колориметрических, манометрических или других методов в специальной камере для инкубации посевов, регистрируется и анализируется с по​мощью компьютера. В настоящее время изотопные методы контроля роста вытесняются неизотопными, основанными на различных способах детекции поглощения и выделения газов (О2 и/или СО2) микроорганизмами в ходе активного метабо​лизма. Использование указанных методов контроля роста по​зволяет в большинстве случаев существенно ускорить процесс выделения чистой культуры микобактерий. Положительный результат может быть получен уже через 3—5 дней, средний срок составляет 7—14 дней. Однако, учитывая вероятную низ​кую концентрацию возбудителя в исследуемом материале, мак​симальный срок инкубации достаточно велик — результат бак​териологического исследования считается отрицательным при отсутствии признаков роста в течение 40 дней. В случае регистрации положительного результата культивирование про​должают до тех пор, когда количество бактерий в среде дости​гает определенной концентрации, необходимой для проведе​ния дальнейшего изучения выделенной чистой культуры — идентификации и определения чувствительности к антимик​робным препаратам. Среднее время культивирования состав​ляет 9—20 дней.

Бактериологический метод дает положительный результат при наличии не менее 10—30 жизнеспособных микобактерий в 1 мл исследуемого материала после обогащения. Чувствитель​ность бактериологического метода приближается к 100 %, од​нако не всегда позволяет однозначно исключить заболевание.

Отрицательный результат в ряде случаев может быть обуслов​лен очень низким содержанием возбудителя в клиническом образце.

Идентификация чистой культуры. Выделенные чис​тые культуры микобактерий обычно идентифицируют до вида. Идентификация осуществляется с помощью традиционных ме​тодов (на основании фенотипических признаков бактерий — культуральных и биохимических), а также с использованием молекулярно-генетических и химических методов анализа вы​деленной культуры.

Традиционные методы идентификации основаны на изуче​нии достаточно большого числа признаков, включая скорость роста, морфологию колоний, способность к пигментообразо-ванию, продукции никотиновой кислоты, восстановлению нит​ратов и теллурита калия, гидролизу твина-80, мочевины (уре-азная активность), пиразинамида до пиразиновой кислоты (пиразинамидазная активность), перекиси водорода при повы​шенной температуре (термоустойчивая каталазная активность) и некоторых других. На основании этих признаков можно однозначно идентифицировать представителей основных ви​дов Mycobacterium spp., вызывающих заболевания человека. Процедура идентификации по фенотипическим признакам может занимать до 3 нед. Специфичность метода составляет 100%.

Способность исследуемой культуры синтезировать никоти​новую кислоту (ниациновая проба Конно) является одним из важных признаков, с помощью которого удается отличить М. tuberculosis, хорошо синтезирующие никотиновую кислоту, от M.bovis, образующих ее в минимальных количествах. Для определения ниацина к культуре микобактерий в жидкой пи​тательной среде добавляют 1 мл раствора KCN и 1 мл 5 % раствора хлорамина. При наличии ниацина через несколько минут появляется ярко-желтая окраска. Для нейтрализации KCN после учета результатов реакции в пробирки добавляют 3—5 мл 10 % раствора гидрокарбоната натрия.

При выращивании микобактерий на предметных стеклах (метод микрокультур Прайса) вирулентные штаммы характе​ризуются ростом в виде жгутов или кос за счет образования корд-фактора (рис. 14.3.2; на вклейке). На нескольких пред​метных стеклах делают толстые мазки, высушивают, обрабаты​вают несколько минут 2—6 % серной кислотой и нейтрализуют. Затем стекла опускают во флаконы с гемолизированной цит-ратной кровью в разведении 1:4—1:8 и ставят в термостат. Через 7—14 дней извлекают стекла, фиксируют препарат, ок​рашивают по методу Циля—Нильсена и микроскопируют.

Идентификация микобактерий методом гибри​дизации ДНК ("ДНК-зондов"). Метод гибридизации ДНК применяют для быстрой идентификации чистой культуры микобактерий. Использование ДНК-зондов позволяет полу​чить окончательный ответ в течение суток после завершения культивирования и, таким образом, существенно сокращает общий срок исследования. На сегодня существуют ДНК-зонды для идентификации только наиболее клинически значимых и широко распространенных микобактерий, вызывающих забо​левания человека: комплекса M.tuberculosis, комплекса M.avium и M.kansassii. Таким образом, метод позволяет надежно иден​тифицировать представителей указанных видов и дифференци​ровать их от других патогенных микобактерий, а также от непатогенных сапрофитов, загрязняющих клинические образ​цы. Метод основан на гибридизации материала из чистой куль​туры с меченым ДНК-зондом, комплементарным видоспеци-фическим последовательностям в составе рРНК бактерий. Об​разовавшиеся в результате гибридизации ДНК-РНК-комплек​сы выявляют по наличию метки. Обычно используют флюоре​сцентную метку, присутствие которой легко обнаружить с по​мощью флюориметрии. Для надежной идентификации требу​ется не менее 105 бактерий. При этом чувствительность и специфичность метода составляют 100 %.

При высоком содержании возбудителя в клиническом об​разце использование коммерческих систем культивирования в сочетании с гибридизацией ДНК позволяет получить оконча​тельный результат бактериологического исследования уже на 4—7-й день.

Идентификация микобактерий по липидному со​ставу (хе моидентификация). Анализ количественного и качественного состава липидов клеточной стенки микобакте​рий (миколовых кислот) осуществляют с помощью газожид​костной или жидкостной хроматографии. Метод позволяет осу​ществить идентификацию любого из известных 50 видов ми​кобактерий в течение 4 ч. Основными факторами, ограни​чивающими его широкое применение, являются необходимость использования дорогостоящего оборудования и техническая сложность интерпретации результатов.

Определение чувствительности возбудителя к антимикробным препаратам. Является обязательным эта​пом микробиологической диагностики туберкулеза и основой назначения адекватной этиотропной терапии. Традиционно опре​деление чувствительности микобактерий осуществляют методом серийных разведений препарата в питательной среде. Наиболее надежным считается использование плотных питательных сред с последующим подсчетом числа выросших колоний. Иссле​дование может занимать более 3 нед (до 3 мес), что обуслов​лено чрезвычайно низкой скоростью роста резистентных вари​антов. Клинические границы устойчивости М.tuberculosis (МПК): стрептомицин — 5 мкг/мл, ПАСК — 10 мкг/мл, туба-зид — 1 мкг/мл, циклосерин и этионамид — 30 мкг/мл. Бактерии считают резистентными в том случае, если более 1 % клеток чистой культуры сохраняет способность к образованию коло​ний в присутствии указанной концентрации препарата.

Применение современных методов контроля роста бактерий (см. выше) позволило существенно сократить срок исследова​ния (до 7—14 дней). Однако следует учитывать, что определе​ние жизнеспособности бактерий в присутствии антибиотика по интенсивности их метаболической активности не всегда позво​ляет надежно дифференцировать чувствительную культуру от смешанной, содержащей 1—10 % резистентных бактерий. В на​стоящее время осуществляется интенсивная разработка более надежных методов контроля жизнеспособности, основанных на прямом подсчете числа живых бактерий с использованием проточной цитофлюориметрии, позволяющих избежать подоб​ных ошибок.

Молекулярно-генетические методы определения чувствительности микобактерий к антимикробным препаратам. Методы ПЦР-диагностики позволяют обнару​жить наличие у возбудителя генов, контролирующих резис-тентность к определенному препарату. Уже разработаны тест-системы на основе ПЦР для определения резистентности к препаратам группы рифампицинов.

Биопроба. Ранее для диагностики туберкулеза применяли биопробу: чистую культуру М. tuberculosis выделяли из органов животного, зараженного исследуемым материалом. Исследуе​мый материал обрабатывают серной кислотой для освобожде​ния от посторонней микрофлоры, нейтрализуют и вводят под​кожно в количестве 2—3 мл морской свинке и кролику с отрицательными туберкулиновыми реакциями. Через 4 мес, если животное не погибнет, его забивают, проводят макро- и микроскопическое исследование органов и делают посевы. Ме​тод также применяется для определения вирулентности мико​бактерий. М.tuberculosis высокопатогенны для морских свинок и малопатогенны для кроликов. M.bovis высокопатогенны для кроликов. В настоящее время метод практически не применя​ется.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Исследуемый мате​риал, полученный из очага инфекции, используют для обнару​жения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. Метод позволяет обнаружить наличие видоспецифических нуклеиновых кислот микобактерий непосредственно в клиническом образце после обогащения. Исследование занимает около 4 ч. Существующие коммерческие тест-системы позволяют выявить в образце (мокроте, плевральном экссудате, пунктате лимфатических уз​лов и др.) присутствие МТС — бактерий комплекса М.tubercu​losis (М.tuberculosis, M.bovis/BCG, M.africanum) и надежно диф​ференцировать их от нетуберкулезных микобактерий. Последнее имеет принципиальное значение для раннего эмпиричес​кого назначения этиотропной терапии, поскольку нетуберку​лезные микобактерии, включая МЛ С, существенно отлича​ются от МТС по чувствительности к антимикробным пре​паратам.

Чувствительность метода приближается к 100 % только для образцов, в которых микобактерии были обнаружены бакте-риоскопическим методом, в других случаях она не превышает 90 %. Нельзя также исключить вероятность ложноположитель-ных результатов. Специфичность ПЦР по различным оценкам составляет 70—100 %. Таким образом, по чувствительности ме​тод ПЦР сопоставим с бактериологическим исследованием, однако позволяет получить результат в течение 24 ч от момента получения материала.

Результаты ПЦР-диагностики рекомендуется интерпретиро​вать в зависимости от данных бактериоскопического исследо​вания. Получение положительного ответа бактериоскопичес-ким методом и ПЦР позволяет диагностировать туберкулез и рекомендовать немедленное назначение противотуберкулезных препаратов по классической схеме. Отрицательный результат ПЦР при наличии кислотоустойчивых микобактерии в мазках позволяет исключить присутствие МТС и рекомендовать на​значение антимикробных препаратов, активных в отношении нетуберкулезных микобактерии. В других ситуациях рекомен​дуется ожидать результатов бактериологического исследова​ния.

Серодиагностика. Антитела к антигенам возбудителя в крови пациентов можно обнаружить с помощью РСК, РИГА и других серологических реакций. Необходимо иметь в виду, что поло​жительные результаты отмечаются не только при активном туберкулезном процессе в организме, но также при инфици​ровании М.tuberculosis и вакцинации, поэтому существенного диагностического значения не имеют.

Кожно-аллергическая проба. Ставится с туберкулином — очи​щенной белковой фракцией, полученной из фильтрата бульон​ной культуры М.tuberculosis. Используется для оценки течения туберкулезного процесса, определения эффективности вакци​нации и отбора контингентов для ревакцинации против тубер​кулеза. Туберкулин вводят внутрикожно в строго определенной дозировке (реакция Манту). Результаты (появление гиперемии и образование папулы в положительном случае) учитывают через 24—48 ч (см. рис. 10.4.1).

• Микробиологическая диагностика проказы

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: соскоб слизистой оболочки носа, кожные лепрозные узлы, пунктат лимфатичес​ких узлов, мокрота и др.
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МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Является основным ме​тодом лабораторной диагностики проказы, так как M.leprae на питательных средах не культивируется. В мазках, приготовлен​ных из материала и окрашенных по методу Циля—Нильсена, микобактерии располагаются скоплениями в виде пачек сигар или наподобие шаров.

Кожно-аллергическая проба (реакция Мицуды) ставится с лепромином. Учитывают реакцию через 24—48 ч по образова​нию инфильтрата на месте введения. Аллергическая реакция диагностического значения не имеет и применяется для харак​теристики клинического течения болезни.

• Микробиологическая диагностика актиномикоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптаты ткани и пунктаты из глубоких очагов поражения, гнойное отделяемое^ экссудат, мокрота, промывные воды бронхов, моча.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Подозрительные плот​ные комочки из патологического материала переносят на пред​метные стекла в каплю 10—20 % раствора гидрокарбоната на​трия, слегка подогревают и готовят препарат "раздавленная" капля, который исследуют под микроскопом с объективами 8х и 40х. В положительном случае в препарате обнаруживают актиномицеты в виде друз — характерных зернистых образова​ний с плотным гиалиновым центром, окруженным лучистыми нитевидными клетками. Наряду с друзами встречаются отдель​ные грамположительные неравномерно окрашивающиеся вет​вистые бактерии (см. рис. 2.3.1). Друзы также могут быть обнаружены в гистологических срезах биоптатов органов, ок​рашенных стандартными (гематоксилин-эозин) или специаль​ными (окраска Брауна—Брена и др.) методами.

Бактериологическое исследование. Материал засевают на не​сколько питательных сред (тиогликолевую среду, кровяной агар, сердечно-мозговой агар, агар Сабуро и др.). Посевы ин​кубируют в анаэробных и аэробных условиях с добавлением 5 % СО2. Через 18—24 ч на плотных питательных средах обра​зуются микроколонии, а через 1—2 нед — зрелые колонии. Характерным признаком является "паукообразная" структура микроколонии с многочисленными ветвящимися нитями по периферии. Зрелые колонии могут быть плоскими, морщинис​тыми, бугристыми или пленчатыми. Характер колонии и мор​фология клеток во многих случаях позволяет отнести иссле​дуемую культуру к роду Actinomyces. Окончательная идентифи​кация культуры до вида проводится на основании биохими​ческих и антигенных свойств. Для идентификации используют также методы ГЖХ.
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Экспресс-методы диагностики. Иммунохимические ис​следования. Метод ИФ: для обнаружения возбудителя в па​тологическом материале фиксированные мазки обрабатывают специфическими флюоресцирующими антителами к антигенам актиномицетов. Свечение бактерий в образце свидетельствует о положительном результате.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз. Метаболиты возбудителя могут быть обнаружены в материале методом ГЖХ.

Серодиагностика. Ставится РСК с сывороткой крови боль​ного и антигеном, представляющим собой поливалентный ак-тинолизат. Положительная реакция наблюдается у 80 % боль​ных людей.

Кожно-аллергическая проба. Ставится с экстрактом из акти​номицетов.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Туберкулин сухой очищенный (PPD). Получен из фильтрата бульонной культуры микобактерий путем добавления химичес​ких веществ, осаждающих белок, с последующей очисткой и лиофилизацией. Применяют для постановки кожно-аллерги-ческой пробы.

Вакцина BCG. Живая лиофильно высушенная культура ави-рулентного штамма M.bovis BCG, полученного французскими учеными Кальметтом и Гереном. Применяется внутрикожно для активной специфической профилактики туберкулеза.

Лепромин. Гомогенизированная взвесь лепрозного узелка, инактивированного нагреванием. Применяют для постановки кожно-аллергической пробы при лепре.

Актинолизат. Фильтрат бульонной культуры спонтанно ли-зированных штаммов актиномицетов. Применяют для специ​фической иммунотерапии и в качестве антигена для постанов​ки РСК.

Актиномицетная поливалентная убитая вакцина. Готовится из спороносных штаммов актиномицетов. Применяют с лечебной целью.

Антибиотики. Для лечения туберкулеза: стрептоми​цин, ПАСК, производные ГИНК (тубазид, фтивазид, метазид и др.), этионамид, этамбутол, пиразинамид, рифампицин, цик-лосерин, канамицин, фторхинолоны и др. Обычно используют комбинации препаратов (не менее трех препаратов различных групп) с учетом чувствительности М.tuberculosis и клинической характеристики заболевания.
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	Микроорганизмы                         Заболевание (или синдром)

Treponema pallidium                               Сифилис Neisseria gonorrhoeae                             Гонорея, бленнорея Haemophilus ducreyi                              Мягкий шанкр Chlamydia trachomatis серовары L1,     Венерическая лимфогранулема L2,L3 Chlamydia trachomatis серовары D,       Урогенитальный хламидиоз Е, F, G, И, I, J, К Calymmatobacterium granulomatis           Паховая гранулема Mycoplasma hominis                              Урогенитальный микоплазмоз Ureaplasma urealyticum                          Уреаплазмоз Gardnerella vaginalis                              Гарднереллез (вагиноз, вагинит) Mobiluncus spp.                                      Бактериальный (анаэробный) вагиноз 


ражением других органов возможен для вирусов иммунодефи​цита человека, гепатита В, цитомегаловирусной инфекции. Мик​робиологическая диагностика урогенитальных инфекций, вы​званных простейшими, грибами и вирусами, излагается в со​ответствующих главах Руководства.

Тема   15.1. ВОЗБУДИТЕЛИ СИФИЛИСА И МЯГКОГО ШАНКРА

План

Программа

Биологические свойства возбудителей сифилиса и мягкого шанкра, их патогенность, экология, особен​ности инфекции и эпидемиология вызываемых забо​леваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Демонстрация

Treponema pallidum — мазок из отделяемого твердого шанкра, окраска T.pallidum методом серебрения (или микрофотография в темном поле).

Haemophilus ducreyi — мазок из отделяемого мягкого шанкра, окраска по методу Грама и метиленовым си​ним.

Диагностические и лечебные препараты.

Задание студентам

Указать материал для исследования.

Зарисовать демонстрируемые препараты возбудителей сифилиса и мягкого шанкра.

Серодиагностика сифилиса:

учесть результаты реакции Вассермана. Сделать за​ключение.

учесть результаты реакции микропреципитации. 

Сделать заключение.

оценить результаты реакции иммобилизации трепонем (РИТ). Сделать заключение.

4.
Дать краткую характеристику диагностическим и лечебным препаратам.

Методические указания

• Микробиологическая диагностика сифилиса

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое шанкра (I период заболевания); аспират из высыпных элементов, пунк-тат регионарных лимфатических узлов (II период); кровь (II, III, IV период); спинномозговая жидкость (IV период заболе​вания).
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следуемой инактивированной сывороткой крови или плаз​мой. В лунку на пластине из плексигласа (или на обычное стекло) наносят 3 капли сыворотки и добавляют 1 каплю кардиолипинового антигена. Смесь тщательно перемешивают и учитывают результаты. Положительная реакция характеризу​ется образованием и выпадением хлопьев разной величины; при отрицательном результате наблюдается равномерная лег​кая опалесценция. Положительная реакция микропреципита​ции позволяет поставить предварительный диагноз и направить пациента на дальнейшее обследование.

Реакцию Вассермана ставят одновременно с двумя антигенами: 1) специфическим, содержащим антиген возбуди​теля — разрушенные ультразвуком трепонемы; 2) неспецифи​ческим — кардиолипиновым. Исследуемую сыворотку разводят в соотношении 1:5 и ставят РСК по общепринятой методике. При положительной реакции наблюдается задержка гемоли​за, при отрицательной — происходит гемолиз эритроцитов, интенсивность реакции оценивается соответственно от (++++) До (-).

Первый период сифилиса является серонегативным и харак​теризуется отрицательной реакцией Вассермана. У 50 % боль​ных реакция становится положительной не ранее чем через 2—3 нед после появления твердого шанкра. Во II и III периоде сифилиса частота положительных реакций достигает 75—90 %. После успешно проведенного курса лечения реакция Вассер​мана становится отрицательной.

Для диагностики поздних и латентных форм сифилиса мож​но ставить реакцию Вассермана, используя спинномозговую жидкость, с теми же антигенами, что и в реакции с сывороткой больного.

РИФ —реакция непрямой ИФ—является специфи​ческой при диагностике сифилиса. В качестве антигена ис​пользуют взвесь тканевых трепонем. Разработаны разные ме​тодики постановки реакции; обычно используют модифика​цию РИФ-200. Сыворотку больного инактивируют так же, как для реакции Вассермана, и разводят в соотношении 1:200. На предметные стекла наносят каплю антигена, высушивают и фиксируют 5 мин в ацетоне. Затем на препарат наносят сыво​ротку больного, через 30 мин промывают и высушивают. Сле​дующим этапом является обработка препарата флюоресцирую​щей сывороткой против иммуноглобулинов человека. Изучают препарат с помощью люминесцентного микроскопа, отмечая степень свечения трепонем.

Реакция иммобилизации трепонем также являет​ся специфической. Принцип реакции заключается в угнетении движения трепонем (иммобилизация) антителами сыворотки крови пациента в присутствии комплемента. Живую культуру
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трепонем получают при культивировании в яичке кролика. Яичко зараженного животного измельчают в специальной сре​де, в которой трепонемы сохраняют подвижность. Ставят ре​акцию следующим образом: взвесь тканевых (подвижных) тре​понем смешивают в пробирке с исследуемой сывороткой и добавляют свежий комплемент. В одну контрольную пробирку вместо исследуемой сыворотки добавляют сыворотку здорового человека, в другую — вместо свежего комплемента добавляют инактивированный. После инкубации при 35 °С в анаэробных условиях (анаэростат) из всех пробирок готовят препарат "раз​давленная" капля и в темном поле определяют количество подвижных и неподвижных трепонем. Процент специфически иммобилизированных трепонем определяют по формуле:

Т -Т

Х=   \   °хЮО, Ч

где Tfc — число подвижных трепонем в контроле (с инактиви-рованным комплементом), Т0 -— число подвижных трепонем в опыте (с активным комплементом). Результат реакции считают положительным, если процент иммобилизации выше 50, сла​боположительным — от 31 до 50, сомнительным — от 21 до 30 и отрицательным — ниже 20. Для обнаружения специфических антител к T.pallidum используют и другие серологические ре​акции, в частности РИГА.

Необходимо отметить, что в широкой медицинской прак​тике при обследовании больных и здоровых лиц обычно ис​пользуют реакцию Вассермана и микропреципитации; РИТ, РИФ и другие специфические реакции применяют для уточ​нения диагноза и проводят в специализированных лаборато​риях.

• Микробиологическая диагностика мягкого шанкра

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое из язвы (мягкого шанкра).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Проводят путем микро​скопии мазков, окрашенных по методу Грама и метиленовым синим. Наличие в мазках грамотрицательных бактерий, распо​лагающихся в виде длинных цепочек, позволяет подозревать наличие возбудителя — H.ducreyi.

Бактериологическое исследование. Проводят путем выделе​ния чистой культуры возбудителя. Материал засевают на кро​вяной агар или другие среды, содержащие дефибринированную кровь. На этих средах H.ducreyi через 48—72 ч образует мелкие круглые колонии, окруженные зоной гемолиза. Идентифика​цию выделенной культуры проводят по ферментации Сахаров
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и по способности агглютинироваться сывороткой этого же больного.

Кожно-аллергическая проба. Ставят с антигеном из H.ducreyi для подтверждения диагноза.

