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ТЕМА 3. ДИФТЕРИЯ. КОКЛЮШ И ПАРАКОКЛЮШ. ТУБЕРКУЛЕЗ. АТИПИЧНЫЕ МИКОБАКТЕРИОЗЫ.

1. Цель занятия: Изучить биологические свойства возбудителей туберкулеза, микобактериозов, дифтерии, коклюша и паракоклюша. Познакомиться с методами их микробиологической диагностики

2. Основные вопросы

1) Возбудитель дифтерии. Таксономия и характеристика.

2) Условно-патогенные коринебактерии.

3)  Микробиологическая диагностика дифтерии. Выявление антитоксического иммунитета.

4)  Специфическая профилактика и лечение дифтерии.

5) Возбудитель коклюша и паракоклюша. Таксономия и характеристика.

6) Микробиологическая диагностика коклюша и паракоклюша.

7) Специфическая профилактика и лечение коклюша и паракоклюша.

8) Общая характеристика микобактерий.

9) Возбудители туберкулеза. Атипичные микобактерии. Их класификация.

10) Принципы микробиологической диагностики туберкулеза и микобактериозов

11) Специфическая профилактика и лечение.

3. Контрольные вопросы

1) Этиология туберкулеза. Свойства микобактерий.

2) Аллергологическая проба для диагностики туберкулеза.

3) Препараты для профилактики и лечения дифтерии.

4. Основные положения

Туберкулез

Туберкулез (от лат. tuberculum — бугорок) — это инфекционное заболевание человека и животных с наклонностью к хроническому течению, характеризующееся образованием специфических гранулем, способных к распаду и диссиминации процесса с преимущественной локализацией в легких и лимфатических узлах. 

Этиология. Инфекционный характер туберкулеза был экспериментально доказан задолго до открытия возбудителя болезни. Французский ученый Д.Вильмен в 1865 г. заразил туберкулезом кроликов при подкожном введении им тканей пораженных органов и при вдыхании распыленной мокроты больных туберкулезом.

В 1882 г. Роберту Коху удалось обнаружить в туберкулезных очагах палочку при окраске препарата метиленовым синим и получить чистую культуру воз​будителя на кровяной сыворотке. При заражении животных выделенной куль​турой было воспроизведено заболевание туберкулезом, что подтвердило специ​фичность возбудителя. 

Возбудитель туберкулеза, по современной классифика​ции, относится к отряду Actinomycetales, семейству Mycobacteriacea, роду Мусоbacterium.

К этому роду в определителе микроорганизмов Берджи (1974) отнесено 29 видов патогенных, потенциально патогенных и сапрофитных микобактерий. К патогенным микобактериям отнесены возбудители туберкулеза и лепры. 

Наиболее известны 4 вида возбудителей туберкулеза M. tuberculosis - высокопатогенные дя человека (из лабораторных животных к ним особенно чувствительны морские свинки): M. bovis - возбудитель туберкулеза рогатого скота, патогенен также и для кроликов: M. avium -  вызывает заболевание у птиц и белых мышей: M. microti - возбудитель туберкулеза полевых мышей. M. tuberculosis и M. bovis могут вызвать заболевание как человека, так и многих видов животных. Потенциально-патогенные и сапрофитные виды микобактерий объединенны под названием "Атипичные микобактерии".

Морфология. Возбудитель туберкулеза обладает большой изменчивостью и полиморфен по своим морфологическим признакам. Существуют также некислотоустойчивые кокковые формы и L -формы бактерий, которые способны длительное время персистировать в организме. 

Наиболее изучены кислотоустойчивые формы возбудителя туберкулеза, которые являются грамположительными палочками. Их кислотоустойчивость выявляется в окраске по Цилю—Нильсену. 

Возбудитель туберкулеза представляет собой тонкие, слегка изогнутые палочки длиной от 0,8 до 5 мкм и толщиной 0,3— 0,5 мкм. Длина палочек может увеличиваться в тканях организма в связи с замедленным их делением. Цитоплазма бактерий может быть гомогенной или зернистой, что обусловлено наличием гранул и вакуолей. При изучении ульт​ратонких срезов в электронном микроскопе у микобактерий дифференцируется многослойная клеточная стенка и цитоплазматическая мембрана, состоящая из трех слоев. Вокруг клеток находится слой сли​зистой субстанции, содержащий воск. В теле клеток обнаружены от 2 до 12 зерен различной величины, 2 из них чаще располагаются на полюсах. Существует мнение, что гранулярные структуры состоят в основном из липидов или метафосфата и играют важную роль в клеточном метаболизме. В клетках обнаруже​ны ядерная субстанция и отдельные органоиды. 

Химический состав микобактерий туберкулеза весьма сложен. Отдельные биохимические компоненты микобактерий не равнозначны по своей антигенности и биологическому действию на организм.