• Диагностические,  профилактические и лечебные пре​параты

Антигены для реакции Вассермана:

специфический антиген из тканевых трепонем, разрушенных ультразвуком;

неспецифический кардиолипиновый антиген — высокоочищенный экстракт бычьего сердца, имеющий постоянный химический состав липидов, смешанных в определенной про​
порции с лецитином и холестерином.

Антигены разводят согласно инструкции и используют в рабочих-дозах, указанных на этикетках. Кардиолипиновый ан​тиген используют также и в реакции микропреципитации.

Антибиотики: пенициллин, цефотаксим, тетрациклины, эритромицин.


Тема   15.2. ВОЗБУДИТЕЛИ ГОНОРЕИ, УРОГЕНИТАЛЬНОГО ХЛАМИДИОЗА, МИКОПЛАЗМОЗА И УРЕАПЛАЗМОЗА

План

Программа

Биологические свойства возбудителей гонореи, урогенитального хламидиоза и уреаплазмоза; их патогенность, экология, особенности инфекции и эпидемио​логия вызываемых заболеваний.

Лабораторная диагностика.

Диагностические и лечебные препараты.

Демонстрация
Neisseria gonorrhoeae — в мазках из чистой культуры и уретрального гноя, окраска по методу Грама.

Chlamydia trachomatis — в мазках со слизистой оболоч​ки мочеиспускательного канала (иммунофлюоресцентный метод или окраска по методу Романовского-Гимзы).

"Пестрый" ряд для определения биохимических свойств N. gonorrhoeae.

Колонии  Mycoplasma hominis на питательной среде (или фотографии этих колоний).

ИФА для серодиагностики урогенитальных инфекций, вызванных хламидиями и микоплазмами.

Диагностические и лечебные препараты.
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а  Задание студентам

Указать материал для исследования.

Микроскопировать и зарисовать мазок из уретрально​го гноя, окрашенный по методу Грама, сделать заклю​чение.

Зарисовать демонстрируемый мазок со слизистой обо​лочки мочеиспускательного канала. Сделать заключе​ние.

Оценить результаты ИФА при урогенитальных инфек​циях, вызванных хламидиями и микоплазмами. Сде​лать заключение.

Дать краткую характеристику демонстрируемым диа​гностическим и лечебным препаратам.

а  Методические указания

• Микробиологическая диагностика гонореи

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гнойное отделяемое, мазки со слизистых оболочек мочеполовых органов и прямой кишки, суставной и перитонеальный экссудат, отделяемое конъюнктивы глаза при бленнорее.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Материал для исследова​ния должен быть максимально быстро доставлен в лаборато​рию во избежание аутолиза гонококков, которые очень чувст​вительны к изменению температуры и охлаждению. Из мате​риала готовят мазки, окрашивают их по методу Грама, а также метиленовым синим (схема 15.2.1). При положительном ре​зультате в мазках обнаруживают грамотрицательные диплокок​ки бобовидной формы, находящиеся внутри лейкоцитов (рис. 15.2.1; на вклейке). Положительный бактериоскопический диа​гноз ставится в основном при острой форме гонореи до при​менения антибиотиков. При хронической гонорее бактерио-скопическое исследование часто дает отрицательный результат, так как в этих случаях возбудители могут иметь атипичную форму в виде шаров или, наоборот, очень мелких образований. Кроме того, в препарате обнаруживают разнообразную посто​роннюю микрофлору, лейкоциты, эпителиальные и другие кле​точные элементы.

Бактериологическое исследование. Материал засевают на чашки Петри со специальными питательными средами — КДС, сывороточным агаром и др. Среда КДС содержит питательный агар с добавлением казеина, дрожжевого экстракта и сыворот​ки крови. Посевы инкубируют при 37 "С в атмосфере с повы​шенным содержанием СО2 (не менее 3 %) в течение 24—72 ч. Гонококки образуют круглые прозрачные колонии, напоми​нающие капли росы в отличие от более мутных колоний стреп-
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тококков или пигментированных колоний стафилококков, ко​торые также могут расти на этих средах. Подозрительные ко​лонии пересевают в пробирки на соответствующие среды для получения чистых культур, которые идентифицируют по саха-ролитическим свойствам на средах "пестрого" ряда (полужид​кий агар с сывороткой и углеводом) или с помощью микро​тест-систем. Гонококки ферментируют только глюкозу с обра​зованием кислоты.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Антигены возбудителя могут быть обнаружены в исследуемом материале с помощью чувствительных иммунологических методов (иммуноблотинг и  ДР-).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз. ДНК возбуди​теля в материале может быть обнаружена также методом гиб​ридизации со специфическим ДНК-зондом.

• Микробиологическая диагностика урогенитального хлами-диоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мазки со слизистой оболочки мочеиспускательного канала, выделения из шейки матки, соскобы, отпечатки и др.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Препараты, содержащие клет​ки, окрашивают по методу Романовского—Гимзы. В положи​тельном случае в клетках эпителия обнаруживают цитоплазма-тические включения — микроколонии возбудителя, которые могут содержать как ретикулярные (сетчатые) тельца, так и элементарные тельца. Внеклеточные элементарные тельца таким способом не выявляются. Микроскопия окрашенных препаратов имеет ориентировочное значение.

Бактериологическое исследование. Чистую культуру хлами-дий из исследуемого материала выделяют путем заражения культур клеток McCoy, HeLa и других линий. После инкубации в течение 48 ч определяют включения возбудителя в клетках иммунофлюоресцентным методом. Выделение хламидий в культуре клеток имеет важное диагностическое значение, по​зволяет выявить жизнеспособные хламидий и определить их чувствительность к антимикробным препаратам.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Метод ИФ позволяет обна-ружить антигены хламидий в зараженных клетках. Препараты 'из исследуемого материала обрабатывают мечеными МКАТ. В люминесцентном микроскопе хорошо видны ярко-зеленые скопления элементарных и ретикулярных телец (внутриклеточ​ные микроколонии), контрастно выделяющиеся на краснова​то-коричневом фоне эпителиальных клеток.

Антигены возбудителя в исследуемом материале могут быть выявлены с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА и др.).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Основана на определении антител к хла-мидиям в сыворотке крови методами ИФА, РСК, РИГА. В ка​честве антигенов используют родоспецифические антигены (ЛПС), полученные из хламидий, диагностический титр 1:64. ИФА применяют так же, как дополнительный серологический метод при дифференциальной диагностике урогенитальных ин​фекций, вызванных хламидиями и микоплазмами.

• Микробиологическая диагностика микоплазмоза и уреаплазмоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: выделения и мазки со слизистой оболочки мочеиспускательного канала, сперма, выделения из шейки матки, осадок мочи.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование. Проводят путем посева исследуемого материала на богатые элективные питательные среды сложного состава, содержащие нативные добавки (экстракт из плаценты, триптический перевар бычьего сердца, сыворотку и т.д.). Для посева исследуемого материала исполь​зуют плотные, полужидкие и жидкие среды. В последнем слу​чае в среду добавляют индикатор для контроля роста, посколь​ку накопление микоплазм не сопровождается выраженным по​мутнением. С целью подавления роста других бактерий добав​ляют антибиотики группы пенициллина (пенициллин 100 ЕД/мл и др.), не активные в отношении микоплазм. Посевы инкуби​руют при 37 "С в течение 48 ч. На плотных средах микоплазмы образуют микроколонии в виде яичницы-глазуньи с врастаю​щим в среду центром и полупрозрачной периферией, которые обнаруживают путем микроскопии посевов при малом увели​чении (объектив 8х). Идентификацию выделенной культуры возбудителя проводят по биохимическим (ферментация угле​водов, разложение аргинина) и антигенным свойствам в реакции ингибирования роста культуры специфической сыворот​кой и нейтрализации метаболизма аргинина той же сыворот​кой. M.hominis в отличие от других видов микоплазм не фер​ментирует углеводы и разлагает аргинин. Уреаплазмы вызыва​ют гидролиз мочевины.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Антигены возбудителя могут быть обнаружены непосредственно в материале от больного в реакциях ИФА.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Основана на определении антител к ми-коплазмам и уреаплазмам в сыворотке крови методами ИФА. Используется также как дополнительный серологический ме​тод при дифференциальной диагностике урогенитальных ин​фекций, вызванных хламидиями и микоплазмами.

• Диагностические и лечебные препараты

Гонококковая вакцина. Взвесь N. gonorrhoeae, убитых нагре​ванием. Используют для вакцинотерапии хронической гоно​реи, а также для "провокации" при диагностике этого заболе​вания.

Флюоресцирующие антитела для диагностики урогениталь-ного хламидиоза методом ИФ.

Тест-системы для серодиагностики негонококковых уретри​тов методом ИФА.

Антибиотики: пенициллины, цефалоспорины (цефтриаксон), спектиномицин, тетрациклины, макролиды природные и полу​синтетические, фторхинолоны.

Глава   16

ВОЗБУДИТЕЛИ ЗООАНТРОПОНОЗНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНФЕКЦИЙ

К зооантропонозным инфекциям относятся заболевания, источником которых являются животные (млекопитающие и птицы) — больные и бактерионосители. Возбудители этих за​болеваний принадлежат к разным порядкам, семействам и ро​дам бактерий. Пути и способы передачи этих инфекций от животных людям также различны (табл. 16.1).

	Возбудитель     Заболе-    Свой-           Источник             Пути заражения вание       ства             инфекции                    человека

Brucella           Бруцел-   Гр— ,    Крупный и мел-    Алиментарный, melitensis,        лез          А         кий рогатый скот, контактный, Brucella abor-                            свиньи                   аэрогенный tus, Brucella suis
Francisella       Туляре-   Гр-,    Грызуны: мыши-   Алиментарный, tularensis         мия         А         полевки, водяные контактный, крысы, домашние трансмиссивный, мыши, зайцы        аэрогенный

Yersinia pestis  Чума       Гр~,    Грызуны многих    Трансмиссивный А         видов, человек       (блохи), контакт​ный, алиментар​ный, воздушно-капельный

Yersinia           Псевдо-  Гр— ,    Грызуны, человек Алиментарный pseudotu-         тубер-     А berculosis         кулез

Yersinia           Кишеч-   Гр-,    Зайцы, кролики,               » enterocolitica    ный         А         собаки, человек иереи-                                        ; ниоз Bacillus           Сибир-    Гр+,    Овцы, козы,           Контактный, anthracis          екая        А         крупный рогатый  аэрогенный, язва                   скот и др.              трансмиссивный (слепни) Burkholderia                    Гр— ,    Лошади                  Контактный mallei                             A Pasteurella       Пастер-   Гр-,    Кошки, собаки      При укусе multocida         релез       А

Leptospira        Лепто-    Гр-,    Грызуны, парно-   Алиментарный, interrogans       спироз    А        копытные              контактный

Listeria mono- Листе-     Гр+,    Грызуны, коро-     Алиментарный, cytogenes         риоз        А         вы, лошади, соба- контактный, ки, кошки              аэрогенный

Chlamydophi-   Пнев-      Гр-     Птицы                   Аэрогенный la psittaci         мония

Coxiella            Пнев-      Гр—     Собаки, кошки,             » burnetii            мония                 другие млекопи​тающие Spirillum          Содоку    Гр—     Кр*ысы                    При укусе minus
Streptobacil-     Лихо-      Гр-,         »                       То же 1ш monilifor-    радка от А mis                  укуса крысы 


	Возбудитель     Заболе-    Свой-           Источник             Пути заражения вание       ства            инфекции                   человека

Erysipelothrix   Эризи-    Гр-,    Свиньи и другие Контактный rhusiopathiae    пелоид    А         виды домашних и диких животных Bartonella        Болезнь   Гр—     Кошки                    Укус или царапи-henselae           коша-                                                на чьей ца​рапины 


бораторной диагностики сибирской язвы является бактериоло​гический (выделение из исследуемого материала культуры воз​будителя). Диагностическую ценность представляет также кож-но-аллергическая проба.

Возбудители лептоспироза относятся к порядку Spirocha-etales роду Leptospira. Патогенные лептоспиры относятся к виду L.interrogans, включающему более 160 сероваров, объединенных в несколько групп. Чаще всего заболевания у человека вызы​вают L.interrogans серогруппы icterohaemorrhagica — возбудитель желтушного лептоспироза (болезнь Васильева—Вейля) и L.in​terrogans серогруппы grippotyphosa — возбудитель безжелтушно​го лептоспироза (водная лихорадка).

Тема   16.1. ВОЗБУДИТЕЛИ ЧУМЫ, ТУЛЯРЕМИИ, БРУЦЕЛЛЕЗА, СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ, ЛЕПТОСПИРОЗА И ДРУГИХ ЗООНОЗНЫХ ИНФЕКЦИЙ

План

Программа

Биологические свойства возбудителей зооантропонозных инфекций, их патогенность, экология, особенность инфекций и эпидемиология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика чумы, туляремии, бруцеллеза, сибирской язвы, лептоспироза.

Особенности лабораторной работы с возбудителями ООН.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

Демонстрация
Мазки из чистых культур: Bwcella abortus, Bacillus апthracis, Francisella tularensis (окраска по методу Грама).

Yersinia pestis в гное из бубона (окраска метиленовым синим).

Культура лептоспиры в темном поле.

Рост B.anthracoides на питательной среде.

Реакция агглютинации Райта для серодиагностики бруцеллеза.

Реакция агглютинации для серодиагностики туляремии.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Задание студентам

Микроскопировать и зарисовать препараты возбудителей зоонозных инфекций.

Учесть результаты реакции агглютинации Райта для серодиагностики бруцеллеза.

Проанализировать результаты РИГА для серодиагнос​тики бруцеллеза.

Оценить результаты реакции агглютинации с парными сыворотками больного для серодиагностики туляремии.

Оценить результаты реакции термокольцепреципитации по Асколи с исследуемым материалом (термоэк​стракт из шкуры животного).

Отметить результаты реакции агглютинации-лизисалептоспир для серодиагностики лептоспироза и сде​лать заключение.

Ознакомиться с диагностическими, профилактичес​кими и лечебными препаратами.

а Методические указания

• Микробиологическая диагностика чумы

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гной из бубонов, пунктат лимфатических узлов, мокрота, промывные воды же​лудка, кровь, патолого-анатомический материал.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 16.1.1). Из ис​следуемого материала готовят мазки, окрашивают по методу Грама и водным раствором метиленового синего. Y.pestis пред​ставляют собой грамотрицательные палочки овоидной формы (0,5x1,7 мкм). В мазках, окрашенных метиленовым синим, хорошо заметно биполярное распределение краски (рис. 16.1.1; на вклейке). Встречаются полиморфные клетки.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на чашки с питательным агаром. Посевы инкубируют при 25—28 °С. Первичное изучение посевов производят через 10—12 ч. К этому сроку появляются колонии в виде батисто​вого платочка, которые образованы вирулентными R-формами. Мало- и авирулентные бактерии формируют S-формы коло​ний. Идентификацию чистой культуры проводят по морфоло​гии бактериальных клеток, характеру роста, антигенным и био​химическим свойствам, чувствительности к специфическому фагу и с помощью молекулярно-биологических методов. Иног​да также используют биопробу.

На бульоне Y.pestis образуют пленку со спускающимися ни​тями, напоминающими сталактиты; ферментируют многие са​хара до кислоты, индола не образуют, желатин не разжижают. Y.pestis содержат групповой термостабильный соматический антиген и специфический термолабильный капсульный анти​ген, который обнаруживается только у вирулентных штаммов. В случае исследования материала, взятого у погибших грызу​нов, проводят дифференциальную диагностику с возбудителя​ми псевдотуберкулеза (Yersinia pseudotuberculosis) на основании
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характера роста на специальных средах, биохимических свойств (ферментация рамнозы, адонита) и других признаков.

Биопроба. Проводят для выделения чистой культуры из ма​териала, загрязненного посторонней микрофлорой. Наиболее чувствительными лабораторными животными являются мор​ские свинки. Материал вводят подкожно или внутрибрюшинно в том случае, если он не загрязнен другими бактериями. При контаминации посторонней микрофлорой материал втирают морской свинке в выбритый участок кожи в области живота. После гибели животных (на 3—7-й день в зависимости от способа введения материала) делают вскрытие, отмечают па​тологические изменения органов и проводят бактериологичес​кое исследование по схеме 16.1.1.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Иммунофлюоресцентный метод позволяет обнаружить присутствие антигенов возбудите​ля как в патологическом материале, так и в объектах окружаю​щей среды (вода, почва), а также в пищевых продуктах и эктопаразитах. С этой целью используют люминесцентную ви-доспецифическую противочумную сыворотку, люминесцент​ные противокапсульную и противосоматическую сыворотки. РИГА применяют для обнаружения антигенов возбудителя чу​мы в исследуемом материале с помощью стандартной проти​вочумной сыворотки, антитела которой нагружены на эритро​циты.

Биохимические и молекулярно-биологичес​кие исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбу​дителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствую​щих молекул можно поставить предварительный диагноз.

• Микробиологическая диагностика туляремии

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гной из бубонов, пунктат лимфатических узлов, мокрота, кровь, патолого-ана-томический материал.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 16.1.2). Из иссле​дуемого материала готовят мазки, окрашивают по методу Грама и метиленовым синим. Для F.lularensis характерен выраженный полиморфизм. В чистой культуре они представляют собой очень мелкие (0,3—0,5 мкм) кокки (рис. 16.1.2; на вклейке). В мазках из органов преобладают палочковидные формы. Спор не образуют, грамотрицательны, иногда выражена биполярная окраска. В биоптатах тканей и мазках F.tularensis могут распо​лагаться как вне, так и внутри клеток. Бактерии слабо окра​шиваются по методу Грама и плохо выявляются в материале
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при обычных методах микроскопии. Для обнаружения использу​ют преимущественно метод иммунофлюоресценции (см. ниже).

Бактериологическое исследование. Применяют для выделе​ния чистой культуры F.tularensis. Бактериологическую диагнос​тику осуществляют в специальных лабораториях. Выделение возбудителя проводят на свернутой яично-желточной среде, глюкозоцистиновом кровяном агаре и других богатых пита​тельных средах сложного состава. Для подавления роста сопут​ствующей микрофлоры в среды добавляют пенициллин. Виру​лентные штаммы образуют S-формы колоний — мелкие, глад​кие, беловатого цвета с голубоватым оттенком. Идентифи​кацию чистой культуры проводят по морфологии бактериаль​ных клеток, характеру роста, биохимическим, антигенным свойствам и с помощью молекулярно-биологических методов. Биохимические свойства F.tularensis выявляют на специальной плотной среде с ограниченным содержанием белка. Бактерии содержат оболочечный антиген, с которым связаны их виру​лентные и иммуногенные свойства, и О-соматический антиген. По антигенным свойствам близки к бруцеллам.

Биопроба. Наиболее чувствительными животными являются белые мыши и морские свинки, которые погибают при под​кожном введении единичных бактерий.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Метод ИФ позволяет обна​ружить присутствие антигенов бактерий в патологическом ма​териале. Используют люминесцентную противотуляремийную сыворотку. В положительном случае в препарате видны светя​щиеся микроорганизмы. Антигены возбудителя в материале от больного могут быть обнаружены с помощью ИФА.

Биохимические и молекулярно-биологичес​кие исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбу​дителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствую​щих молекул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Ставят реакцию агглютинации с туляре-мийным диагностикумом. Относительно позднее появление антител-агглютининов в крови (на 2-й неделе болезни) затруд​няет применение этой реакции для ранней диагностики, одна​ко их длительное сохранение делает возможной ретроспектив​ную диагностику. Диагностический титр реакции 1:100. Обя​зательно прослеживается нарастание титра агглютинации (в парных сыворотках). Более чувствительным методом серодиаг​ностики туляремии является РНГА, которая бывает положи​тельной в конце 1-й — начале 2-й недели заболевания. Титры антител в сыворотке в разгар заболевания достигают 1:1280— 1:2560 и выше. Используют также ИФА.

Для ускоренной диагностики применяют кровяно-капельную реакцию: кровь из пальца больного наносят на обезжи​ренное предметное стекло, добавляют каплю дистиллирован​ной воды (для лизиса эритроцитов), вносят каплю диагности-кума и смешивают стеклянной палочкой. При наличии в крови агглютининов в диагностическом титре (1:100 и выше) в капле немедленно наступает агглютинация диагностикума; при тит​рах ниже диагностических агглютинация происходит через 2—3 мин.

Кожно-аллергическая проба. Для диагностики применяют внутрикожную и накожную пробы со специфическим аллерге​ном — тулярином. Пробы высокочувствительны и дают поло​жительные результаты у больных начиная с 3—5-го дня болез​ни. Положительные результаты регистрируются также у пере​болевших и вакцинированных, поэтому оценка реакции должна проводиться с осторожностью.

• Микробиологическая диагностика бруцеллеза МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериологическое исследование (схема 16.1.3). Для получе​ния гемокультуры 5—10 мл крови, взятой из локтевой вены больного, засевают в два флакона с 50—100 мл печеночного бульона. Один из них (для выделения культуры B.melitensis) инкубируют в обычных аэробных условиях, другой (для выде​ления первичной культуры B.abortus) — в атмосфере с 10 % СО2. В первых генерациях бруцеллы растут очень медленно, поэтому посевы выдерживают в термостате не менее месяца. В то же время рост лабораторных культур наблюдается через 1—2 сут. На агаре бруцеллы образуют бесцветные с перламут​ровым блеском колонии, в бульоне — помутнение и слизистый бсадок. В мазках, окрашенных по методу Грама, обнаружива​ются мелкие (от 0,3—0,5 до 1,5 мкм) грамотрицательные кок-ковидные или более удлиненные формы (рис. 16.1.3; на вклей​ке). Они неподвижны, спор не образуют.

Для быстрой идентификации бруцелл ставят РА со специ​фическими агглютинирующими сыворотками на стекле и оп​ределяют чувствительность к специфическому фагу. Все виды бруцелл не ферментируют углеводы. Их дифференцируют по образованию ^S, чувствительности к СОз, способности окра​шиваться анилиновыми красителями (основным фуксином и тионином) и другим признакам. Используют также молекуляр-но-биологические методы.

Биопроба. Применяют для выделения чистой культуры из материала, загрязненного посторонней микрофлорой или со​держащего небольшое количество бруцелл. Исследуемый мате​риал вводят морским свинкам или белым мышам подкожно в паховую область. Мышей вскрывают через 20 дней после за-
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	Ингредиент                                Количество материала, мл квадрат 1    квадрат 2   квадрат 3   квадрат 4   квадрат 5

контроль    контроль сыво-       диагнос-ротки        тикума

Сыворотка              0,04          0,02          0,01          0,02            — Диагностику™         0,03          0,03          0,03            —            0,03

Изотонический        —             —             —           0,03          0,03 раствор хлорида натрия 


заболевания процент положительных серологических реак​ций (РА, РИГА и РСК) начинает снижаться и большее диа​гностическое значение приобретают кожно-аллергическая проба и реакция Кумбса, поэтому комплексный серо-аллерги​ческий метод является наиболее надежным в диагностике бруцеллеза.

Кожно-аллергическая проба (реакция Бюрне). На ладонную поверхность предплечья внутрикожно вводят 0,1 мл бруцелли-на. При наличии ГЗТ уже через 6—8 ч могут появиться гипе​ремия кожи и болезненная отечность. Учет реакции производят через 24 ч (см. рис. 10.4.1). Реакция обладает высокой чувстви​тельностью и появляется не только у больных и переболевших, но и у вакцинированных людей, в связи с чем ее диагностическая оценка должна производиться с осторожностью.

• Микробиологическая диагностика сибирской язвы

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: экссудат из очага по​ражения (сибиреязвенного карбункула), мокрота, фекалии, кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование (схема 16.1.4). Изучение окрашенных по методу Грама мазков из патологического ма​териала (экссудат, мокрота) позволяет обнаружить возбуди​теля, представляющего собой грамположительную крупную (1—2 х 6—10 мкм) неподвижную стрептобациллу. В организме больных и на белковой питательной среде микроорганизмы образуют капсулу (рис. 16.1.4; на вклейке), в неблагоприят​ных условиях (почве) — споры (см. рис. 2.2).

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на чашки с питательным и кровяным агаром, а также в пробирку с питательным бульоном. Посевы инкубируют при 37 °С в течение 18—20 ч. В бульоне культура B.anthracis растет в виде хлопьевидного осадка; на агаре вирулентные штаммы образуют колонии R-формы, имеющие под малым увеличени​ем микроскопа вид львиной гривы или головы медузы. Авиру-лентные или слабовирулентные бактерии образуют S-формы колоний.

Для идентификации возбудителя изучают биохимические свойства и ряд других признаков (гемолитическую активность, способность к образованию L-форм и др.). B.anthracis обладает сахаролитическими свойствами, медленно разжижает желатин (в виде елочки верхушкой вниз), лишен гемолитической ак​тивности. Под действием пенициллина образует сфероплас-ты, имеющие вид жемчужин. Это явление используется для дифференциации B.anthracis от непатогенных бацилл. При​меняют также молекулярно-биологические методы идентифи​кации.

Биопроба. Исследуемый материал вводят подкожно белым мышам, морским свинкам или кроликам. Павших животных вскрывают, готовят мазки из крови и внутренних органов, делают посевы для выделения чистой культуры возбудителя. Капсульные формы B.anthracis в экссудате, полученном через 5—18 ч после заражения животного, можно обнаружить мето​дом иммунофлюоресценции (см. ниже).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Мазки из экссудата обраба​тывают противокапсульной сибиреязвенной антисывороткой, а затем флюоресцирующей антикроличьей сывороткой, мечен​ной родамином. В препаратах, содержащих капсульные бацил​лы, наблюдается желто-зеленое свечение возбудителя.

Антигены B.anthracis (секретируемые белки — "протектив-ный антиген" и токсины) в исследуемом материале из очага инфекции могут быть обнаружены с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА и др.).

Реакцию термокольцепреципитации Асколи для исследова​ния трупного материала ставят при необходимости диагности​ровать сибирскую язву у павших животных или у людей, умер​ших от неизвестной болезни, напоминающей висцеральную форму сибирской язвы, а также для определения зараженности сырья (кожа, мех, шерсть). Образцы исследуемого материала измельчают и кипятят в пробирке с изотоническим раствором хлорида натрия в течение 5—10 мин, после чего фильтруют до полной прозрачности. Преципитирующую сибиреязвенную сы​воротку получают путем гипериммунизации лошадей убитой культурой B.anthracis. Испытуемый термоэкстракт осторожно наслаивают на поверхность сыворотки в преципитационной пробирке. В положительном случае через 1—2 мин в месте соприкосновения появляется белое кольцо преципитации, что свидетельствует о присутствии в материале антигенов возбуди​теля. Контрольный термоэкстракт готовят из того же материа​ла, взятого от здорового животного (см. табл. 10.1.1).

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Кожно-аллергическая проба. Ставится на внутренней поверх​ности предплечья — внутрикожно вводят 0,1 мл антраксина. При положительной реакции через 24 ч появляются гиперемия и инфильтрат. Положительная реакция регистрируется у 90 % больных сибирской язвой, начиная со 2-й недели заболевания, и сохраняется у переболевших в течение всей жизни, в связи с чем ее диагностическая оценка должна производиться с ос​торожностью.
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чение месяца. При заболевании или гибели животного готовят препараты из крови, мочи, материала, полученного после вскрытия, микроскопируют их в темном поле и делают посевы для выделения чистой культуры лептоспир.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить пред​варительный диагноз.

Серодиагностика. Антитела в крови пациентов удается обна​ружить с конца 1-й недели болезни. Для их выявления исполь​зуют реакцию агглютинации-лизиса с живыми эталонными куль​турами лептоспир разных серогрупп и сероваров. Учет резуль​татов реакции проводят методом термопольной микроскопии в препаратах "раздавленная" капля в темном поле. В положи​тельном случае отмечают агглютинацию и лизис лептоспир. При этом в первых разведениях сыворотки наблюдаются пол​ное растворение лептоспир, частичный лизис или зернистое набухание, в последующих разведениях — агглютинация леп​тоспир и появление агломератов в виде паучков. Диагностичес​кий титр реакции 1:100. Максимальный титр антител (1:1000— 1:10 000 и выше) наблюдается на 15—30-й день заболевания. Ввиду того что у части переболевших антитела в высоких титрах сохраняются в течение многих лет, диагностическое значение имеет нарастание титра антител в парных сыворотках.

• Микробиологическая диагностика сапа

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: гной из язвенных поражений, абсцессов, отделяемое из носа.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Из исследуемого мате​риала готовят мазки и окрашивают по методу Грама. В мазках обнаруживаются мелкие (2—4 х 0,5—1 мкм) грамотрицатель-ные палочки. Метод имеет ориентировочное значение.

Бактериологическое исследование. Burkholderia mallei культи​вируют на простых питательных средах. Они образуют мелкие гладкие колонии, имеющие кремовую окраску, которые появ​ляются на 2—3-й день. Чистую культуру возбудителя иденти​фицируют по морфологии микробных клеток, подвижности (В.mallei неподвижны), тинкториальным, культуральным и биохимическим признакам.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить пред​варительный диагноз.

Серодиагностика. Для обнаружения антител к возбудителю используют реакции агглютинации, РИГА, РСК.

Кожно-аллергическая проба. Диагностическое значение име​ет постановка кожно-аллергической пробы с маллеином (ал​лергеном, приготовленным из В.mallei).

•
Микробиологическая диагностика листериозов

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, смывы из зева, спинномозговая жидкость, околоплодные воды, плацента.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. В мазках из исследуемо​го материала, окрашенных по методу Грама, обнаруживаются мелкие короткие (0,5—2x0,4—0,5 мкм) грамположительные па​лочки. Метод имеет ориентировочное значение.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на богатые питательные среды (кровяной агар, сердеч​но-мозговой бульон и др.), применяют также селективные сре​ды с высоким содержанием NaCl, антибиотиками (полимик-син, цефтазидим) и другими селектирующими агентами. По​севы инкубируют 5—7 дней при 35 "С. На кровяном агаре характерен р-гемолиз. Идентификацию осуществляют по мор​фологии микробных клеток, культуральным и биохимическим признакам. Для видовой и внутривидовой идентификации осу​ществляют серотипирование (по жгутиковому антигену и со​матическому антигену клеточной стенки) и фаготипирование.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Для быстрого обнаружения антигенов возбудителя в мазках из исследуемого материала используют метод прямой ИФ.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика мало информативна и практически не при​меняется.

•
Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных Streptobacillus moniliformis
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, суставная жидкость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. В мазках из суставной жидкости, окрашенных по методу Грама, можно обнаружить грамотрицательные палочки, располагающиеся в виде цепочек, образующих длинные неветвящиеся нити. Метод имеет ориен​тировочное значение.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на богатые питательные среды с высоким содержанием (не менее 10 %) нативных добавок (кровь, сыворотка или ас-цитическая жидкость). Посевы инкубируют при 35 °С в атмо​сфере с повышенным содержанием СС^. Бактерии образуют мелкие гладкие блестящие колонии. Идентификацию осущест​вляют по морфологии и тинкториальным свойствам (грамот​рицательные палочки располагаются в виде цепочек, образую​щих неветвящиеся нити длиной до 100—150 мкм), культураль-ным и биохимическим признакам. Важным методом иденти​фикации является ГЖХ.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый ма​териал, полученный из очага инфекции, используют для обна​ружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнару​жения соответствующих молекул можно поставить предвари​тельный диагноз.

Серодиагностика. Для обнаружения антител к возбудителю используют реакцию агглютинации с парными сыворотками пациента. Диагностическим считается титр реакции 1:80 и на​растание титра антител не менее чем в 4 раза.

• Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных Spirillum minus
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, экссудат из очага инфекции, пунктат лимфатических узлов.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Является ведущим мето​дом диагностики. Возбудителя в нативных препаратах из ис​следуемого материала обнаруживают с помощью темнопольной микроскопии. Бактерии 3—5 мкм длиной и 0,2—0,5 мкм тол​щиной, подвижны, имеют извитую форму (2—6 завитков).

Бактериологическое исследование. Не проводится, поскольку Spirillum minus не удается культивировать in vitro.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить предварительный диагноз.

Биопроба. Материал от больного вводят внутрибрюшинно морским свинкам. Через 7—10 дней перитонеальный экссудат и кровь зараженного животного исследуют методом темно​польной микроскопии.

•
Микробиологическая диагностика пастереллеза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое кожных язв, гной из абсцессов, кровь, спинномозговая жидкость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. В препаратах из исследу​емого материала, окрашенных по методу Грама, обнаруживают короткие (0,3—1,5 мкм длиной и 0,15—0,25 мкм толщиной) грамотрицательные палочки овоидной формы, которые могут окрашиваться биполярно.

Бактериологическое исследование. Pasteurella multocida хоро​шо растут на простых питательных средах, через 24 ч образуют мелкие непигментированные колонии. На кровяном агаре ге​молиз нехарактерен. Чистую культуру возбудителя идентифи​цируют по морфологии микробных клеток, тинкториальным, культуральным и биохимическим признакам.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить пред​варительный диагноз.

Серодиагностика мало информативна и практически не при​меняется.

•
Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных
Erysipelothrix rhusiopathiae
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптаты поражен​ных участков кожи, отечная жидкость, кровь при септической форме инфекции.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. В препаратах из исследу​емого материала, окрашенных по методу Грама, обнаруживают мелкие (0,8—2,5 мкм длиной и 0,2—0,5 мкм толщиной) грам-положительные палочки, располагающиеся поодиночке, в ви​де коротких цепочек или образующих длинные неветвящиеся нити.

Бактериологическое исследование. Исследуемый материал за​севают на богатые питательные среды и инкубируют в течение 7 дней в атмосфере с повышенным содержанием СО2- Бакте​рии образуют колонии двух типов: мелкие гладкие и крупные шероховатые, на кровяном агаре дают а \ -гемолиз. Чистую куль​туру возбудителя идентифицируют по морфологии микробных клеток, тинкториальным, культуральным и биохимическим при​знакам, внутривидовое типирование (серотипирование) осу​ществляют по соматическому антигену клеточной стенки в РА с типоспецифическими антителами.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле-кулярно-биологические исследования. Исследуемый ма​териал используют для обнаружения ДНК возбудителя с помо​щью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика не применяется.

• Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных Bartonella hensella
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптат из поражен​ного участка кожи, лимфатического узла или органа, кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. В гистологических пре​паратах из очагов поражения, окрашенных по методу Грама, могут быть обнаружены мелкие грамотрицательные палочки, располагающиеся преимущественно внутриклеточно. Метод обладает чрезвычайно низкой чувствительностью в связи с малыми размерами возбудителя. Вероятность обнаружения бактерий повышается при использовании окраски серебрени​ем, позволяющей выявлять объекты малых размеров. Метод имеет ориентировочное значение.

Бактериологическое исследование. Бартонеллы выделяют из крови пациентов на богатых средах сложного состава (с добав​лением сердечно-мозгового экстракта, крови и других факто​ров роста) или путем заражения клеточных культур (Vero и др.). Культивирование занимает несколько недель, поскольку бар-тонеллы являются прихотливыми медленно растущими бакте​риями. Для идентификации используют серологические (реак​ция ИФ) и молекулярно-биологические методы (ПЦР, метод ДНК-зондов). Бактериологическое исследование при болезни кошачьей царапины применяется сравнительно редко по при​чине трудоемкости.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Антигены возбудителя в био-птатах из очагов поражения могут быть обнаружены методом ИФ.

Молекулярно-биологические исследования. ДНК возбудителя в биоптатах из очагов поражения и крови может быть обнаружена с помощью метода ДНК-зондов и ПЦР.

Серодиагностика недостаточно информативна, поскольку антитела часто присутствуют в крови здоровых лиц. Для обна​ружения специфических IgM в крови больных применяют ме​тод непрямой ИФ: клетки культуры Vero, зараженные тест-штаммом бартонелл, обрабатывают сывороткой крови пациен​та. Специфические IgM выявляют с помощью моноклональных антител (МКАТ) к человеческим IgM, меченных флюорохромом.  В положительном случае наблюдается специфическое свечение бактерий в зараженных клетках.

•
Микробиологическая диагностика пситтакоза и Q-лихорадки. Изложена ранее (см. тему 14.1).

•
Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Бруцеллезный единый диагностикум. Взвесь убитых бруцелл, окрашенных метиленовым синим, применяется для серодиаг​ностики бруцеллеза в реакции агглютинации Райта и Хеддель-сона.

Туляремийный диагностикум. Взвесь убитых бактерий F.tu-larensis применяется для постановки реакции агглютинации при серодиагностике туляремии.

Преципитирующая сибиреязвенная сыворотка. Получена из крови лошадей, гипериммунизированных культурой B.anthracis. Применяют для постановки реакции термопреципитации по Асколи.

Чумной бактериофаг. Используется для идентификации Y.pestis.

Сибиреязвенный бактериофаг. Применяют для идентифика​ции B.anthracis.

Бруцеллин. Фильтрат 3-недельных бульонных культур Б. те-litensis, B.abortus, B.suis, убитых нагреванием. Применяют для постановки кожно-аллергической пробы Бюрне.

Тулярин. Взвесь F.tularensis (вакцинного штамма), убитых нагреванием, используется для постановки кожно-аллергичес​кой пробы.

Антраксин. Белково-полисахаридно-нуклеиновый комплекс, извлеченный при гидролизе B.anthracis, применяется для по​становки кожно-аллергической пробы.

Чумная живая сухая вакцина. Высушенная живая культура Y.pestis вакцинного штамма EV используется для активной спе​цифической профилактики чумы (создание активного имму​нитета).

Туляремийная живая сухая накожная вакцина. Высушенная живая культура вакцинного штамма F.tularensis применяется для активной специфической профилактики туляремии.

Накожная сухая живая бруцеллезная профилактическая вак​цина. Высушенная живая культура вакцинного штамма B.abor​tus применяется для активной специфической профилактики бруцеллеза (создание активного иммунитета).

Бруцеллезная лечебная вакцина. Взвесь убитых нагреванием бруцелл используется с лечебной целью, способствует десен​сибилизации организма.

Сибиреязвенная живая вакцина СТИ. Названа в честь Сани-тарно-технического института, в котором была впервые полу​чена. Представляет собой высушенную взвесь живых спор авирулентного бескапсульного штамма B.anthracis. Применяют для профилактики сибирской язвы.

Противосибиреязвенный иммуноглобулин. Гамма-глобулино-вая фракция сыворотки крови лошади, гипериммунизирован​ной живой сибиреязвенной вакциной и вирулентным штаммом B.anthracis, используется с профилактической и лечебной целью.

Лептоспирозный антиген. Живая 7—10-дневная культура ос​новных сероваров лептоспир. Применяется для серодиагности​ки лептоспирозов в реакции агглютинации-лизиса.

Лептоспирозная вакцина. Содержит культуры основных се​роваров лептоспир, убитых нагреванием и консервированных фенолом. Применяют для профилактики лептоспирозов в эн​демичных очагах инфекции.

Лептоспирозный иммуноглобулин. Применяют для лечения и профилактики лептоспирозов.

Антибиотики: аминогликозиды, тетрациклины, хлорамфени-кол, пенициллины и цефалоспорины, фторхинолоны и др.

Ф Brucella spp.\ тетрациклины, аминогликозиды.

4  Yersinia pestis: тетрациклины, аминогликозиды.

4 Yersinia pseudotuberculosis: ампициллин, цефалоспорины, аминогликозиды, тетрациклины, хлорамфеникол.

4 Francisella tularensis: аминогликозиды, тетрациклин, хлор​амфеникол.

4 Pasteurella multocida: пенициллины, макролиды.

4- Bacillus anthracis: пенициллины, тетрациклины, цефало​спорины, аминогликозиды, хлорамфеникол, фторхино​лоны.

4 Leptospira interrogans: тетрациклины, пенициллины, цефа​лоспорины, фторхинолоны.

4 Burkholderia mallei: аминогликозиды, тетрациклины, суль​фаниламиды.

4 Listeria monocytogenes: пенициллины, аминогликозиды, сульфаниламиды с триметопримом.

4 Streptobacillus moniliformis: пенициллин.

4 Erysipelothrix rhysiopathiae: пенициллин.

Глава  17

ВОЗБУДИТЕЛИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ТРАНСМИССИВНЫХ ИНФЕКЦИЙ

К возбудителям бактериальных трансмиссивных инфекций относятся бактерии, которые передаются людям при участии пере​носчиков — кровососущих членистоногих: комаров, москитов, клещей, вшей и др. (табл. 17.1). При этом членистоногие являются промежуточными или основными природными хозяевами возбу-

	Возбуди-        Заболевание            Источник          Перенос-          Способ тель                                           инфекции              чик          паразитизма

Borrelia       Эпидемичес-     Человек             Вошь          Факультати-recurrentis   кий возврат-                              платяная    вные внут-ный тиф                                                        риклеточ-Borrelia       Эндемический   Разные виды     Клещи       ные пара-caucasica     возвратный        грызунов            орнито-      зиты и др.           тиф                                             доровые Borrelia       Болезнь Лайма Дикие грызу-    Клещи burgdorferi   (клещевой         ны, иксодовые иксодо-Лайм-бор-         клещи с транс- вые релиоз)             овариальной передачей Rickettsia     Эпидемичес-     Человек             Вошь          Облигатные prowazekii   кий сыпной                                платяная    внутрикле-тиф                                              и голов-     точные па-ная             разиты. Раз-R.typhi        Эндемический   Крысы, мыши   Крыси-      множаются сыпной тиф                                ные блохи в цитоплаз-и вши        ме эндоте-R.tsutsuga-  Лихорадка         Грызуны, сум-  Красно-     лия СОСУД°В mushi          Цугугамуши      чатые, насеко- телковые моядные            клещи (личинки) Группа клеще​вых пятнистых лихорадок: R.conori      Марсельская      Собачий клещ  Собачий     Облигатные лихорадка                                     клещ          внутрикле-R.sibirica     Северо-азиат-    Грызуны (по-    Иксо-         точные па-ский риккет-     левые мыши,    довые         разиты. Раз-сиоз                   суслики и др.)   клещи        множаются R.acari        Осповидный     Домовая мышь, Гама-         в Цитоплаз-риккетсиоз        серые крысы     зовые         ме заражен-клещи         ных клеток Ehrlichia     Эрлихиозы         Многие виды    Иксодо-     Облигатные canis,                                     диких живот-    вые, гама- внутрикле-E.sennetsu,                            ных, клещи       зовые, ар- точные па-E.phagocy-                                                        гасовые      разиты tophila и                                                          клещи др. 


	Возбуди-        Заболевание           Источник         Перенос-         Способ тель                                           инфекции              чик          паразитизма

Coxiella      Q-Лихорадка     Многие виды    Иксодо-     Облигатные bumetii                                 диких и до-       вые, гама- внутрикле-машних жи-      зовые, ар- точные па-вотных              гасовые      разиты клещи Bartonella   Траншейная      Человек (?)        Платяная   Факультати-quintana      лихорадка                                    вошь          вные внут​риклеточные паразиты 


нами из R.prowazekii и R.typhi. Сопоставить результаты и обосновать диагноз заболевания. 4. Учесть результаты РСК, поставленных для дифферен​циации первичного эпидемического сыпного тифа и рецидива (болезнь Брилля—Цинссера). Сделать за​ключение по результатам серодиагностики.

а  Методические указания

•
Микробиологическая диагностика возвратного тифа
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. Основной метод лабора​торной диагностики возвратного тифа. У больного во время приступа болезни берут кровь и готовят препараты для микро​скопии. Мазки окрашивают фуксином, а препарат "толстая" капля — по методу Романовского—Гимзы. Borrelia recurrentis представляют собой тонкие изогнутые нити длиной 8—16 мкм с 4—12 завитками (рис. 17.1.1; на вклейке). В мазках они окрашиваются фуксином в красный цвет, в препарате "толс​тая" капля — в фиолетово-розовый. Кроме того, рекомендуется исследовать нативные препараты в темном поле.

Биопроба. Используют для дифференциальной диагностики эпидемического возвратного тифа от клещевого, к возбудите​лям которого чувствительны лабораторные животные. Кровью больных заражают морских свинок. Через 5—6 дней при поло​жительном результате (клещевой возвратный тиф) в крови животных появляется большое количество боррелий.

Серодиагностика имеет дополнительное значение, для выяв​ления антител применяют РСК, метод непрямой ИФ и другие реакции.

•
Микробиологическая диагностика клещевого боррелиоза
Лайма

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптаты из пора​женных участков кожи, кровь, спинномозговая жидкость; ге​молимфа инфицированного клеща.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое исследование. На ранних стадиях забо​левания в биоптатах из пораженных участков кожи возбудитель может быть обнаружен методом серебрения. По морфологии В. burgdorferi не отличается от других представителей рода.

Бактериологическое исследование. В.burgdorferi культивируют на жидких и плотных питательных средах сложного состава (среда Келли и др.). Для идентификации возбудителя исполь​зуют биохимические и молекулярно-генетические методы (гель-электрофорез для анализа белков наружной мембраны, ДНК-гибридизацию, рестрикционный анализ ДНК).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Антигены возбудителя в био-птатах из пораженных участков кожи или гемолимфе инфици​рованного клеща могут быть обнаружены методом ИФ.

Биохимические и молекулярно-биологические исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих моле​кул можно поставить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Для обнаружения антител в крови больно​го применяют методы непрямой ИФ и ИФА.

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, аспират из высыпных элементов.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскогшческое исследование. Для обнаружения рик-кетсий в организме переносчика, органах зараженных живот​ных и культурах клеток готовят препараты, окрашивают их по методам Романовского—Гимзы, Здродовского или другими ме​тодами и микроскопируют. R.prowazekii полиморфны. В зави​симости от стадии инфекции, вида культуры в цитоплазме зараженных клеток встречаются различные морфологические типы риккетсий. Использование иммунофлюоресцентного ме​тода (см. ниже) облегчает обнаружение риккетсий.

Бактериологическое исследование. Материалом для выделе​ния возбудителей при всех видах риккетсиозов служит кровь, взятая у больного в раннем периоде лихорадки (схема 17.1.1). Первичное выделение риккетсий осуществляется путем зара​жения лабораторных животных (мышей, морских свинок и др.). Выбор зависит от вида возбудителя, поскольку лаборатор​ные животные различаются по чувствительности к риккетсиям разных видов. Для дальнейшего культивирования первичного изолята используют культуры клеток или куриные эмбрионы. Культивирование риккетсий производится только в специаль​ных лабораториях, требует соблюдения определенных правил безопасности и практически применяется редко.

Биопроба. Применяют для дифференциации возбудителей эндемических риккетсиозов от R.prowazekii. Для этого самцу морской свинки внутрибрюшинно вводят кровь больного. При большинстве эндемических риккетсиозов у животных развива​ется специфический периорхит, сопровождающийся накопле​нием риккетсий в мезотелии влагалищных оболочек яичка (положительный скротальный феномен).
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Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Возбудитель может быть обна​ружен в аспирате из высыпных элементов, а также в цитоплаз​ме моноцитов периферической крови методом иммунофлюо-ресценции. Положительные результаты удается получить в 50 % случаев заболевания.

Биохимические и молекулярно-биологичес​кие исследования. Исследуемый материал, полученный из очага инфекции, используют для обнаружения ДНК возбу​дителя с помощью метода "зондов" и ПЦР. В случае обнару​жения соответствующих молекул можно поставить предвари​тельный диагноз.

Серодиагностика. Является наиболее распространенным и доступным методом лабораторной диагностики риккетсиозов. Для обнаружения антител в крови больного применяют реак​ции агглютинации, РКС и РИГА, непрямой иммунофлюоре-сценции, ИФА и др. (см. схему 17.1.1, тему 10.4).

Реакция агглютинации применяется при серодиагностике всех риккетсиозов и характеризуется высокой специфичнос​тью. В отличие от РСК РИГА не позволяет провести внутри-групповую дифференциацию риккетсиозов. Однако РИГА мо​жет быть использована для определения фазы заболевания, поскольку гемагглютинирующие антитела накапливаются в вы​соком титре в ходе инфекционного процесса, титр их быстро падает в период реконвалесценции, а через 6 мес после выздо​ровления они исчезают. Использование РСК в сочетании с РИГА позволяет дифференцировать текущее заболевание от перенесенного в прошлом (анамнестического).

Серодиагностика позволяет дифференцировать первичный (эпидемический) сыпной тиф от рецидива сыпного тифа (бо​лезни Брилля—Цинссера) на основании особенностей иммун​ного ответа. При первичной инфекции образуются антитела, относящиеся к иммуноглобулинам класса М, тогда как при рецидиве антитела представлены преимущественно иммуно​глобулинами класса G. Метод ИФА позволяет избирательно выявлять противомикробные IgM или IgG в сыворотке боль​ных.

• Микробиологическая диагностика эрлихиозов МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. В лейкоцитах периферичес​кой крови больных при окраске по методу Романовского— Гимзы могут быть обнаружены характерные гроздьевидные включения — морулы, напоминающие ягоды ежевики.

Бактериологическое исследование. Эрлихии культивируют путем заражения клеточных культур (первичные культуры мо​ноцитов собак, перевиваемые линии мышиных макрофагов, клетки HeLa, промиелоцитарные опухолевые клетки человека и др.). В зараженных клетках появляются характерные вклю​чения, которые выявляют при окраске по методу Романовско​го— Гимзы. Для идентификации используют иммунохимичес-кие и молекулярно-биологические методы (ПЦР, метод ДНК-зондов). Метод культивирования эрлихий редко применяют с диагностической целью по причине трудоемкости.

Экспресс-методы диагностики. Биохимические и моле​кулярно-биологические исследования. ДНК возбуди​теля может быть обнаружена непосредственно в крови и лей​коцитах больного с помощью метода "зондов" и ПЦР.

Серодиагностика. Антитела к антигенам эрлихий в сыворот​ке крови пациентов могут быть обнаружены с помощью метода непрямой ИФ (диагностический титр 1:40) и других серологи​ческих реакций. Необходимо помнить, что антитела в диагнос​тических титрах могут длительно сохраняться после выздоров​ления, поэтому для подтверждения диагноза применяют метод парных сывороток.

•
Микробиологическая диагностика бартонеллезов

(см. тему 16.1 "Микробиологическая диагностика инфек​ций, вызванных Bartonella hensella")

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, биоптаты по​раженных органов, лимфатических узлов.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Бактериоскопическое, бактериологическое исследование, экс​пресс-методы диагностики см. тему 16.1 "Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных Bartonella hensella".

Серодиагностика. Антитела к антигенам бартонелл в сыво​ротке крови пациентов могут быть обнаружены с помощью ИФА, метода непрямой ИФ и других серологических реакций. Необходимо помнить, что антитела могут присутствовать в крови практически здоровых лиц, поэтому для подтверждения диагноза применяют метод парных сывороток. Для обнаруже​ния IgM используют метод непрямой ИФ.

•
Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Тест-системы для диагностики возвратного тифа и болезни Лайма методом ДНК-зондов.

Флюоресцирующие антитела для диагностики возвратного тифа и болезни Лайма методом ИФ.

Тест-системы для серодиагностики возвратного тифа и бо​лезни Лайма методом непрямой ИФ.

Тест-системы для диагностики эрлихиозов методом ДНК-зондов.

Флюоресцирующие антитела для диагностики эрлихиозов ме​тодом ИФ.

Тест-системы для серодиагностики эрлихиозов методом ИФА.

Тест-системы для серодиагностики эрлихиозов методом не​прямой ИФ.

Антибиотики: пенициллины, тетрациклины, хлорамфеникол, фторхинолоны, макролиды и др.

Глава  18

ВОЗБУДИТЕЛИ РЕСПИРАТОРНЫХ ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Возбудители респираторных вирусных инфекций относятся к различным семействам ДНК- и РНК-содержащих вирусов (табл. 18.1). Они объединены в одну группу на основании способности проникать в организм преимущественно через слизистую оболочку верхних дыхательных путей и вызывать поражения различных отделов респираторного тракта — ост​рые респираторные вирусные инфекции (ОРВИ): риниты, фа​рингиты, ларингиты, трахеиты, бронхиты, а также пневмонии. Генерализованная инфекция с выраженной вирусемией наблю​дается лишь при тяжелых формах заболевания, возникающих на фоне иммунодефицитов различной природы (врожденные иммунодефицита, тяжелые сопутствующие заболевания, СПИД и др.), а также в младенческом и старческом возрасте на фоне физиологического иммунодефицита.

Таблица   18.1. Вирусы-возбудители респираторных инфекций

Название вируса

Вызываемые заболевания

ДНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Adenoviridae
аденовирусы серотипов 1—39
ОРВИ, пневмония, отит, конъ-

юнктивит; гепатит и другие системные инфекции при им-мунодефицитах

СЕМЕЙСТВО Herpesviridae
ПОДСЕМЕЙСТВО Alphaherpesvirinae
Фарингит, тонзиллит, трахео-

вирус простого герпеса 1-го типа
бронхит; пневмония при имму-

(HSV-1)
нодефицитах и др. (см. главу 21)

	Название вируса                              Вызываемые заболевания

РНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Orthomyxoviridae вирус гриппа типа А                            Грипп (эпидемии, пандемии, спорадические заболевания) вирус гриппа типа В                            Грипп (спорадические заболе-вирус гриппа типа С                           вания, эпидемии)

СЕМЕЙСТВО Paramyxoviridae Вирусы парагриппа, респираторно-    ОРВИ синцитиальный вирус (РСВ)               Пневмония

СЕМЕЙСТВО Coronaviridae коронавирусы человека                       ОРВИ

СЕМЕЙСТВО Picomaviridae РОД Rhinovirus риновирусы человека                           ОРВИ (ринит)

РОД Enterovirus вирусы Коксаки — серотипы А- 10,     ОРВИ и др. (см. также главу 19) А-21, А-24, В-3, В-4, В-5 и др. вирусы ECHO — серотипы 4, 9, 11,    ОРВИ и др. (см. также главу 19 20, 25 и др.

СЕМЕЙСТВО Reoviridae реовирусы человека                             ОРВИ, пневмония 


3. Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

а Демонстрация

Иммунофлюоресцентный метод экспресс-диагности​ки гриппа и ОРВИ.

Риноцитоскопия при гриппе и аденовирусной инфек​ции.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

а  Задание студентам

Ознакомиться с бланками-направлениями на исследо​вание в вирусологическую лабораторию.

Указать материал для исследования, необходимый для диагностики ОРВИ.

Оценить результаты реакции гемагглютинации с материалом зараженного куриного эмбриона (амниотической и аллантоисной жидкостью), поставленной с целью индикации вируса гриппа.

Учесть результаты идентификации выделенного виру​са гриппа в РТГА. Сделать заключение.

Учесть результаты идентификации аденовирусов, вы​деленных в культуре клеток, в РСК.

Учесть результаты серодиагностики респираторных вирусных инфекций в РСК.

Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профи​лактическими препаратами. Указать механизм их дей​ствия.

а  Методические указания

• Микробиологическая диагностика гриппа и других респираторных вирусных инфекций

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое из респи​раторного тракта, мазки и смывы со слизистой оболочки верх​них дыхательных путей, промывные воды бронхов, мокрота.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Мазки, приготовленные из исследуемого материала, окрашивают по методу Романовско​го—Гимзы или другими методами и микроскопируют. В поло​жительном случае наблюдаются признаки ЦПД вирусов. По​скольку большинство респираторных вирусов оказывают не​специфическое ЦПД (дегенерация и лизис зараженных кле​ток), метод является малоспецифичным и имеет ориентиро​вочное значение.

Цитологическое (риноцитоскопическое) исследование при​меняют как ориентировочный экспресс-метод лабораторной диагностики гриппа. С поверхности нижней носовой раковины

берут мазки-отпечатки. Препараты окрашивают смесью основ​ного фуксина и метиленового синего. В цитоплазме цилинд​рического эпителия, а также в цитоплазме дегенерированных макрофагов и лейкоцитов располагаются широко контуриро-ванные включения, окрашенные в красный цвет. Данный ме​тод позволяет дифференцировать грипп от аденовирусной ин​фекции, при которой наблюдаются деструкция клеток, вакуо​лизация ядер и образование внутриядерных включений.

Вирусологическое исследование. Исследуемый материал по​мещают в транспортную среду, содержащую антимикробные препараты широкого спектра действия для уничтожения сопут​ствующей бактериальной флоры. Затем материал центрифуги​руют. Для выделения чистой культуры производят заражение культур клеток надосадочной жидкостью. В зависимости от предполагаемого возбудителя используют разные типы клеточ​ных культур: клетки человека (первичные культуры эмбрио​нальных клеток, диплоидные линии фибробластов, перевивае​мые клеточные линии Не La, НЕр-2 и др.) или животных (пер​вичные культуры клеток почки обезьян, линии мышиных фиб​робластов и др.). Культивирование респираторных вирусов мо​жет занимать от 2—3 до 20 сут и более в зависимости от природы возбудителя. Так, выделение аденовирусов занимает в среднем 6 сут, риновирусов — 4—5 сут, вируса гриппа — 3—4 сут, реовирусов — около 3 нед. Индикацию вирусов про​изводят по ЦПД. Для индикации гемагглютинирующих виру​сов (грипп, парагрипп) может быть использована реакция гем-адсорбции (см. тему 5.2), которая становится положительной еще до появления ЦПД. Идентификацию респираторных ви​русов осуществляют по их антигенной структуре с помощью иммунологических методов [иммунофлюоресценция, РТГА, РСК, реакция нейтрализации (РН), ИФА и др.]. Эти же реак​ции используют для типирования выделенных вирусов. При​меняют также биохимические (анализ фрагментов вирусных НК методом электрофореза) и молекулярно-биологические ме​тоды идентификации (ПЦР, метод нуклеиновых зондов).

Вирусологическое исследование не применяется для диа​гностики заболеваний, вызванных коронавирусами и РСВ, в связи со сложностью их культивирования.

В ряде случаев для выделения вируса гриппа используют куриные эмбрионы. Наличие вирусов гриппа в амниотической или аллантоисной жидкости устанавливают с помощью РГА (см. тему 5.2). Вирусы гриппа А хорошо агглютинируют эрит​роциты курицы, морской свинки, человека с группой крови 1(0), вирусы гриппа В — эритроциты курицы. Этот метод по​зволяет также установить титр вируса.

Идентификацию и типирование выделенной чистой культу​ры вируса гриппа осуществляют на основании антигенной структуры с помощью серологических реакций. Тип вируса (А, В или С) определяют в РСК. Подтипы вируса гриппа А по Н- и N-антигенам (HON1, H1N1, H2N2, H3N2 и др.) - в реакциях с набором типоспецифических сывороток к гемаг-глютинину и нейраминидазе (см. табл. 10.1.2 и 10.1.3). Иден​тификацию по Н-антигену проводят в РТГА, результаты реак​ции учитывают по отсутствию гемагглютинации. Для опреде​ления N-антигена применяют реакцию ингибиции нейрамини-дазы и реакцию иммунопреципитации в геле. Результаты РТГА (рис. 18.1.1; на вклейке), приведенные в табл. 10.1.3, свиде​тельствуют, что гемагглютинирующая активность исследуемого вируса нейтрализуется типоспецифической сывороткой N3H2 в разведениях 1:10—1:160 (до ее титра), т.е. исследуемый вирус относится к подтипу N3H2.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Метод ИФ является высо​коспецифичным, универсальным в отношении разных возбу​дителей методом экспресс-диагностики (схема 18.1.1). Он поз​воляет обнаружить антигены вируса-возбудителя заболевания непосредственно в инфицированных клетках, присутствующих в исследуемом материале. Используют прямой и непрямой методы ИФ (см. тему 10.1). Из исследуемого материала готовят мазки на нескольких предметных стеклах. Носоглоточные смы​вы предварительно центрифугируют и из осадка, содержащего зараженные клетки, готовят мазки. Препараты обрабатывают различными флюоресцирующими антителами (против вирусов гриппа А, В, против вирусов парагриппа II и III типов, против РСВ, поливалентной противоаденовирусной сывороткой и др.) и изучают методом люминесцентной микроскопии. В положи​тельном случае внутри клеток обнаруживают светящиеся ви​русные включения и обращают внимание на их внутриклеточ​ную локализацию. Так, при аденовирусной инфекции включе​ния располагаются преимущественно в ядре зараженных кле​ток, при гриппе и парагриппе — в цитоплазме.

Присутствие вирусных антигенов в исследуемом материале может быть выявлено с помощью чувствительных серологичес​ких реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Диагностика респираторных вирусных ин​фекций осуществляется методом парных сывороток. Кровь бе​рут на 1-й и 3-й неделе от начала заболевания. Диагностичес​кое значение имеет нарастание титра специфических противо​вирусных антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза. Серодиагностика при ОРВИ носит ретроспективный характер, поскольку накопление антител происходит в период реконва-лесценции — через 2—3 нед после начала заболевания. Метод
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	Диагностикум         Сыво-               Разведения сыворотки               Конт-
ротка 
 1 
 1 
 1 
 1 
   роль

№        1:10      1:20      1:40      1:80      1:160    сыв°-ротки

Вирус гриппа A            i          +         +         _____ (H3N2)                          2         +         +         +         +         __

Вирус гриппа В            i         +         ______ 2         +        _____

Аденовирус                   1          +_____ (поливалентный)          2         +        _____ РСВ                              !+_____ 2        ч-        ----- 


• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Тест-системы для выявления антигенов респираторных ви​русов (гриппа, парагриппа, респираторно-синцитиального) ме​тодом ИФ.

Типоспецифические гриппозные сыворотки HON1, H1N1, H2N2, H3N3, В и С. Применяют для серотипирования вирусов гриппа в РТГА и РСК.

Типоспецифические парагриппозные сыворотки. Используют для идентификации и серотипирования вирусов парагриппа.

Типоспецифические аденовирусные сыворотки. Применяют для серотипирования аденовирусов в реакции нейтрализации.

Сухие Типоспецифические диагностикумы (гриппозный и парагриппозный). Используют для серодиагностики соответст​вующих инфекций.

Аденовирусные диагностикумы. Применяют для серодиагнос​тики аденовирусной инфекции.

Живая гриппозная вакцина. Готовят из аллантоисной жид​кости куриных эмбрионов, зараженных вакцинными штамма​ми вируса гриппа основных серотипов. Применяют для про​филактики гриппа (создание активного иммунитета). Вакцину вводят через нос или рот.

Убитая гриппозная вакцина. Инактивированные формалином цельные вирионы вакцинного штамма вируса гриппа, выра​щенного в культуре клеток. Вакцинный штамм получают еже​годно на основании данных эпидемиологического анализа с учетом предполагаемого направления антигенной изменчивос​ти вируса. Применяют для профилактики гриппа (создание активного иммунитета).

Расщепленные гриппозные вакцины. Получают путем инак​тивации цельных вирионов вируса гриппа вакцинного штам​ма (см. выше) с последующим разрушением и очисткой ком​понентов. Вакцина содержит основные протективные анти​гены вируса гриппа — гемагглютинин, нейраминидазу, а также ряд дополнительных белков (Ml, NP). Применяют для создания активного иммунитета с целью профилактики гриппа.

Субъединичные гриппозные вакцины. Содержит основные протективные антигены вируса гриппа (гемагглютинин и ней​раминидазу), полученные методом генной инженерии. Состав антигенов ежегодно обновляется с учетом предполагаемого на​правления антигенной изменчивости вируса.

Лечебно-профилактическая поливалентная гриппозная сыво​ротка. Получена путем гипериммунизации лошадей вирусами гриппа разных серотипов. Выпускают в сухом виде в смеси с антибиотиками и сульфаниламидами. Применяют интраназаль-но с целью экстренной профилактики гриппа и для лечения больных в начале заболевания (создание пассивного иммуни​тета).

Противогриппозный донорский иммуноглобулин. Готовят из сыворотки крови доноров, иммунизированных живой гриппоз​ной вакциной типов А и В. Применяют для экстренной профи​лактики и лечения гриппа в эпидемических очагах.

Иммуноглобулин нормальный человеческий. Получают путем фракционирования крови здоровых доноров. Неспецифичес​кий препарат, содержащий антитела различной специфичнос​ти. Применяют для профилактики ОРВИ (пассивный иммуни​тет).

Противовирусные препараты:

Интерферон человеческий лейкоцитарный (получают из куль​туры лейкоцитов человека, обработанных интерфероногеном); интерферон рекомбинантный; неовир и другие индукторы ин​терферона. Применяют для профилактики и лечения гриппа и других вирусных респираторных заболеваний.

Ремантадин. Назначают для профилактики и лечения гриппа в первые дни заболевания.

Рибавирин. Применяют для лечения пневмонии, вызванной РСВ.

Арилдон и другие производные 3-метил-изоксазола. Применя​ют для лечения риновирусных инфекций.

Глава  19

ВОЗБУДИТЕЛИ ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ И ПРИОНЫ

Нейротропные вирусы — возбудители нейровирусных ин​фекций представляют собой группу неродственных вирусов, обладающих способностью проникать и репродуцироваться в клетках нервной системы — нейротропизмом. Они относятся к различным семействам ДНК- и РНК-содержащих вирусов, патогенных для человека (табл. 19.1), существенно различа​ются по механизмам и путям передачи, способам проникно​вения и особенностям взаимодействия с организмом в ходе инфекционного процесса. Нейротропные вирусы могут пора​жать как центральные (головной и спинной мозг), так и периферические отделы нервной системы. Многие вирусы избирательно поражают мозговые оболочки, вызывая "асеп​тические" (небактериальные) менингиты. Ряд вирусов, не об​ладающих нейротропизмом, способен вызывать аутоиммун​ные заболевания нервной системы за счет антигенной ми​микрии — наличия антигенов, имеющих структурное сходст​во с антигенами нервных волокон, в первую очередь основ-

	Название возбудителя                         Вызываемые заболевания

СЕМЕЙСТВО Picomaviridae РОД Enterovirus полиовирусы серотипы I, II, III  Полиомиелит вирусы Коксаки — серотипы     Асептический менингит, энце-А-9, В-2, В-3, В-4 и др.             фалит (см. также главы 18, 21) вирусы ECHO — серотипы 4,     Энцефалит, асептический ме-6, 9, 11, 16, 30 и др.                   нингит (см. также главы 18, 21)

СЕМЕЙСТВО Ftovmridae* РОД Flavivirus вирус клещевого энцефалита     Клещевой энцефалит (TBEV) вирус японского энцефалита     Японский энцефалит (JEV) вирус энцефалита Сент-Луи      Энцефалит Сент-Луи

СЕМЕЙСТВО Togaviridae* РОД Alfavirus вирус омской геморрагической Геморрагическая лихорадка с лихорадки                                   поражением ЦНС вирус восточного энцефало-      Восточно-американский энце-миелита лошадей                       фаломиелит вирус западного энцефаломие- Западно-американский энце-лита лошадей                            фаломиелит вирус венесуэльского энцефа-   Венесуэльский энцефаломиелит ломиелита лошадей

СЕМЕЙСТВО Bunyaviridae* РОД Bunyavirus вирус калифорнийского энце-   Калифорнийский энцефалит фалита РОД Nairovirus вирус крымской геморрагичес- Геморрагическая лихорадка с кой лихорадки                             поражением ЦНС

СЕМЕЙСТВО Arenaviridae вирус лимфоцитарного хорио-  Лимфоцитарный хориоменин-менингита                                  гит 


	Название вируса                             Вызываемые заболевания

вирус Ласса                                 Лихорадка Ласса вирус Мачупо                              Боливийская геморрагическая лихорадка вирус Хунин                                Аргентинская геморрагическая лихорадка

СЕМЕЙСТВО Rhabdoviridae вирус бешенства                         Бешенство

СЕМЕЙСТВО Paramyxoviridae РОД Rubulavirus вирус паротита                           Асептический менингит, энце​фалит (см. также главу 21) РОД Morbillivirus вирус кори                                  Коревой энцефалит, аутоим​мунный постинфекционный энцефаломиелит, подострый склерозирующий панэнцефалит (см. также главу 21)

СЕМЕЙСТВО Togaviridae РОД Rubivirus вирус краснухи                          Краснушный энцефалит (см. также главу 21)

СЕМЕЙСТВО Retroviridae ПОДСЕМЕЙСТВО Lentivirius вирусы иммунодефицита           ВИЧ-ассоциированная энцефа-человека (HIV-1, HIV-2)            лопатия (см. также главу 22) ПОДСЕМЕЙСТВО Deltaretrovirus Т-лимфотропный вирус чело-   Тропический спастический па-века 1 (HTLV-Y)                          ралич, миелопатия (см. также главу 22) СЕМЕЙСТВО Herpesviridae ПОДСЕМЕЙСТВО Alphaherpesvirinae вирус простого герпеса 1-го и   Асептический менингит, герпе-2-го типа (HSV-i, HSV-2)          тический энцефалит, ретинит, неврит лицевого нерва и др. (см. также главу 21) вирус ветряной оспы/опоясы-   Радикулопатия, невриты. Асеп-вающего лишая ( VZV)               тический менингит, энцефалит, параличи и другие заболевания у новорожденных (см. также главу 21) ПОДСЕМЕЙСТВО Betaherpesvirinae цитомегаловирус человека            Ретинит, энцефалит — при им-(HCMV)                                      мунодефиците (см. также гла-ву21)

ПОДСЕМЕЙСТВО Gammaherpesvirinae вирус Эпштейна— Барр (ЕВУ)      Энцефалит (см. также главу 21)




	Название вируса                              Вызываемые заболевания

СЕМЕЙСТВО Papovaviridae РОД Polyomavirus вирус JC                                     Прогрессирующая мультифо-кальная лейкоэнцефалопатия (см. также главу 22) ПРИОНЫ (белковые инфекцион-      Спонгилоформная энцефало-ные частицы)                                       патия (болезнь Куру, болезнь Крейтцфельдта— Якоба) 


Учесть результаты РСК с парными сыворотками боль​
ного энцефалитом и обосновать диагноз заболевания.

Учесть результаты РСК с парными сыворотками боль​
ного для серодиагностики полиомиелита.

Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профилак​
тическими препаратами, указать механизм действия.

а Методические указания

• Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных энтеровирусами (полиовирусы, вирусы Коксаки и ECHO)

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: смывы из зева (пер​вые дни болезни), фекалии; спинномозговая жидкость (при менингите).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусологическое исследование. Является ведущим методом диагностики энтеровирусных инфекций. Выделение энтерови-русов (за исключением вирусов Коксаки типа А) из исследуе​мого материала осуществляют путем заражения клеточных культур. Для уничтожения сопутствующей бактериальной мик​рофлоры нестерильный материал (испражнения, глоточные смывы) предварительно обрабатывают антибиотиками (смесь пенициллина со стрептомицином, содержащая по 1000 ЕД/мл каждого антибиотика в растворе Хенкса) в течение суток при 4 "С, после чего проводят контрольный посев на стерильность. При сохранении бактериальной флоры материал повторно об​рабатывают теми же антибиотиками. Затем одновременно за​ражают по 2—3 пробирки с первичной (эмбриональные фиб-робласты человека или клетки почек обезьян) и перевиваемой культурой клеток (HeLa, амниона человека или др.), поскольку одни серотипы энтеровирусов лучше репродуцируются в пер​вичных, другие — в перевиваемых клетках.

Индикацию вирусов проводят по ЦПД: на 2—3-й день ин​кубации при 35 °С наблюдается полная или частичная дегене​рация клеток. При этом интенсивность ЦПД зависит от дозы вируса, типа культуры клеток и других причин. В случае от​сутствия ЦПД проводят дополнительно 2—3 пассажа. Основ​ным методом идентификации выделенного вируса является серотипирование в реакции нейтрализации (табл. 19.1.1; 19.1.2; 19.1.3). С этой целью материал из чистой культуры выделен​ного вируса обрабатывают смесью диагностических монова​лентных сывороток к различным серотипам энтеровирусов. При нейтрализации вируса в последующих пересевах ЦПД исчезает. Затем проводят реакцию нейтрализации с монова​лентными сыворотками. При этом в начале определяют тип вируса (полиовирус, Коксаки или ECHO), а затем его принад​лежность к определенному серотипу.
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Необходимо помнить, что положительный результат виру​сологического исследования имеет абсолютную диагностичес​кую ценность только в случае выделения вируса из стерильного материала (спинномозговая жидкость, кровь, биоптаты орга​нов), поскольку бессимптомное носительство широко распро​странено (до 50 % здорового населения). При обнаружении вируса в испражнениях или глоточных смывах необходимо серологическое подтверждение диагноза.

Биопроба. Для выделения вирусов Коксаки А, которые пло​хо репродуцируются в культурах клеток, применяют биопробу — исследуемым материалом заражают новорожденных белых мы​шей. В положительном случае у зараженных животных на 3—5-й день развиваются вялые параличи. Идентификацию этих вирусов проводят в РН на новорожденных мышах с мо​новалентными диагностическими сыворотками против различ​ных серотипов вирусов Коксаки А.

Экспресс-методы диагностики. Молекулярно-биологи-ческие исследования. РНК вирусов в исследуемом мате​риале обнаруживают методом гибридизации НК (ДНК-зондов).

Серодиагностика. С диагностической целью в крови больных определяют наличие специфических противовирусных имму​ноглобулинов класса М (IgM) с помощью ИФА. Для ретроспек​тивного подтверждения диагноза применяют также метод парных сывороток. С этой целью кровь у больного берут дважды: в первые дни болезни и через 3—4 нед. Раннюю сыворотку сохра​няют в холодильнике и реакцию ставят одновременно с обеими сыворотками. Антитела определяют в реакции нейтрализации в культуре клеток с эталонными штаммами энтеровирусов, при​надлежащих к тем серотипам, которые чаще всего выделяют от больных (табл. 19.1.4). Для серодиагностики заболеваний, вы​званных гемагтлютинирующими вирусами Коксаки, используют РТГА. Диагностическое значение имеет нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза. При обнаружении антител, соответствующих серотипу выделенного вируса, диагноз считается подтвержденным.

• Микробиологическая диагностика весенне-летнего клещево​го энцефалита

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Серодиагностика. Обнаружение противовирусных антител в крови больного является основным методом диагностики кле​щевого энцефалита, поскольку к моменту появления симптомов заболевания период вирусемии заканчивается. Выделение вируса из спинномозговой жидкости редко бывает успешным. Для се​родиагностики применяют метод парных сывороток. Используют РН, РСК, РТГА, реакцию латекс-агглютинации, ИФА и другие
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реакции со стандартными вирусными антигенами. Диагности​ческое значение имеет нарастание титра специфических анти​тел не менее чем в 4 раза. Оценку результатов производят с учетом анамнестических данных: вакцинация, пассивная им​мунизация (введение противоэнцефалитной сыворотки или иммуноглобулина).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. С целью экспресс-диагностики клещевого энце​фалита применяют методы определения зараженности клеща, извлеченного из места укуса. Основным методом является ИФ. Готовят мазки-отпечатки и обрабатывают флюоресцирующими антителами к антигенам вируса клещевого энцефалита. В по​ложительном случае наблюдается специфическое свечение скоплений вирусных антигенов внутри клеток, присутствую​щих в материале. Наличие антигенов вируса в организме клеща можно определить и с помощью других иммунологических методов (РИГА со взвесью исследуемого материала и эритро​цитами, нагруженными антителами к вирусу клещевого энце​фалита, ИФА и др.). Предварительный ответ получают спустя 2-3 ч.

•
Микробиологическая диагностика энцефалитов,  вызывае​мых другими арбовирусами и аренавирусами

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Лабораторная диагностика энцефалитов, вызываемых арбо​вирусами и аренавирусами, осуществляется аналогично диа​гностике весенне-летнего клещевого энцефалита. Необходимо помнить, что наличие сходных групповых антигенов у арбови-русов во многих случаях не позволяет установить, какой имен​но возбудитель из группы родственных вирусов явился причи​ной заболевания.

•
Микробиологическая диагностика бешенства

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: слюна животного, явившегося источником заражения; соскобы с роговицы глаза, биоптаты кожи (затылочной области), кровь, спинномозговая жидкость (при необходимости подтверждения клинического диагноза); биоптаты мозга (для постмортальной диагностики).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Гистологическое исследование. При постмортальной диаг​ностике бешенства проводят морфологическое исследование сре​зов головного мозга (области гиппокампа и мозжечка), окрашен​ных метиленовым синим и эозином. В 70—90 % случаев в зара​женных нейронах удается обнаружить признаки характерного ЦПД вируса бешенства — присутствие внутрицитоплазматичес-ких включений — телец Бабеша—Негри (рис. 19.1.1; на вклейке). Тельца окрашиваются в фиолетово-красный цвет, имеют ок​руглую или овальную, реже неправильную форму, диаметр 4—10 мкм.

Вирусологическое исследование и биопроба. Слюну подозри​тельного животного вводят интрацеребрально новорожденным белым мышам. Реже для выделения вируса из слюны применяют клеточные культуры (линии VERO, диплоидные клетки человека и др.). Присутствие вируса в биоптатах мозга зараженных мышат или клетках культуры определяют по наличию его антигенов с помощью метода ИФ. Для этого срезы мозга или клетки зара​женной культуры обрабатывают флюоресцирующими противо​вирусными антителами. В положительном случае при люми​несцентной микроскопии препаратов наблюдается специфи​ческое свечение в цитоплазме зараженных клеток.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммуно​химические исследования. Присутствие антигенов виру​са в соскобах с роговицы глаза, биоптатах кожи или биоптатах мозга (при постмортальной диагностике) выявляют методом ИФ (см. выше). Необходимо помнить, что тесты становятся положительными только на поздних стадиях заболевания и применяются исключительно с целью подтверждения клини​ческого диагноза.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные НК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода зондов.

Серодиагностика. Наличие противовирусных антител в кро​ви и спинномозговой жидкости пациента определяют методом непрямой ИФ и в РН (в культуре клеток или на белых мышах). Серодиагностика, как и другие существующие методы лабора​торной диагностики бешенства, не позволяет своевременно установить диагноз, поскольку антитела в организме больного появляются только на поздних стадиях заболевания.

• Микробиологическая диагностика поражений ЦНС при ви​русном паротите

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: спинномозговая жидкость (собирают в стерильный контейнер и сохраняют при +4 "С не более 48 ч). При необходимости более длительного хранения материал замораживают и хранят при —70 "С.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусологическое исследование. Выделение чистой культуры вируса из спинномозговой жидкости является ведущим мето​дом диагностики поражений ЦНС при вирусном паротите (см. главу 21).

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические, биохими​ческие и молекулярно-биологические исследования. Иммунохи​мические исследования. Методы обнаружения антигенов возбудителя в исследуемом материале — см. главу 21.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

• Микробиологическая диагностика поражений ЦНС, вызван​ных вирусом кори

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: спинномозговая жид​кость, биоптат тканей ЦНС.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Спинномозговую жидкость центрифугируют, из осадка, содержащего слущенные клетки, готовят мазки. Мазки или препараты тканей головного мозга окрашивают по методу Романовского—Гимзы. В положитель​ном случае удается обнаружить признаки ЦПД — гигантские многоядерные клетки, часто содержащие внутрицитоплазмати-ческие включения. В поздних стадиях заболевания, а также при хронических формах инфекции (в частности, под остром скле-розирующем панэнцефалите — ПСПЭ) типично появление внутриядерных включений. Метод обладает низкой чувстви​тельностью и специфичностью.

Вирусологическое исследование. Вирус кори с трудом удается культивировать in vitro, поэтому выделение чистой культуры возбудителя из исследуемого материала редко применяют с диагностической целью (см. главу 21). Другой причиной явля​ется низкое содержание вируса в спинномозговой жидкости. Необходимо помнить, что при ПСПЭ в организме персисти-рует дефектный вирус, который не удается культивировать с помощью стандартных методов. В этом случае применяют ме​тод совместного культивирования клеток ткани мозга или пе​риферической крови пациента с культурой клеток, чувстви​тельных к вирусу. Исследование занимает не менее 1 мес. Присутствие вируса определяют по ЦПД и путем выявления его антигенов методом ИФ.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку​лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в клетках био-птата мозга и слущенных клетках спинномозговой жидкости выявляют методом ИФ (см. главу 21). Необходимо иметь в виду, что отрицательный результат исследования не исключает заболевания, что объясняется малым содержанием вируса в клетках спинномозговой жидкости и сравнительно низкой чув​ствительностью метода. Присутствие вирусных белков (антигенов) в исследуемом материале может быть выявлено с помо​щью чувствительных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные НК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Обнаружение специфических противови​русных антител в спинномозговой жидкости является ведущим методом диагностики поражений ЦНС, вызываемых вирусом кори. Повышенное содержание противокоревых антител в спинномозговой жидкости является характерным для всех форм патологии ЦНС, обусловленных этим вирусом. Наличие противокоревых антител в спинномозговой жидкости опреде​ляют с помощью различных серологических реакций (см. главу 21). Методы ИФА и непрямой ИФ являются наиболее чувст​вительными и дают положительный результат в большинстве случаев.

•
Микробиологическая диагностика поражений ЦНС, вызван​ных вирусом краснухи

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: спинномозговая жидкость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Серодиагностика. Обнаружение специфических противови​русных антител в спинномозговой жидкости является ведущим методом диагностики поражений ЦНС, вызываемых вирусом краснухи (см. главу 21).

•
Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных HTLV-1

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Серодиагностика. Обнаружение противовирусных антител в крови пациента с помощью ИФА применяют в качестве ос​новного метода лабораторной диагностики тропического спас​тического паралича. В случае положительного результата с целью верификации осуществляют поиск антител к индивиду​альным вирусным белкам методом иммуноблоттинга.

•
Микробиологическая диагностика инфекций ЦНС, вызван​ных герпесвирусами (вирусы простого герпеса 1 и 2-го типа (HSV-\,  HSV-2),  вирус ветряной оспы/опоясывающего
лишая  (VZV), цитомегаловирус человека (CMV),  вирус Эпштейна-Барр (EBV).

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: спинномозговая жидкость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ: см. главу 21.

Необходимо помнить, что при герпетическом энцефалите выделение вируса из спинномозговой жидкости не всегда бы​вает успешным. В этом случае диагноз ставят на основании обнаружения вирусных антигенов, нуклеиновых кислот и фер​ментов, а также высоких титров противовирусных антител в спинномозговой жидкости.

•
Микробиологическая диагностика инфекций ЦНС, вызванных JCV
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптат из поражен​ного участка головного мозга.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Основано на обнаружении из​мененных клеток с признаками ЦПД (увеличение клеток, на​личие одиночных базофильных внутриядерных включений) в биоптатах головного мозга.

Вирусоскопическое исследование. Метод электронной мик​роскопии позволяет обнаружить зрелые вирусные частицы в клетках пораженных участков головного мозга.

Экспресс-методы диагностики: иммунохнмические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Обнаружение вирусных антигенов в клетках пора​женных участков головного мозга осуществляют методом ИФ.

Молекулярно-биологические исследования. Обнару​жение вирусных ДНК в зараженных клетках осуществляют методом ДНК-зондов (ДНК-гибридизация in situ), ПЦР.

Серодиагностика — обнаружение антител к вирусным бел​кам — не информативна, поскольку антитела присутствуют также у здоровых вирусоносителей.

•
Микробиологическая диагностика инфекций ЦНС, вызванных прионами

Общепринятые методы лабораторной диагностики отсутст​вуют. Диагноз устанавливают преимущественно на основании клинической картины заболевания и подтверждают гистологи​ческим исследованием тканей пораженных участков головного мозга. Наблюдается дегенерация нейронов и аксонов серого вещества головного мозга, накопление амилоидоподобного ве​щества, образующего бляшки и фибриллярные скопления внутри и вне нейронов, гипертрофия глиальных клеток и дру​гие изменения, характерные для спонгилоформной энцефало​патии. В последние годы разработаны методы иммунохимичес-кого обнаружения аномальной формы приона (РгР^с) в клетках головного мозга методом ИФ. Метод также позволяет проде​монстрировать накопление PrPSc в клетках роговицы глаза на ранних стадиях болезни.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Диагностические поливалентная и типоспецифические полио-миелитные сыворотки. Применяют для идентификации и типи-рования вирусов полиомиелита.

Диагностические поливалентные и типоспецифические (моно-валентные) сыворотки к вирусам Коксаки и ECHO. Применяют для идентификации и типирования соответствующих вирусов.

Пероральная живая вакцина против полиомиелита (трехва​лентная). Содержит ослабленные штаммы вирусов полиомие​лита I—III типов. Вакцина выпускается в жидком виде и в форме драже. Применяют для профилактики полиомиелита (создание активного иммунитета).

Парентеральная инактивированная вакцина против полиомие​лита (трехвалентная). Содержит инактивированные вирусы по​лиомиелита I—III типов. Применяют для профилактики полио​миелита (создание активного иммунитета).

Диагностикум из вируса клещевого энцефалита. Используют для серодиагностики клещевого энцефалита.

Инактивированная культуральная вакцина против клещевого энцефалита. Стерильный специфический антиген вируса кле​щевого энцефалита, инактивированного формалином. Приме​няют для профилактики клещевого энцефалита по эпидеми​ческим показаниям (создание активного иммунитета).

Иммуноглобулин против клещевого энцефалита. Содержит противовирусные специфические антитела, получаемые из сы​воротки крови лошадей, гипериммунизированных вирусом клещевого энцефалита. Применяют для лечения и экстренной профилактики клещевого энцефалита (пассивный иммунитет).

Живая антирабическая вакцина Ферми. Изготавливают из мозга молодых овец, зараженных фиксированным (аттенуиро-ванный штамм) вирусом бешенства. Вирус в суспензии мозга обрабатывают 1 % раствором фенола и лиофилизируют. При​меняется для создания активного иммунитета с целью профи​лактики бешенства. Вакцину вводят лицам, укушенным подо​зрительными на бешенство животными. Поствакцинальный им​мунитет развивается через 2 нед и сохраняется в течение 6 мес.

Культуральная убитая антирабическая вакцина. Получают пу​тем химической инактивации вируса бешенства, выращенного в культуре клеток. Применяют для профилактики бешенства (создание активного иммунитета).

Антирабический иммуноглобулин. Получают путем гиперим​мунизации лошадей фиксированным вирусом бешенства. При​меняют для создания пассивного иммунитета с целью профилак​тики бешенства. Препарат вводят не позднее 72 ч после укуса животного в сочетании с антирабической вакциной. Препарат обезвреживает вирус бешенства и предупреждает развитие пост​вакцинальных энцефалитов.

	Название вируса                             Вызываемые заболевания

РНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Reoviridae РОД Rotavirus ротавирусы человека                  Вспышки и спорадические случаи энтерита и гастроэнте​рита у детей и взрослых РОД  Orthoreovirus реовирусы человека                    Спорадические случаи энтерита СЕМЕЙСТВО Caliciviridae кишечные калицивирусы че-     Вспышки энтерита у детей ловека, вирус Норфолк              младшего возраста и споради​ческие случаи энтерита у де​тей и взрослых СЕМЕЙСТВО Picornaviridae РОД Enterovirus вирусы ECHO                             To же СЕМЕЙСТВО Astroviridae кишечные астровирусы чело-    Вспышки и спорадические века                                              случаи энтерита у детей СЕМЕЙСТВО Coronaviridae коронавирусы человека              Спорадические случаи энтери​та и гастроэнтерита у детей

ДНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Adenoviridae аденовирусы серотипов 40,        Вспышки и спорадические 41, 42                                         случаи энтерита и гастроэнте​рита у детей и взрослых 

	Название вируса                              Вызываемые заболевания

РНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Picornaviridae РОД Hepatavirus вирус гепатита А (НА V)             Вирусный гепатит А (болезнь Боткина, инфекционный гепа​тит) СЕМЕЙСТВО Flaviviridae РОД Hepacivirus вирус гепатита С (HCV)             Вирусный гепатит С (постгранс-фузионный гепатит "ни А ни В") вирус гепатита G (HGV)            Вирусный гепатит G (гепатит "ни А ни Е") РОД Flavivirus вирус желтой лихорадки            Лихорадка с поражением печени вирус гепатита Е (HAV) (ка-      Вирусный гепатит Е (кишеч-лициподобный вирус)                ный гепатит "ни А ни В") Дельта-вирус (вироидоподобный        Вирусный гепатит D (гепатит вирус)                                                  дельта)

ДНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Hepadnaviridae вирус гепатита В (HBV)             Вирусный гепатит В (сыворо​точный гепатит)

СЕМЕЙСТВО Herpesviridae цитомегаловирус человека         Поражения печени при гене-(HCMV), вирусы простого         рализованной форме инфек-герпеса (HSV-\, HSV-2)             ции (см. главу 21) 


жительный инкубационный период, а также способность к персистенции, что является причиной развития хронической инфекции. Обязательной мерой профилактики заражения ви​русным гепатитом при переливании крови является контроль доноров крови на носительство вирусов гепатита. Заболевания, протекающие с поражением печени — гепатитом — в качестве одного из проявлений генерализованной инфекции, способны вызывать также другие вирусы. Наиболее часто гепатит возни​кает при инфекциях, вызванных вирусом желтой лихорадки, герпесвирусами (CMV, HSV-l, HSV-2, EBV). Гепатит также может развиваться при тяжелых формах кори, паротита, крас​нухи, вирусных системных лихорадок. Лабораторная диагнос​тика этих инфекций описана в соответствующих главах.

Тема 20.1. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА КИШЕЧНЫХ ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ И ВИРУСНЫХ ГЕПАТИТОВ

А  План

а Программа

Биологические свойства возбудителей кишечных ви​русных инфекций и вирусных гепатитов, их патогенность, экология, особенности инфекции и эпидемио​логия вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Демонстрация

Реакция преципитации в агаре (встречная диффузия в геле по Оухтерлони) для обнаружения HBs-антигена в сыворотке крови больного вирусным гепатитом В.

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а Задание студентам

Указать материал для исследования,

Учесть результаты выявления специфических HBs-антигенов в сыворотке крови больного с помощью РИГА.

Учесть результаты выявления специфических HBs-антигенов в сыворотке крови донора с помощью иммуноферментного метода.

Учесть результаты выявления анти-НВз-антител в сы​воротке крови больного с помощью РИГА. Оценить нарастание титра анти-НВз-антител в динамике забо​левания.

Учесть результаты выявления в сыворотке больного IgM против вируса гепатита А.

6. Дать краткую характеристику демонстрируемым диа​гностическим, профилактическим и лечебным пре​паратам.

а Методические указания

• Микробиологическая диагностика кишечных вирусных ин​фекций

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: испражнения.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусоскопическое исследование. Является одним из веду​щих методов диагностики кишечных вирусных инфекций. Зре​лые вирионы в испражнениях можно обнаружить с помощью метода электронной микроскопии.

Вирусологическое исследование. Применяют исключительно с целью диагностики эпидемий и вспышек кишечных вирус​ных инфекций. Для выделения реовирусов и ротавирусов из испражнений используют различные типы клеточных культур (HeLa, первичные культуры клеток почек обезьян и др.). Ин​дикацию осуществляют по ЦПД, которое развивается в течение 3 нед и характеризуется появлением внутрицитоплазматичес-ких включений и неспецифической дегенерацией клеток. Ве​дущим методом идентификации и типирования является ана​лиз фрагментов вирусной РНК методом электрофореза. Выде​ление чистой культуры вирусов ECHO — см. главу 9. Кишеч​ные коронавирусы, калицивирусы, астровирусы и аденовирусы не удается культивировать in vitro.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вирусов в испражнениях можно определить с помощью метода ИЭМ (антигены цельных вирионов) и чувствительных серологических реакций (латекс-агглютинации, ИФА, РИФ и др.).

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные НК в испражнениях можно обнаружить с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Серодиагностика при кишечных вирусных инфекциях малоинформативна и применяется преимуществен​но с целью ретроспективной диагностики и для оценки эпи​демиологической ситуации. Для определения противовирусных антител в крови пациента применяют различные серологичес​кие реакции (РИГА, ИФА, РИА и др.). Ретроспективную диа​гностику осуществляют методом парных сывороток. Диагнос​тическое значение имеет нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза. Выявление (методом ИФА) специфических противовирусных иммуноглобулинов класса М (IgM) свидетельствует об активной инфекции.

•
Микробиологическая диагностика вирусного гепатита А 

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, испражнения.
МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусоскопическое исследование. Зрелые вирионы в испраж​нениях можно обнаружить с помощью метода электронной микроскопии.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в испражне​ниях можно определить с помощью метода ИЭМ (антигены цельных вирионов) и чувствительных серологических реакций ИФА, РИА и др. В типичных случаях вирус гепатита А удается обнаружить в фекалиях за 10—14 дней до появления клини​ческих признаков заболевания. Вирус продолжает выделяться с испражнениями в течение 2—3 нед после начала желтухи.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные нуклеиновые кислоты в крови пациента на ранних сроках болезни обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зон​дов.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики вирусного гепатита А. Для определения противовирусных ан​тител в крови пациента применяют различные серологические реакции (РИГА, ИФА, РИА и др.). Серодиагностику осущест​вляют методом парных сывороток (диагностическое значение имеет нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза) или на основании выявления (методом ИФА) специфических противовирусных иммуноглобулинов класса М (IgM), свидетельствующих об активной инфекции. Последние присутствуют в сыворотке крови с первых дней заболевания и исчезают не ранее чем через 3—4 мес.

Для выявления IgM против вируса гепатита А используют различные варианты ИФА. Противовирусные IgM можно вы​явить следующим способом: на первом этапе на стенках лунок пластиковых планшетов адсорбируют антитела против челове​ческих IgM, на втором этапе в лунки вносят испытуемую сыворотку в различных разведениях. Фиксированные анти-IgM-антитела связывают все IgM сыворотки, в том числе и противовирусные антитела. Далее вносят стандартный антиген вируса гепатита А и меченые антитела против этого антигена. После инкубации и тщательного промывания буферным рас​твором с детергентами в лунки добавляют субстрат и хромоген. В положительном случае через несколько минут наблюдается появление окраски.

•
Микробиологическая диагностика вирусного гепатита В
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, биоптат печени.

	Период болезни                        HBs                HBc                HBe Аг       at             at             at       at

Инкубационный период               +       —            —            +       — Продромальный период               +       —       ± (IgM)        +       — Острый период                             +       —       + (IgM)        +       — Реконвалесценция: ранняя          —       —            +            —       ± поздняя        —       +        + (IgG)        —       + Хроническая активная форма      +       ±        + (IgG)        +        ± Хроническая бессимптомная       +       —            —            —       ± форма (носительство) 


чально на поверхности твердой фазы (полимера) адсорбируют ати-HBs-антитела из стандартной сыворотки. Обычно исполь​зуют лунки микротитрационных панелей. На втором этапе в отмытые лунки вносят исследуемую сыворотку крови больного. При наличии ДДу-антигена он связывается фиксированными на твердой фазе антителами. На третьем этапе добавляют анти-ЯЯ5-антитела, несущие ферментную метку. В качестве метки используют фермент пероксидазу. Для выявления связанных антигеном меченых антител в отмытые лунки добавляют суб​страт — пероксид водорода и хролюген — ортофенилендиамин, который окисляется в присутствии кислорода, вьщеляющегося при разложении пероксида водорода под воздействием фер​мента с образованием продуктов желто-коричневого цвета. Степень окраски отражает интенсивность связывания меченых антител, которая пропорциональна количеству HBs-антигена в исследуемой сыворотке.

Реакции РИГА, ИФА, РИА и другие могут быть использованы и для выявления Д#е-антигена в исследуемой сыворотке.

В биоптатах печени при активной форме инфекции можно выявить наличие НВс-антигена, ассоциированного с гепатоци-тами, методом ИФ.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные ДНК в крови пациента обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. На разных стадиях заболевания и при раз​ных формах инфекции (острой, хронической, вирусоноситель-стве) в крови присутствуют антитела к разным антигенам ви​руса гепатита В (HBs, HBc, НВё), что используют с целью диагностики (см. табл. 20.1.1). Для определения антител при​меняют различные серологические реакции: РИГА, ИФА, РИА и др. (см. выше).

Так, для выявления анти-Я5е-антител в исследуемой сыво​ротке необходим соответствующий эритроцитный диагности-кум — эритроциты, нагруженные стандартным Я#е-антигеном. Реакцию, как правило, ставят с парными сыворотками. В тесте ИФА на поверхности твердой фазы адсорбируют стандартный НВе-антиген, на втором этапе вносят исследуемую сыворотку в десятикратных разведениях, инкубируют, отмывают и добав​ляют меченую антиглобулиновую сыворотку.

Выявление антител к Ш?с-антигену свидетельствует об ак​тивной инфекции и является одним из методов контроля крови доноров. Определение анти-Я#с IgM является ведущим мето​дом дифференциальной диагностики острого и хронического активного вирусного гепатита В.

• Микробиологическая диагностика вирусного гепатита С МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь. 316

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики. Молекулярно-биологи-ческие исследования. Вирусную РНК в крови пациента обнаруживают с помощью ПЦР или методом ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики хронического вирусного гепатита С и контроля крови доноров. Противовирусные антитела в крови пациентов определяют с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА, РИА и др.) с рекомбинантным вирусным антигеном. Необходимо иметь в виду, что в остром периоде заболевания антитела в крови присутствуют в низком титре и часто в комплексе с антигеном, поэтому их выявление не всегда удается.

•
Микробиологическая диагностика вирусного гепатита D 

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.
МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие дельта-антигена в крови можно определить с помощью чувствительных серологических реак​ций ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ную НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики вирусного гепатита D и контроля крови доноров. Антитела к дельта-антигену в крови пациентов определяют с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА, РИА и др.).

•
Микробиологическая диагностика вирусного гепатита G
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования:

Иммунохимические исследования. Присутствие анти​генов вируса гепатита G в крови можно определить с помощью чувствительных серологических реакций ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ную НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики вирусного гепатита G и контроля крови доноров. Антитела к антигенам вируса гепатита G в крови пациентов определяют с помощью чувствительных серологических реакций (ИФА, РИА и др.).

•
Микробиологическая диагностика вирусного гепатита Е

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, испражнения, желчь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусоскопическое исследование. Зрелые вирионы в испраж​нениях и желчи можно обнаружить с помощью метода элек​тронной микроскопии.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические иссле​дования. Присутствие антигенов вируса в испражнениях мож​но определить с помощью метода ИЭМ (антигены цельных вирионов).

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русную НК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики вирусного гепатита Е. Противовирусные антитела в крови па​циентов определяют с помощью чувствительных серологичес​ких реакций (ИФА, РИА и др.). Серодиагностику осуществля​ют методом парных сывороток (диагностическое значение име​ет нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза) или на основании выявления (методом ИФА) специ​фических противовирусных иммуноглобулинов класса М (IgM), свидетельствующих об активной инфекции.

•
Микробиологическая диагностика желтой лихорадки
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь.
МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики. Молекулярно-биологи​ческие исследования. Вирусные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале можно обнаружить с помощью ПЦР.

Серодиагностика. Является ведущим методом диагностики желтой лихорадки. Противовирусные антитела в крови паци​ентов определяют с помощью чувствительных серологических реакций (РСК, РТГА, ИФА, РИА и др.). Серодиагностику осуществляют методом парных сывороток (диагностическое значение имеет нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза) или на основании выявления (методом ИФА) специфических противовирусных иммуноглобулинов класса М (IgM), свидетельствующих об активной инфекции.

•
Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Стандартный Я&-антиген. Применяют для серодиагностики вирусного гепатита В.

Иммуноглобулин нормальный человеческий. Получают из крови человека (донорской, плацентарной) путем фракциони​рования. Применяют для профилактики вирусного гепатита А при контакте (создание пассивного иммунитета).

Вакцина субъединичная против гепатита В. Получена генно-инженерным путем, содержит HBs-антиген вируса гепатита В. Применяют для создания активного иммунитета с целью профилактики вирусного гепатита В. Вводят парентерально контингентам риска.

Иммуноглобулин человеческий анти-Я1?К Получают путем фракционирования из крови доноров с высоким титром ан​тител к вирусу гепатита В. Применяют для профилактики вирусного гепатита В при контакте (создание пассивного иммунитета).

Вакцина живая ослабленная против желтой лихорадки. Со​держит авирулентный штамм вируса желтой лихорадки. При​меняют для профилактики желтой лихорадки (создание актив​ного иммунитета). Вводят контингентам риска.

Противовирусные препараты: интерферон человеческий лейко​цитарный; интерферон рекомбинантный. Применяют для лече​ния вирусного гепатита С.

Глава 21

ВИРУСЫ, ПОРАЖАЮЩИЕ КОЖУ, СЛИЗИСТЫЕ ОБОЛОЧКИ, ЖЕЛЕЗИСТЫЕ И ЛИМФОИДНЫЕ ТКАНИ

Вирусы, представленные в данном разделе, объединены на основании общего тропизма к эпителиальным клеткам кожи, слизистых оболочек, железистому эпителию, а также лимфо-идной ткани. Они относятся к разным семействам ДНК- и РНК-содержащих вирусов, патогенных для человека (табл. 21.1). Наиболее типичными для них являются контактный и воздуш​но-капельный механизмы передачи. Входными воротами для многих из них служат респираторный (слизистая оболочка носоглотки), реже урогенитальный тракт. Большинство вызы​вают генерализованную инфекцию с периодом первичной ви-русемии, предшествующим достижению возбудителем клеток-мишеней и развитию клинических проявлений заболевания. Вирусемия определяет также возможность внутриутробного за​ражения плода при беременности.

Для многих представителей данной группы характерна спо​собность к персистенции в организме в латентной форме. Такие вирусы (в частности, герпесвирусы) являются возбуди​телями хронических (пожизненных) инфекций с периодичес-

	Название вируса                              Вызываемые заболевания

РНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Paramyxoviridae РОД Paramyxovirus вирус паротита                           Паротит эпидемический (см. также главу 19) РОД Morbillivirus вирус кори                                  Корь (см. также главу 19)

СЕМЕЙСТВО Togaviridae
РОД Rubivirus вирус краснухи                           Краснуха, врожденные уродст​ва плода (см. также главу 19)

СЕМЕЙСТВО Picornaviridae
РОД Aphtovirus вирус ящура                                Ящур

ДНК-вирусы

СЕМЕЙСТВО Poxviridae
РОД Orthopoxvirus вирус натуральной оспы            Натуральная оспа вирус оспы обезьян                    Оспа обезьян РОД Molluscipoxvirus вирус контагиозного моллюска   Контагиозный моллюск

СЕМЕЙСТВО Herpesviridae ПОДСЕМЕЙСТВО Alphaherpesvirinae
РОД Simplexvirus вирус простого герпеса 1-го      Гингивостоматит, фарингит, типа (HSV-1) [герпесвирус че-  тонзиллит, трахеобронхит; эзо-ловека 1-го типа]                       фагит, кератоконъюнктивит; герпетическая экзема (преиму​щественно HSV-1) вирус простого герпеса 2-го      Генитальный герпес, проктит типа (HSV-T) [герпесвирус че-   (преимущественно HSV-2) ловека 2-го типа]                        Менингит, энцефалит; висце​ральный герпес. Системные инфекции плода и новорож​денных (см. также главу 19) РОД  Varicellovirus вирус ветряной оспы и опоя-    Ветряная оспа у детей. Опоя​сывающего лишая (VZV) [гер-   сывающий лишай у взрослых, песвирус человека 4-го типа]     энцефалит; висцеральный гер​пес при иммунодефицитах. Системные инфекции плода (см. также главу 19) 


	Название вируса                             Вызываемые заболевания

ПОДСЕМЕЙСТВО Betaherpesvirinae РОД Cytomegalovirus цитомегаловирус (CMV) [гер-    Системные инфекции плода, песвирус человека 5-го типа]    Атипичный инфекционный мононуклеоз Системные инфекции, энцефа​лит, ретинит, эзофагит, колит при иммунодефиците (см. так​же главу 22) РОД Roseolovirus герпесвирус человека 6-го ти-   Внезапная экзантема (roseola па (HffV-6)                                 infantum, erythema subitum) герпесвирус человека 7-го ти​па (HHV-7)

ПОДСЕМЕЙСТВО Gammaherpesvirinae вирус Эпштейна— Барр (EBV}    Инфекционный мононуклеоз; [герпесвирус человека 3-го типа]   неоплазии (см. также главу 22)

СЕМЕЙСТВО Adenoviridae аденовирусы серотипы 1—39     Конъюнктивиты; гепатиты и другие системные инфекции при иммунодефицитах; ОРВИ, пневмонии, отиты; гастроэнте​рит и диарея (см. также главы 18, 20)

СЕМЕЙСТВО Parvoviridae РОД Erythrovirus парвовирус серотипа В- 19          Инфекционная эритема Чамера Апластический криз при хро​нической анемии

СЕМЕЙСТВО Papovaviridae РОД Polyomaviws вирус ВК                                  Поражения почек (см. также главу 22) 


оболочках (энантемы), причем материал из высыпных элемен​тов содержит значительные количества возбудителя и исполь​зуется для его лабораторного выявления.

Так называемые детские инфекции (паротит, корь, красну​ха, ветряная оспа) имеют характерные клинические проявле​ния, которые являются основой диагностики. Лабораторную диагностику этих инфекций проводят только в случаях атипич​ного течения заболевания или при тяжелых формах, угрожаю​щих жизни пациента.

Натуральная оспа относится к числу ООИ (уровень биоло​гической опасности IV). Диагностика осуществляется в специ​ализированных лабораториях (см. главу 11).

Тема 21.1. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ВИРУСНЫХ ПОРАЖЕНИЙ КОЖИ, СЛИЗИСТЫХ ОБОЛОЧЕК, ЛИМФОИДНОЙ И ЖЕЛЕЗИСТЫХ ТКАНЕЙ

План

Программа

Биологические свойства возбудителей вирусных ин​фекций кожных покровов и желез, их патогенность, экология, особенность инфекций и эпидемиология вызываемых заболеваний.

Микробиологическая диагностика.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

Демонстрация

Культура фибробластов человека, зараженных виру​сом простого герпеса (окраска по методу Романовско​го— Гимзы).

Вирус простого герпеса 2-го типа в клетках цилинд​рического эпителия мочеиспускательного канала (ок​раска по методу Романовского—Гимзы).

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

А Задания студентам

Указать материал для исследования при подозрении на вирусную инфекцию кожных покровов и желез.

Ознакомиться с бланками-направлениями на исследо​вание материала в вирусологическую лабораторию.

Ознакомиться с диагностическими и лечебно-профилактическими препаратами, указать механизм действия.

Методические указания

• Микробиологическая диагностика эпидемического паротита

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: смывы из носоглотки (первые дни болезни), слюна, отделяемое из области околоушного (стенонова) протока, кровь, моча, спинномозговая жид​кость (при менингите), биоптат пораженных органов.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусоскопическое исследование. Вирусы в исследуемом ма​териале (слюне, отделяемом околоушного протока, моче, спин​номозговой жидкости) могут быть обнаружены методом элек​тронной микроскопии. Необходимо помнить, что метод обла​дает сравнительно низкой чувствительностью и не позволяет дифференцировать между собой разных представителей семей​ства Paramyxoviridae.

Вирусологическое исследование. Выделение чистой культуры вируса из исследуемого материала является ведущим методом диагностики эпидемического паротита. Вирус паротита легко удается культивировать в клеточных культурах приматов, а также в куриных эмбрионах. Наиболее часто для выделения вируса используют первичные культуры клеток почки макаки-резус. Индикацию вируса производят по характерному ЦПД (появление гигантских многоядерных клеток), которое обычно развивается в течение 1-й недели, а также на основании реак​ции гемадсорбции, которая становится положительной в более ранние сроки — до появления ЦПД. Для идентификации ис​пользуют методы ИФ, РТГА, РСК, РН и др., позволяющие обнаружить вирусные антигены в клетках зараженной куль​туры.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в клетках но​соглоточных смывов, секрета околоушного протока, осадка мочи, спинномозговой жидкости может быть выявлено мето​дом ИФ. Присутствие вирусных белков (антигенов) в исследу​емом материале может быть выявлено с помощью чувствитель​ных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные НК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Обнаружение специфических противови​русных антител в крови используется для подтверждения диа​гноза эпидемического паротита. Наличие антител в крови оп​ределяют с помощью различных серологических реакций, включая РТГА, РСК, ИФА, непрямой ИФ и др. Серодиагнос​тику осуществляют методом парных сывороток (диагностичес​кое значение имеет нарастание титра антител в поздней сыво​ротке не менее чем в 4 раза) или на основании выявления методом ИФА специфических противовирусных иммуноглобу​линов класса М (IgM), свидетельствующих об активной инфек​ции.

В различные периоды заболевания в крови пациентов появляются антитела к разным антигенам вируса паротита. В на​чале болезни присутствуют преимущественно антитела к S-антигену нуклеопротеида, которые можно выявить в РСК. Титр этих антител постепенно снижается к концу заболевания. Через 2—3 нед появляются антитела к V-антигену (гемагглю-тинин суперкапсида), которые выявляют в РТГА. Вируснейт-рализующие антитела, определяемые в РН, присутствуют в период реконвалесценции, а также в крови вакцинированных лиц.

• Микробиологическая диагностика кори

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, отделяемое, смывы из носоглотки, конъюнктивы, моча; спинномозговая жидкость, биоптат тканей ЦНС (при поражении ЦНС).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Исследуемый материал (смы​вы из носоглотки, конъюнктивы, мочу, спинномозговую жид​кость) центрифугируют, из осадка, содержащего слущенные клетки, готовят мазки и окрашивают по методу Романовско​го— Гимзы. В положительном случае удается обнаружить при​знаки ЦПД — гигантские многоядерные клетки, часто содер​жащие внутрицитоплазматические включения. На поздних ста​диях заболевания типично появление внутриядерных включе​ний. Метод обладает низкой чувствительностью и специфич​ностью.

Вирусологическое исследование. Вирус кори с трудом удается культивировать in vitro, поэтому выделение чистой культуры возбудителя из исследуемого материала редко применяют с диагностической целью. Для заражения используют первичные культуры эмбриональных клеток почки человека или обезьян. Признаки ЦПД (см. выше) появляются не ранее чем через 2 нед. Ведущим методом идентификации выделенного вируса являет​ся реакция ИФ с противокоревыми флюоресцирующими анти​телами, позволяющая обнаружить вирусные антигены в клет​ках зараженной культуры.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вируса в клетках иссле​дуемого материала (носоглоточных смывах, осадке мочи, спин​номозговой жидкости) выявляют методом ИФ. В положитель​ном случае в цитоплазме зараженных клеток, обработанных противокоревыми флюоресцирующими антителами, наблюда​ется специфическое свечение в виде мелкой зернистости или крупных флюоресцирующих телец. Присутствие вирусных бел​ков (антигенов) в исследуемом материале может быть выявлено с помощью чувствительных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Наличие противокоревых антител в крови и спинномозговой жидкости определяют с помощью различ​ных серологических реакций, включая РТГА, РСК, ИФА, не​прямой ИФ и др. Последние 2 являются наиболее чувствитель​ными. Серодиагностику осуществляют методом парных сыво​роток. Нарастание титра антител в поздней сыворотке не менее чем в 4 раза позволяет подтвердить диагноз. В первые дни болезни в крови определяют наличие специфических противо​вирусных иммуноглобулинов класса М (IgM) с помощью ИФА. Присутствие последних свидетельствует об активной инфек​ции. Серодиагностику применяют также для оценки эффек​тивности иммунизации.

• Микробиологическая диагностика краснухи

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь; мазки, отде​ляемое, смывы из носоглотки и конъюнктивы, моча, испраж​нения, синовиальная жидкость, грудное молоко, отделяемое матки, спинномозговая жидкость (при поражении ЦНС).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусологическое исследование. Вирус краснухи плохо реп​родуцируется in vitro и не оказывает видимого ЦПД, поэтому выделение чистой культуры возбудителя из исследуемого ма​териала редко применяют с диагностической целью. Основным показанием является внутриутробная инфекция плода. Для за​ражения используют первичные культуры клеток почки афри​канской зеленой мартышки. О присутствии вируса судят по его способности подавлять ЦПД вируса ЕСНО-11 вследствие интерференции.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вируса в клетках иссле​дуемого материала (мазках из носоглотки, осадке мочи и др.) выявляют методом ИФ. В положительном случае в цитоплазме зараженных клеток, обработанных противокраснушными флю​оресцирующими антителами, наблюдается специфическое све​чение. Присутствие вирусных белков (антигенов) в исследуе​мом материале может быть выявлено с помощью чувствитель​ных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обнару​живают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является оптимальным методом лабора​торной диагностики краснухи. Диагноз ставят на основании выявления (методом ИФА) специфических противовирусных

иммуноглобулинов класса М (IgM), свидетельствующих об ак​тивной инфекции. Присутствие последних в крови новорож​денных является показателем внутриутробного заражения. Че​тырехкратное нарастание титра специфических антител, выяв​ляемое методом парных сывороток, позволяет подтвердить не​давно перенесенное заболевание. Наличие противокраснуш-ных антител в крови и спинномозговой жидкости определя​ют с помощью различных серологических реакций, включая РТГА, РСК, ИФА, непрямой ИФ и др. Серодиагностику при​меняют также для оценки активности специфического им​мунитета при беременности.

•
Микробиологическая диагностика ящура

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое из вы​сыпных элементов (афт), мазки, соскобы с пораженных участ​ков кожи и слизистых оболочек.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Биопроба. Материал вводят морским свинкам.

Серодиагностика. Для подтверждения клинического диагно​за применяют метод парных сывороток. Антитела выявляют в РСК, РТГА.

•
Микробиологическая диагностика натуральной оспы

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое из вы​сыпных элементов (везикул, пустул), мазки, соскобы, биоптаты из пораженных участков кожи и слизистых оболочек полости рта, кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. В препаратах из исследуемого материала (мазки, соскобы, биоптаты) в положительном случае удается обнаружить признаки ЦПД вируса: наличие базофиль-ных включений (телец Гварниери), имеющих округлую или серповидную форму и располагающихся в околоядерной зоне цитоплазмы.

Вирусоскопическое исследование. Вирусы в исследуемом ма​териале (отделяемом высыпных элементов, мазках, соскобах, биоптатах) могут быть обнаружены методом электронной мик​роскопии. Методом негативного контрастирования в препаратах выявляют крупные (до 300 нм) вирионы овальной или прямо​угольной формы, покрытые внешней оболочкой. На поверхности вирусной частицы отчетливо видны непараллельно расположен​ные микротубулы. Необходимо помнить, что метод не позволяет дифференцировать вирус натуральной оспы от других предста​вителей рода (вирус коровьей оспы, оспы обезьян и др.).

Вирусологическое исследование. Для выделения чистой куль​туры вируса натуральной оспы из исследуемого материала применяют различные типы однослойных клеточных культур при​матов (Vero, эмбриональные диплоидные клетки человека, пер​вичные культуры клеток почки обезьян и др.), а также куриные эмбрионы. Индикацию вируса производят по ЦПД, которое обычно развивается на 2—3-й день. Характерно появление очагов избыточного роста клеток, приводящего к образованию бляшек диаметром 1—3 мм, изменение формы (округление) клеток с последующей дегенерацией и слущиванием монослоя. В зараженных клетках выявляются характерные включения (см. выше). Для индикации применяют также реакцию гемад-сорбции. При заражении куриных эмбрионов материал нано​сят на поверхность хорион-аллантоисной оболочки. В положи​тельном случае через 72 ч наблюдается появление характерных беловатых непрозрачных выпуклых бляшек (оспин), имеющих диаметр 1 мм, правильную округлую форму, ровные края и гладкую поверхность, без кровоизлияний. Для идентификации используют методы ИФ, РТГА, ИФА, РИА, РН и др., позво​ляющие обнаружить вирусные антигены в зараженной куль​туре.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в клетках маз​ков, соскобов, биоптатов может быть выявлено методом ИФ. Присутствие вирусных белков (антигенов) в исследуемом ма​териале может быть выявлено с помощью чувствительных се​рологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные НК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Обнаружение специфических противови​русных антител в крови используется для подтверждения диа​гноза натуральной оспы. Наличие антител в крови определяют с помощью различных серологических реакций, включая РТГА, РН, ИФА, РИА и др. Необходимо иметь в виду, что методы серодиагностики не позволяют дифференцировать вирус нату​ральной оспы от других представителей рода (вирус коровьей оспы, оспы обезьян и др.) по причине их антигенного сходства.

• Микробиологическая диагностика оспы обезьян

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: отделяемое из вы​сыпных элементов (везикул, пустул), мазки, соскобы, биоптаты из пораженных участков кожи и слизистых оболочек полости рта, кровь.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Лабораторная диагностика оспы обезьян проводится анало​гично диагностике натуральной оспы (см. выше). Главным методом, позволяющим дифференцировать возбудителей, является вирусологическое исследование. Основой является ха​рактер ЦПД: типично образование бляшек более крупных раз​меров (2—6 мм), наличие цитоплазматических мостиков между зараженными клетками, присутствие особых эозинофильных включений в цитоплазме, представляющих собой скопления вирусных белков, быстрая дегенерация клеточного пласта.

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: биоптаты из пора​женных участков кожи.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Гистологическое исследование. В гистологических препара​тах из исследуемого материала в положительном случае удается обнаружить признаки ЦПД вируса: наличие характерных эо​зинофильных включений (телец моллюска) в цитоплазме эпи​телиальных клеток.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Вирусные НК в исследуе​мом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

• Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных ви​русами простого герпеса 1-го и 2-го типов (HSV-l, HSV-2)

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: материал из высып​ных элементов (соскоб со дна везикулы или язвы, отделяемое), мазки, смывы, отделяемое с пораженных слизистых оболочек, конъюнктивы; спинномозговая жидкость (при поражениях ЦНС); кровь, моча (при висцеральной и генерализованной формах).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Мазки из исследуемого мате​риала окрашивают по методу Романовского—Гимзы. В поло​жительном случае удается обнаружить признаки ЦПД в эпи​телиальных клетках — наличие гигантских многоядерных кле​ток, вакуолизация цитоплазмы, изменения ядра — увеличение и слияние ядер между собой, фрагментация и агрегация хро​матина, уплотнение кариолеммы, часто присутствуют внутри​ядерные включения (тельца Каудри). Метод обладает сравни​тельно низкой специфичностью и используется как ориенти​ровочный.

Вирусологическое исследование. Выделение чистой культуры вируса из исследуемого материала является ведущим методом диагностики герпетической инфекции. Вирусы простого гер​песа легко удается культивировать в клеточных культурах при​матов (HeLa, эмбриональные фибробласты человека, клетки почек кролика и др.), а также в куриных эмбрионах. Индикацию вируса производят по характерному ЦПД (см. выше), которое обычно развивается на 1—3-й день и впоследствии приводит к дегенерации и слущиванию монослоя. Для иден​тификации используют реакции ИФ, ИФА и др., позволяющие обнаружить вирусные антигены в клетках зараженной культу​ры. Основным методом, дающим возможность дифференциро​вать вирусы простого герпеса 1-го и 2-го типа между собой, является рестрикционный анализ ДНК-фрагментов генома, а также ПЦР и метод ДНК-зондов.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические и биохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в клетках мазков, соскобов, биоптатов может быть выявлено методом ИФ. Присутствие вирусных белков (анти​генов) в исследуемом материале может быть выявлено с помо​щью чувствительных серологических реакций: ИФА, РИА и др. Присутствие вирусспецифических ферментов (тимидин-кина-зы и др.) в исследуемом материале может быть выявлено с помощью соответствующих биохимических реакций.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные НК в исследуемом материале обнаруживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является информативной только при первичной герпетической инфекции, поскольку даже суще​ственное нарастание титра антител в крови не всегда сопро​вождается развитием рецидива заболевания. Метод применя​ют преимущественно для эпидемиологического анализа. Ис​ключение составляют случаи герпетического энцефалита, когда высокие титры противовирусных антител в спинномозговой жидкости являются косвенным признаком инфекции ЦНС. Наличие антител в крови и спинномозговой жидкости (при поражениях ЦНС) определяют с помощью различных сероло​гических реакций, включая РСК, РН, ИФА, РИА, непрямой ИФ и др.

• Микробиологическая диагностика ветряной оспы и опоясы​вающего лишая

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: материал из высып​ных элементов (соскоб со дна везикулы или язвы, отделяемое), мазки, смывы из носоглотки; спинномозговая жидкость (при поражениях ЦНС).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Мазки из исследуемого мате​риала окрашивают по методу Романовского—Гимзы. В поло​жительном случае удается обнаружить признаки ЦПД в эпи​телиальных клетках, аналогичные ЦПД вирусов простого герпеса (см. выше). Метод обладает сравнительно низкой специ​фичностью и используется как ориентировочный.

Вирусологическое исследование. Выделение чистой культуры вируса из исследуемого материала применяется редко, что оп​ределяется его нестабильностью (легко инактивируется при транспортировке) и низкой скоростью репродукции in vitro. Вирус удается культивировать в культурах эмбриональных фиб-робластов человека. Признаки ЦПД появляются не ранее чем через 10 дней и сходны с ЦПД вирусов простого герпеса (см. выше). Для идентификации используют реакции ИФ, ИФА и др., позволяющие обнаружить вирусные антигены в заражен​ной культуре, а также ПЦР и метод ДНК-зондов.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вируса в клетках мазков, соскобов, биоптатов может быть выявлено методом ИФ. При​сутствие вирусных белков (антигенов) в исследуемом материа​ле может быть выявлено с помощью чувствительных сероло​гических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обнару​живают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Антитела в крови обычно присутствуют в низком титре. Для их выявления применяют чувствительные серологические реакции, в первую очередь ИФА. Диагноз ста​вят на основании выявления специфических противовирусных иммуноглобулинов класса М (IgM), свидетельствующих об ак​тивной инфекции. Присутствие последних в крови новорож​денных является показателем внутриутробного заражения. Че​тырехкратное нарастание титра специфических антител, выяв​ляемое методом парных сывороток, свидетельствует о рецидиве (опоясывающем лишае).

• Микробиологическая диагностика цитомегаловирусной ин​фекции

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, моча, слюна и другие секреты, испражнения, мокрота, биоптат пораженного органа; спинномозговая жидкость (при поражениях ЦНС).

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. Мазки из исследуемого мате​риала окрашивают по методу Романовского—Гимзы, Папани-колау или гематоксилин-эозином. В положительном случае удается обнаружить признаки ЦПД — присутствие увеличен​ных "цитомегалических клеток", имеющих гигантские размеры (до 30 мм), содержащих плотное базофильное внутриядерное включение ("совиный глаз").

Вирусологическое исследование. Выделение чистой культуры
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вируса из исследуемого материала является ведущим методом диагностики цитомегаловирусной инфекции. Вирус удается культивировать в культурах диплоидных эмбриональных фиб-робластов человека. При низком содержании возбудителя в материале признаки ЦПД (см. выше) могут появляться только через 4—6 нед. Поэтому для заражения обычно применяют метод "амплификации в культуре": исследуемый материал центрифугируют совместно с клетками культуры. При этом вирусные частицы оседают на поверхность клеточных мем​бран, и заражение происходит более эффективно. На 3-й день после заражения в клетках культуры определяют присутствие сверхранних и ранних вирусных антигенов методом ИФ. Для идентификации используют также ПЦР и метод ДНК-зондов.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса в клетках ис​следуемого материала может быть выявлено методом ИФ. При​сутствие вирусных белков (антигенов) в исследуемом материа​ле может быть выявлено с помощью чувствительных сероло​гических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обна​руживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Является информативной только при пер​вичной цитомегаловирусной инфекции, поскольку даже суще​ственное нарастание титра антител в крови не всегда сопро​вождается развитием рецидива заболевания.

•
Микробиологическая диагностика внезапной экзантемы

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, слюна.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие белков (антигенов) вирусов-возбудителей (HHV-6, HHV-1) в исследуемом материале может быть выявлено с помощью чувствительных серологических ре​акций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обна​руживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Наличие специфических противовирусных IgM, выявляемых методом ИФА, свидетельствует об активной инфекции.

•
Микробиологическая диагностика инфекционного мононуклеоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, слюна.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. В мазках крови при инфекци​онном мононуклеозе обнаруживают атипичные лимфоциты (не менее 10 %), которые являются наиболее ранними маркерами этой инфекции. Атипичные лимфоциты могут присутствовать в крови и при других заболеваниях, но в значительно меньшем количестве.

Вирусологическое исследование. Применяют редко в связи со сложностью культивирования. Чистую культуру вируса Эпш-тейна—Барр выделяют из исследуемого материала путем зара​жения первичных культур В-лимфоцитов, полученных из пу​почного канатика. С целью идентификации в клетках культуры определяют присутствие вирусспецифических антигенов мето​дом ИФ. Для идентификации используют также рестрикцион-ный анализ, ПЦР и метод ДНК-зондов.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. Присутствие антигенов вируса Эпштейна— Барр в клетках крови может быть выявлено методом ИФ.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обна​руживают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Для инфекционного мононуклеоза харак​терно появление "гетерофильных" антител. Наиболее часто с диагностической целью определяют наличие антител к антиге​нам бычьих и бараньих эритроцитов (диагностический титр в РА 1:64). Для выявления противовирусных антител к антигенам капсида (УСА) и неструктурным раннему (ЕЛ) и ядерному (EBNA) антигенам применяют чувствительные серологические реакции, в первую очередь ИФА. Для острой инфекции харак​терно наличие антител к VCA (IgM). Антитела к EBNA свиде​тельствуют о перенесенной и хронической латентной инфек​ции. В период реактивации вируса в крови присутствуют анти​тела всех трех типов.

• Микробиологическая диагностика аденовирусной инфекции

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, моча, мазки или смывы с конъюнктивы, носоглотки, мокрота, желчь, био-птат пораженного органа.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование (см. главу 18).

Вирусологическое исследование. Для выделения чистой куль​туры вируса из исследуемого материала применяют клеточные культуры эпителиального происхождения (первичные культуры эмбриональных клеток почки человека, перевиваемые линии HeLa, НЕр-2 и др.). Индикацию вируса производят по ЦПД, которое развивается в среднем через 6 дней и проявляется образованием внутриядерных включений и дегенерацией зара​женных клеток. Для идентификации и типирования использу​ют реакции ИФ, ИФА и др., позволяющие обнаружить вирус​ные антигены в зараженной культуре, а также ПЦР и метод ДНК-зондов. Необходимо помнить, что аденовирусы способны к бессимптомной персистенции в организме, поэтому диагнос​тическое значение имеет присутствие вируса только в материа​ле из пораженного органа.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вируса в клетках иссле​дуемого материала может быть выявлено методом ИФ. При​сутствие вирусных белков (антигенов) в исследуемом матери​але может быть выявлено с помощью чувствительных сероло​гических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные нуклеиновые кислоты в исследуемом материале обнару​живают с помощью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Наличие типоспецифических противоаде-новирусных антител в крови определяют с помощью различных серологических реакций, включая РСК, РТГА, РН, ИФА и др. Серодиагностику осуществляют методом парных сывороток и применяют преимущественно для ретроспективного подтверж​дения диагноза. Диагностическое значение имеет нарастание титра специфических противовирусных антител в поздней сы​воротке не менее чем в 4 раза.

• Микробиологическая диагностика парвовирусной инфекции

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, носоглоточ​ные смывы.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические ис​следования. Присутствие антигенов вирусных частиц в ис​следуемом материале может быть выявлено методом ИЭМ (см. главу 11). Присутствие вирусных белков (антигенов) в иссле​дуемом материале может быть выявлено с помощью чувстви​тельных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Ви​русную ДНК в исследуемом материале обнаруживают с помо​щью ПЦР или метода ДНК-зондов.

Серодиагностика. Наличие специфических противовирусных IgM, выявляемых методом ИФА, свидетельствует об активной инфекции.

•
Микробиологическая диагностика инфекции, вызванной ви​
русом ВК

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, моча.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологическое исследование. В осадке мочи присутствуют измененные клетки с признаками ЦПД (увеличение клеток, наличие одиночных базофильных внутриядерных включе​ний).

Вирусоскопическое исследование. Зрелые вирусные частицы в моче и в зараженных клетках могут быть обнаружены мето​дом электронной микроскопии.

Вирусологическое исследование. Выделение BKV из крови и мочи осуществляют путем заражения клеточных культур чело​веческого и животного происхождения.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования .Иммунохимические ис​следования. Присутствие вирусных белков (антигенов) в ис​следуемом материале может быть выявлено с помощью чувст​вительных серологических реакций: ИФА, РИА и др.

Молекулярно-биологические исследования. Вирус​ные ДНК в зараженных клетках обнаруживают методом ДНК-зондов (ДНК-гибридизации in situ), ПЦР.

Серодиагностика. Обнаружение антител к вирусным белкам является малоинформативным, поскольку антитела присутст​вуют также у здоровых вирусоносителей.

•
Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Живая ослабленная паротитная вакцина. Содержит аттенуи-рованный штамм вируса паротита. Применяют для специфи​ческой профилактики эпидемического паротита. Вводят парен​терально детям в возрасте 12—15 мес.

Живая ослабленная коревая вакцина. Содержит аттенуиро-ванный штамм вируса кори. Применяют для специфической профилактики кори. Вводят парентерально детям в возрасте 12—15 мес.

Иммуноглобулин человеческий противокоревой. Получают из крови серопозитивных здоровых доноров. Применяют для со​здания пассивного иммунитета с целью экстренной профи​лактики кори при контакте.

Живая ослабленная краснушная вакцина. Содержит аттенуи-рованный штамм вируса краснухи. Применяют для специфи​ческой профилактики краснухи. Вводят парентерально детям в возрасте 12—15 мес.

Иммуноглобулин нормальный человеческий. Получают путем фракционирования крови здоровых доноров. Неспецифичес​кий препарат, содержащий антитела различной специфичности. Применяют для создания пассивного иммунитета с целью экстренной профилактики паротита, кори, краснухи при кон​такте.

Вакцина ящура. Применяют для специфической профилак​тики ящура у сельскохозяйственных животных.

Осповакцина. Содержит вирус осповакцины. Применяют для специфической профилактики натуральной оспы. С 1980 г. обязательная вакцинация отменена.

Живая ослабленная пероральная аденовирусная вакцина. Со​держит аттенуированные штаммы аденовирусов серотипов 4 и 7. Применяют в ряде стран для специфической профилактики аденовирусной пневмонии у новобранцев.

Инактивированная культуральная вакцина против вирусов простого герпеса. Применяют для специфической профилакти​ки рецидивов простого герпеса.

Живая ослабленная вакцина против ветряной оспы. Содержит аттенуированный штамм вируса ветряной оспы/опоясывающе​го лишая. Применяют в ряде стран для специфической про​филактики ветряной оспы.

Иммуноглобулин человеческий против ветряной оспы. Полу​чают из крови серопозитивных здоровых доноров. Применяют для создания пассивного иммунитета с целью экстренной про​филактики ветряной оспы при контакте.

Противовирусные препараты. Интерферон человеческий лей​коцитарный; интерферон рекомбинантный; неовир и другие индукторы интерферона. Применяют для создания пассивно​го иммунитета с целью экстренной профилактики рецидивов и лечения герпесвирусных инфекций.

Ацикловир и его производные, цидофовир, аденозин-ара-бинозид, трифлюридин, ганцикловир, тромантадин, фоскар-нет. Применяют для профилактики рецидивов и лечения гер​песвирусных инфекций.

Глава  22

ОНКОГЕННЫЕ ВИРУСЫ И ВИРУСЫ ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА (ВИЧ)

Онкогенные вирусы представляют собой группу неродствен​ных вирусов (табл. 22.1), способных вызывать персистирующую инфекцию в клетках организма человека, приводящую к их трансформации (иммортализации). Трансформированные клетки приобретают новые свойства — высокую скорость размножения, способность к бесконтрольному неограниченному делению, ут​рачивают чувствительность к сигналам, ингибирующим размно​жение, включая контактное ингибирование. Происходит измене​ние их морфологии и метаболизма. Появление трансформиро-

	\**« A/

Название вируса                               Вызываемые заболевания

СЕМЕЙСТВО Papovaviridae
РОД Papillomavirus НРУ-16, ЯРК-18 и др.                Доброкачественные папилломы различных локализаций, опу​холи кожи и слизистых оболо​чек верхних дыхательных пу​тей, гениталий (рак шейки матки) РОД Poliomavirus вирус ВК (BKV)                           Поражения почек (см. также главу 21) вирус JC (JCV)                           Мультифокальная прогресси​рующая лейкоэнцефалопатия (см. также главу 19)

СЕМЕЙСТВО Herpesviridae ПОДСЕМЕЙСТВО Gammaherpesvirinae РОД Lymphocryptovims вирус Эпштейна— Барр (EBV)    Т-клеточные лейкозы/лимфо-мы, эндемическая лимфома Беркитта, карцинома носоглотк РОД Rhadinovirus герпесвирус человека 8-го типа  Саркома Капоши (ЯЯК-8)

СЕМЕЙСТВО Hepadnaviridae вирус гепатита В (HBV)             Гепатоцеллюлярная карцинома

СЕМЕЙСТВО Retroviridae
РОД Deltaretrovirus Т-лимфотропные вирусы че-     Острый Т-клеточный лимфо-ловека типов 1, 2, 5 (HTLV-1,   цитарный лейкоз/лимфома, HTLV-2, HTLV-5)                       тропический спастический паралич (см. также главу 19) РОД Lentivirus вирусы иммунодефицита че-     ВИЧ-инфекция/Синдром при-ловека (ВИЧ) 1-го, 2-го типа    обретенного иммунодефицита (Я/К-1, HIV-2)                           (ВИЧ/СПИД) 


зистых оболочек, преимущественно респираторного и гени-тального тракта. HPVявляются возбудителями доброкачествен​ных разрастаний — папиллом (бородавок) ладоней и ступней (чаще HPVтипов 1, 2, 3, 4), ротовой полости и гортани (чаще HPV6 и 11-го типов), наружных половых органов — candyloma acuminatum (HPV 6, 11, 42—44-го типов). С ЯРК-инфекцией также связывают развитие ряда злокачественных новообразо​ваний: плоскоклеточного рака кожи, кератокарциномы, мела-номы — в клетках этих опухолей в некоторых случаях удается обнаружить HPV типов 37, 38, 41 и 48, интраэпителиальные неоплазии генитального тракта (шейки матки, вульвы, полово​го члена) ассоциированы преимущественно с HPV типов 6, 11, 16 и 18. Наиболее высоко онкогенными являются HPV типов 16 и 18. Эти вирусы в 90—100 % случаев обнаруживаются в опухолевых клетках при карциноме шейки матки и выявляются при раке прямой кишки и карциноме носоглотки и гортани.

Полиомавирусы вызывают опухоли у лабораторных живот​ных. У человека представители этого рода — вирусы ВК (BKV) и JC (JCV) — вызывают пожизненную бессимптомную латент​ную персистирующую инфекцию. Заболевания развиваются только на фоне иммунодефицита. BKV является возбудителем геморрагического цистита (см. главу 21). JCV вызывает разви​тие медленной инфекции — мультифокальной лейкоэнцефало-патии (см. главу 19).

Вирус Эпштейна—Барр является возбудителем инфекцион​ного мононуклеоза (см. главу 21) и вызывает пожизненную бессимптомную латентную инфекцию, персистируя в незрелых В-лимфоцитах. Латентная инфекция сопровождается транс​формацией В-лимфоцитов. При недостаточном защитном кле​точном иммунитете бесконтрольная пролиферация трансфор​мированных В-лимфоцитов может привести к развитию зло​качественной опухоли — лимфомы. Специальная лабораторная диагностика не проводится.
Герпесвирус человека 8-го типа (HHV-8) вызывает пожиз​ненную бессимптомную латентную инфекцию. С его реак​тивацией на фоне иммунодефицита (СПИД, возраст старше 60 лет) связывают развитие сосудистой опухоли — ангиосар-комы Капоши. Специальная лабораторная диагностика не проводится.

Вирус гепатита В является возбудителем вирусного гепатита В (см. главу 20). В случае хронической активной формы забо​левания через 10—35 лет может развиться первичный рак пе​чени. Более чем в 80 % случаев в опухолевых клетках обнару​живают дефектные провирусы. Специальная лабораторная диа​гностика не проводится.

Среди онкогенных ретровирусов связь с опухолями человека установлена только для Т-лимфотропного вируса человека 1-го типа — HTL V-1. Вирус вызывает пожизненную бессимптомную латентную инфекцию, персистируя в Т-лимфоцитах хелперах (CD4+). Заболевания — острый Т-клеточный лимфоцитарный лейкоз/лимфома или тропический спастический паралич — развивается менее чем в 5 % случаев и имеет длительный инкубационный период.

Вирусы иммунодефицита человека 1-го и 2-го типа (ВИЧ-1 и ВИЧ-2) являются возбудителями медленной инфекции с длительным инкубационным (латентным) периодом от 3 до 10 лет и более. Первичная инфекция может протекать бес​симптомно или с неспецифическими гриппоподобными про​явлениями. После длительного латентного периода у ВИЧ-ин​фицированных лиц развивается синдром приобретенного им​мунодефицита (СПИД), который характеризуется снижением содержания в крови CD4+ Т-лимфоцитов (менее 500/мм3) и разнообразными клиническими проявлениями, включая СПИД-ассоциированные оппортунистические инфекции и опухоли. Для предотвращения распространения и своевременного нача​ла лечения первостепенное значение имеет ранняя диагностика ВИЧ-инфекции. В общей стратегии лабораторного обследова​ния с целью выявления ВИЧ/СПИД существуют следующие направления: обследование больных с клинической картиной СПИД или СПИД-ассоциированных заболеваний (оппортунис​тических инфекций и опухолей); обследование здоровых лиц, контактировавших с больными (половые контакты, мать—ре​бенок и др.); обследование беременных, рожениц и лиц при плановой госпитализации; анонимное обследование всех же​лающих. Строго обязательным является обследование доноров крови, спермы, костного мозга и других с целью выявления потенциальных источников инфекции и предотвращения ят-рогенного заражения.

Тема 22.1. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ИНФЕКЦИЙ, ВЫЗВАННЫХ ОНКОГЕННЫМИ ВИРУСАМИ ЧЕЛОВЕКА И ВИРУСАМИ ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА

План

Программа

Биологические свойства онкогенных вирусов. Вирус​ные и клеточные онкогены и антионкогены.  Роль онкогенных вирусов в патогенезе злокачественных но​ вообразований человека.

Биологические свойства ВИЧ. Экология ВИЧ и эпи​демиология ВИЧ-инфекции, группы риска. Патоге​нез, диагностика, принципы профилактики и лечения ВИЧ/СПИД. СПИД-ассоциированные оппортунисти​ ческие инфекции.

а Задание студентам

Ознакомиться с бланками направлений на исследова​ние в вирусологическую лабораторию.

Указать материал для диагностики ВИЧ-инфекции.

Ознакомиться с тест-системами для серодиагностики ВИЧ-инфекции.

Оценить результаты серодиагностики ВИЧ-инфекции методом ИФА и наметить план дальнейшего обследо​вания.

а Методические указания

•
Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных HPV
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мазок-соскоб или биоптат из пораженного участка кожи или слизистой оболочки.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Цитологический метод — обнаружение измененных клеток с признаками ЦПД (коилоциты).

Вирусоскопический метод — обнаружение зрелых вирусных частиц в зараженных клетках. Этот метод позволяет обнару​жить вирусы только в случае их репродукции. В опухолевых клетках присутствуют дефектные вирусы, не способные к реп​родукции.

Вирусологический метод — не применяют в связи со слож​ностью культивирования вируса.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические методы. Иммунохимические иссле​дования. Обнаружение вирусных антигенов в зараженных клетках методом ИФ.

Молекулярно-биологические исследования. Обна​ружение вирусных ДНК в зараженных клетках — метод ДНК-зондов (ДНК-гибридизация in situ), ПЦР. Эти методы позво​ляют диагностировать латентную инфекцию и присутствие де​фектных вирусов.

Серодиагностика. С целью диагностики ЯРК-инфекции вы​являют антитела к белкам капсида и вирусным онкогенам.

•
Микробиологическая диагностика инфекций, вызванных BKV
и /СУ (см. главу 21 и главу 19 соответственно)

•
Диагностика инфекций, вызванных HTLV
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь. МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Серодиагностика — обнаружение антител к вирусным бел​кам — применяют для выявления вирусоносительства и лабо​раторной диагностики тропического спастического паралича (см. также главу 19).

• Микробиологическая диагностика ВИЧ-инфекции

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: кровь, лейкоциты пе​риферической крови, пунктах лимфатических узлов и костного мозга. Вирус также может быть обнаружен в отделяемом сли​зистых оболочек генитального тракта, сперме, слюне, слезной жидкости, грудном молоке, спинномозговой жидкости, в труп​ном материале.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Вирусологический метод (схема 22.1.1). Выделение вируса из крови и лейкоцитов в связи со сложностью культивирования в клинической практике используется редко. Основным пока​занием к применению является раннее обнаружение вируса у новорожденных от ВИЧ-инфицированных матерей. Вирус вы​деляют путем совместного культивирования мононуклеарных лейкоцитов периферической крови пациента с лейкоцитами здоровых доноров в присутствии IL-2 для стимуляции роста Т-лимфоцитов. ЦПД проявляется образованием синцития и лизисом зараженных клеток. Метод позволяет выявить латент​ную инфекцию. О присутствии вируса судят по результатам определения специфических антигенов ВИЧ (р24, обратной транскриптазы) в культуральной среде и зараженных клетках. Культивирование ВИЧ требует соблюдения специальных усло​вий безопасности при работе.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические методы. Иммунохимические иссле​дования. Обнаружение вирусных антигенов (р24) в крови и лимфоцитах с помощью ИФА. Следует учитывать, что р24 в достаточном для выявления количестве присутствует в крови только при первичной инфекции и на поздних стадиях забо​левания.

Молекулярно-биологические исследования. Об​наружение РНК вирусов в крови методом RT-ПЦР. Метод основан на преобразовании вирусной РНК в комплементарную ДНК (кДНК) с использованием фермента обратной транс​криптазы (RT) и амплификации полученной кДНК методом ПЦР — применяется для определения уровня вирусемии. Чув​ствительность метода позволяет обнаруживать вирус в малых концентрациях.

Серодиагностика. Обнаружение антител к вирусным антиге​нам (поверхностным белкам gp!20) — методы ИФА — приме​няют для массового обследования. В случае положительного результата с целью верификации осуществляют поиск антител к индивидуальным вирусным белкам методом иммуноблоттин-га, непрямой ИФ и другими методами.

Метод иммуноблоттинга ("вестерн-блот") — тестирование сыворотки на наличие антител против отдельных вирусных антигенов сердцевины и поверхностной оболочки ВИЧ. Вирус​ные белки с помощью электрофореза в вертикальном блоке полиакриламидного геля разделяют по молекулярной массе и переносят на нитроцеллюлозную мембрану, где антитела сы​воротки реагируют с индивидуальными вирусными белками. Образующиеся иммунные комплексы выявляются авторадио-графически или с помощью ИФА.

Для косвенного подтверждения диагноза СПИД могут быть использованы методы оценки иммунного статуса: определение общего количества лимфоцитов, Т-лимфоцитов, соотношения CD4+/CD8+ Т-лимфоцитов, количества натуральных килле​ров, уровней сывороточных иммуноглобулинов. Для СПИД характерно развитие Т-клеточного дефицита: снижение коли​чества Т-лимфоцитов, преимущественно Т-хелперов CD4+ (менее 500/мм3), снижение уровня показателя CD4+/CD8+ ниже 1,0; уменьшение количества натуральных киллеров; уме​ренная поликлональная гипергаммаглобулинемия с увеличени​ем содержания IgG.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Тест-системы для диагностики ВИЧ/СПИД методом ПЦР.

Тест-системы для серодиагностики ВИЧ/СПИД методом ИФА.

Тест-системы для диагностики папилломавирусной инфек​ции методом ПЦР.

Противовирусные препараты:

Ингибиторы обратной транскриптазы: азидотимидин (AZT), ди-дезоксиинозин (DDI), дидезоксицитидин (DDC), невирапин и др.

Ингибиторы протеазы: саквинавир, ритонавир, индинавир, нелфинавир и др.

Препараты для иммунотерапии: интерферон человеческий лейкоцитарный; интерферон рекомбинантный.

Глава  23

ВОЗБУДИТЕЛИ МИКОЗОВ

Заболевания, вызываемые грибами (myces), — микозы, чрезвычайно разнообразны как по биологическим особеннос​тям их возбудителей, так и по патогенезу и клиническим про​явлениям (табл. 23.1). Важную роль в развитии микозов играют иммунодефицитные состояния, изменения экологических фак​торов. Некоторые грибы рассматриваются как возбудители вто​ричных инфекций, например при ВИЧ/СПИД, а также имеют значение при развитии дисбактериоза.

Лабораторная диагностика микозов проводится в микологи​ческих лабораториях или в специализированных микологичес​ких центрах.

	Микроорганизмы                  Заболевания (локализация поражений)

Возбудители глубоких (системных) микозов

Histoptasma capsulatum               Гистоплазмоз Coccidioides immitis                    Кокцидиомикоз Blastomyces dermatitidis              Бластомикоз (северо-американский) Cryptococcus neoformans и др.    Криптококкоз

Возбудители эпидермомикозов (дерматомикозов)

Trichophyton spp.                        Микоз гладкой кожи, стоп, паховой области, волосистой части головы, ногтевых пластинок Epidertnophyton spp.                   Микоз паховой области, стоп, ногте​вых пластинок Microsporum spp.                        Микоз волосистой части головы и гладкой кожи

Условно-патогенные грибы и вызываемые ими микозы

Candida spp.                               Кандидоз кожи и слизистых оболочек полости рта, мочеполовой системы, дыхательной системы, кишечника и др. Aspergillus spp.                            Аспергиллез дыхательной системы, ушей и др. Pneumocystis carinii и др.           Пневмоцистоз дыхательной системы (пневмония, развивающаяся на фоне иммунодефицита) 


Определение видовой принадлежности  грибов рода Candida.

РСК и реакция агглютинации при диагностике висце​рального кандидоза с парными сыворотками.

Морфология и культуральные свойства плесневых и других грибов (рост на плотных питательных средах).

Диагностические, профилактические и лечебные пре​параты.

а  Задание студентам

Указать материал для исследования.

Микроскопировать и зарисовать препараты дрожжеподобных грибов рода  Candida, приготовленные из чистой культуры и патологического материала.

Определить видовую принадлежность грибов рода Candida на основании морфологии клеток и колоний, типа филаментации и биохимических свойств.

Оценить результаты РСК для серодиагностики висце​рального кандидоза. Сделать заключение.

Дать краткую характеристику демонстрируемым диа​гностическим, профилактическим и лечебным пре​паратам.

а Методические указания

• Микробиологическая диагностика кандидоза

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: налет со слизистых оболочек, кожные чешуйки из очага поражения, мокрота, мо​ча, спинномозговая жидкость, кровь и др.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Микроскопическое исследование. При исследовании пре​паратов используют окраску простыми методами, а также по методам Романовского—Гимзы, Грама и др. Грибы рода Can​dida хорошо окрашиваются анилиновыми красителями. При необходимости исследуют нативные препараты. В нативных и окрашенных препаратах видны одноклеточные микроорганиз​мы круглой или овальной формы.

Микологическое (культуральное) исследование. Делают посев исследуемого материала на агар Сабуро или другие специаль​ные среды. Посевы инкубируют при 20 и 37 "С. Рост колоний начинается на 2—3-й сутки, и окончательное формирование происходит через 5—6 дней. Идентификацию грибов рода Can​dida проводят на основании морфологии клеток, типа фила​ментации и биохимических свойств (табл. 23.1.1). Важное диа​гностическое значение имеют многократные количественные посевы исследуемого материала. Нарастающее количество ко​лоний в посевах подтверждает диагноз.

	Вид          Морфо-          Культуральные         Биохимические свойства — логия                  свойства                   ферментация Сахаров

колонии     преобла-   глю-    саха-   маль-    лак-дающий    козы    розы    тозы    тозы тип фи-ламента-ции

C.albicans    Крупные,  Круглые,     Мусо-      КГ      —      КГ      — круглые,   смегано-     toruloi-овальные образные,   des края ров​ные C.tropicalis   Оваль-      Круглые,     Мусо-        »        КГ       »        — ные,          смегано-     toruloi-удлинен-  образные,   des ные          края ров​ные или зубчагые C.krusei       Удлинен-  Круглые,     Мусо-        »        —       —       — ные          суховагые, toruloi-неровные    des края 
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Trichophyton (Achorion) schoenleinii (фавус или парша) — в во​лосе обнаруживают полиморфные грибковые элементы. Наря​ду с тонким мицелием встречается мицелий широкий, состо​ящий из прямоугольных клеток. Часто наблюдаются споры круглой или прямоугольной формы, а также пузырьки воз​духа.

Epidermophyton floccosum (эпидермофития паховая) — эле​менты гриба содержатся в чешуйках кожи, где располагаются в виде толстых септированных ветвящихся нитей мицелия на​ряду со спорами многогранной формы.

Микологическое (культуральное) исследование. Проводят для установления родовой и видовой принадлежности возбудителя путем выделения чистой культуры гриба и изучения его био​логических свойств. Материал предварительно обрабатывают кислотами или антибиотиками. Затем делают посев на сахар​ный питательный агар, сусло-агар, агар Сабуро, овощные сре​ды (см. тему 4.1), куда добавляют антибиотики для задержки роста бактериальной флоры. Посевы инкубируют при 30 "С. В положительных случаях рост наблюдается на 3—5-е сутки в виде разнообразных колоний: гладких, морщинистых, мучнис​тых, пушистых, часто пигментированных. При микроскопии препаратов, приготовленных из культур, хорошо заметен раз​витой, широко ветвящийся септированный мицелий. Органа​ми размножения служат споры, которые могут быть как внут​ренними (эндоспоры), расположенными внутри мицелия, так и наружными (экзоспоры), расположенными на концах или по сторонам нитей мицелия. Специальных органов плодоношения типа асков (сумок) у дерматофитов не обнаружено, что дало основание отнести их к несовершенным грибам — Fungi imper-fecti.

• Микробиологическая диагностика глубоких (системных) микозов

МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: мокрота, моча, пора​женные ткани, биоптаты кожи и лимфатических узлов, спин​номозговая жидкость и др.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Микроскопическое исследование. Обнаружение овальных дрожжевых или других тканевых форм грибов позволяет по​ставить предварительный диагноз. Иммунофлюоресцентный метод является наиболее эффективным способом выявления возбудителя в патологическом материале (см. ниже).

Микологическое исследование. Производят посев материала на среду Сабуро, кровяной агар и другие среды. Посевы инку​бируют в течение нескольких недель при 37 и 20 "С. Выделенные культуры идентифицируют на основании морфологических и
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биохимических признаков. Грибы, вызывающие глубокие ми​козы, относятся к группе возбудителей ООИ, представляющих биологическую опасность IV степени (см. главу 11). Необхо​димо помнить, что лабораторная диагностика этих инфекций осуществляется только в специализированных лабораториях.

Экспресс-методы диагностики: иммунохимические и молеку-лярно-биологические исследования. Иммунохимические исследования. При криптококкозе определяют антиген в спинномозговой жидкости и в сыворотке крови (у больных ВИЧ/СПИД) в динамике заболевания.

Молекулярно-биологические исследования. Ис​следуемый материал, полученный из очага инфекции, исполь​зуют для обнаружения ДНК возбудителя с помощью ПЦР. В случае обнаружения соответствующих молекул можно поста​вить предварительный диагноз.

Серодиагностика. Проводят для определения антител, кото​рые обнаруживаются в сыворотке крови через 2—4 нед после начала заболевания. Обычно используют РСК, РНГА, реакции иммунодиффузии, ИЭФ и др.

Кожно-аллергические пробы. Применяют для выявления со​стояния ГЗТ к соответствующим аллергенам.

• Диагностические, профилактические и лечебные препараты

Кандидозный антиген — взвесь 2-суточной агаровой культу​ры грибов рода Candida в изотоническом растворе хлорида натрия. Применяют для постановки реакции агглютинации для серодиагностики кандидоза.

Кандидозный антиген для РСК — спиртово-водный экстракт из культуры гриба рода Candida. Применяют для постановки РСК и кожно-аллергических проб при кандидозе.

Противогрибковые препараты: полиеновые антибиотики (нистатин, леворин, амфотерицин В), кетоконазол, флуконазол и другие производные имидазола, полиоксины, эхинокандины, 5-фторцитозин, гризеофульвин.

Глава 24

ВОЗБУДИТЕЛИ ПРОТОЗОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Патогенные простейшие относятся к эукариотам, которые по структуре близки к клеткам животных. Простейшие отно​сятся к царству Protozoa. К основным патогенным простей​шим — возбудителям заболеваний человека относятся дизенте​рийная амеба, лямблии, трихомонады, лейшмании, трипаносомы, плазмодии малярии, токсоплазма, балантидии. Простей-

	Возбудитель        Заболевание     Источник   Путь за-          Основные инфекции     раже-        патологические ния            проявления

Entamoeba          Амебиаз          Больной    Али-       Некроз и язвы в histolytica            (амебная ди-   человек     ментар- толстой кишке зентерия)                           ный

Giardia lamblia    Гиардиоз         Больной    Али-       Тяжелые кишеч-(Lamblia intesti- (лямблиоз)      человек,    ментар- ные расстройства nalis)                                           носители   ный        Холецистит

Trichomonas        Трихомониаз   Больной    Поло-     Вагинит, церви-vaginalis                                      человек     вой         цит. Уретрит. Простатит у мужчин

Leischmania         Лейшманиоз:  Больной    Транс-    Локальная гис-spp.:                                             человек и мис-       тиоцитома L.tropica        кожный тип    живот-       сивный L.donovani     висцераль-      ные ный тип

Tripanosoma        Трипаносо-     Больной    Транс-    Лихорадка с по-cruzi                   моз (сонная    человек и мис-       ражением внут-болезнь)          живот-       сивный   ренних органов ные

Plasmodium         Малярия         Больной    Транс-    Циклическая ли-spp.:                                            человек     мис-       хорадка. Анемия. P.falciparum                                             сивный   Нарушение мик-P.malariae                                                                 рециркуляции. P.ovale                                                                    Почечная недо-P.vivax                                                                    статочность 


	Возбудитель         Заболевание      Источник   Путь за-          Основные инфекции      раже-        патологические ния            проявления

Toxoplasma         Токсоплаз-      Больной    Али-       Поражение кле-gondii                  моз                  человек и ментар- ток соедини-живот-       ный        тельной, эпите-ные                          лиальной, нерв​ной и мышечной тканей

Balantidium coli  Балантидиаз    Больной    Али-       Изъязвление (инфузорная   человек     ментар- толстой кишки дизентерия)                        ный 


Тема   24.1. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПРОТОЗОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ

План

Программа

Изучение схем-фотографий патогенных простейших.

Диагностические и лечебно-профилактические пре​параты.

Демонстрация
Мазки из влагалища для выявления Trichomonas vaginalis.

Серодиагностика лейшманиоза (ИФА).

Серодиагностика токсоплазмоза (РСК, РПГА).

Задание студентам


Микроскопировать дофашс'й'ные по методу Романов​ского-Гимзы мазкая из одержимого влагалища. Сде​лать заключение^'цЙ^ид трихомониаза.

Учесть результы серодогических реакций, постав​ленных для^ё^^^гн^стй'ки лейшманиоза и токсо​плазмоза. О^елад^заййючение.

а Методические указния   
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ: в качестве материала для диагностики кишечных протозойных инфекций (амебиаз, лямблиоз, балантидиаз, криптоспоридиоз) используют фека​лии, а также материал из различных отделов кишечника: две​надцатиперстной, сигмовидной, ободочной кишки — аспира​ты, биоптаты, мазки с пораженных участков слизистой обо​лочки, желчь. При абсцессах, вызванных Entamoeba histolytica, получают пунктат из полости абсцесса. Для диагностики три​хомониаза исследуют мазки со слизистой оболочки урогенитального тракта. При генерализованных протозойных инфек​циях (лейшманиоз, трипаносомоз, малярия, токсоплазмоз) ма​териалом является кровь, пунктаты лимфатических узлов, био-птаты из пораженных органов, спинномозговая жидкость.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ:

Микроскопическое исследование. Основным методом лабо​раторной диагностики протозойных инфекций является мик​роскопический — обнаружение присутствия возбудителя в ма​териале, полученном от больного, с помощью микроскопичес​ких методов и идентификация его по морфологическим признакам. Готовят как нативные препараты, позволяющие изучить подвижность возбудителя, так и фиксированные пре​параты, окрашенные различными сложными методами. Для диагностики некоторых протозойных инфекций (трихомониаз, амебиаз, криптоспоридиоз) разработаны методы иммунофлюо-ресценции.

Серодиагностика. Поиск антител в крови больных исполь​зуется для диагностики генерализованных форм протозойных инфекций, а также для подтверждения диагноза (при отрица​тельных результатах микроскопического исследования). При​меняют различные серологические реакции (РСК, РПГА, ме​тод непрямой ИФ, ИФА и др.).
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