В составе микобактерий туберкулеза определяются белки, липиды, углево​ды, минеральные соли и вода. Выявлены калий, кальций, фосфор, маг​ний, железо, цинк и марганец (6%), включенные в сложные химические соеди​нения.

Белки — туберкулопротеины — составляют 56% от массы сухого вещества микобактерий, в их состав входят почти все известные аминокислоты, относительная молекулярная масса составляет от 9000 до 44 000. В основу отечественного стандарта положен очищенный белковый дериват туберкулина (ППД-Л), полученный М.А.Лин​никовой в 1939 г. Туберкулопротеины при внутрикожном и подкожном введе​нии вызывают в сенсибилизированном организме местные и общие туберку​линовые реакции.

Липоидные фракции микобактерий (от 10 до 40% сухого вещества) состоят из фосфатидов, жирных кислот и восков, растворимых в метаноле, эфире и хлороформе. Вирулентные микобактерии содержат липидов больше, чем кислотоустойчивые сапрофиты. При введении в организм животных фос​фатидов и других липидных компонентов микобактерий туберкулеза появля​ются характерные изменения в тканях, образуются гранулемы и появляется казеозный распад. Туберкулофосфатиды являются активными антигенны​ми субстанциями, высокоспецифичны.

Кислотоустойчивость микобактерий обусловлена содержанием в составе липоидов миколовой кислоты в соединении с высокомолекулярным спиртом-фтиоциролем.

В состав воска входит сложное соединение корд-фактор. Он обеспечивает способность вирулентных микобактерий расти в культуре, образуя колонии в виде волнистых шнуров. Это вещество угнетает энергетический метаболизм тканей, что препятствует развитию защитных механизмов и способствует раз​множению микобактерий. Воски микобактерий обладают адъювантной актив​ностью. Кислотоустойчивость микобактерий обусловлена содержанием в соста​ве липоидов миколовой кислоты в соединении с высокомолекулярным спиртом — фтиоциролем. Для кислотоустойчивости имеет также значение структурная целостность клеточной стенки и мембраны. Фосфатиды микобактерии туберку​леза используют в качестве антигенов в серологических реакциях.

Углеводы микобактерии (15,3% от сухой массы) представлены полисахаридами в свободном состоянии и в сложных соединениях с белками, восками, фосфолипидами. В полисахаридах выявлены групповые антигены, общие для представителей родов Mycobacterium, Nocardia, Corynebactcrium.

Установлено, что иммунологической активностью у микобактерий облада​ют протеины и пептиды, фосфатиды, клеточная стенка, рибосомы, корд-фактор.

Культуральные свойства. 

По типу биологического окисления микобактерии относятся к аэробам.

Размножение микобактерий туберкулеза осуществляется путем поперечно​го деления клетки или почкованием, при котором от материнской клетки отпочковываются кокковидные формы, деление клетки происходит медленно и продолжается 20—24 ч. Возможно также распадание микобактерий на зерна, из которых в результате сложного цикла развития возникают сначала некислото​устойчивые формы, а затем кислотоустойчивые палочки.

Основным источником азота для микобактерий являются аминокислоты, такие как аспарагиновая, глутаминовая, аланиновая. В качестве источника углерода микобактерии используют углеводы и продукты их распада в виде органических кислот. Для микобактерий человеческого вида особенно важно присутствие в питательных средах глицерина (0,5—3%), а также содержание в среде факторов роста (вещества, родственные витаминам группы В, ряд аминокислот и липидов), которые стимулируют размножение микобактерий, особенно свежевыде​ленных штаммов, теряющих в первых генерациях способность биосинтеза этих веществ. Основные яичные питательные среды: Левенштейна — Йенсена, Петрапьяпи, Гельберга, Финна и др. Реже используют агаровые и картофельные среды с глицерином, полусинтетические жидкие среды Сотона, Дюбо и др. При росте на жидких питательных средах микобактерии образуют складчатую плен​ку на поверхности. На плотных средах происходит образование колоний S- и R-формы (S — гладкие, округлые, R — шероховатые, сухие).

Туберкулезные кислотоустойчивые микобактерии размножаются медлен​но, видимый рост колоний появляется через 2—4 нед. Вирулентные микобак​терии образуют в микроколониях змеевидные жгуты, авирулентные штаммы имеют беспорядочное скопление клеток. В культуре ткани Нс1а МВТ растут в виде косы, атипичные микобактерии дают ветвистый рост, а сапрофитные — не размножаются.

Эпидемиология. Источником туберкулезной инфекции являются больной человек, больные животные и пищевые продукты. Наиболее часто заражение происходит аэрогенным путем, но возможно контактное заражение от больных туберкулезом, при использовании инфицированных игрушек, книг, одежды. Для детей существенное значение имеет алиментарный путь инфицирования через молоко, молочные продукты, мясо. Возможно и внутриутробное заражение плода от больной матери. 

Инфицирование детей микобактериями бычьего вида происходит в основ​ном при употреблении в пищу сырого молока от больных животных, так как у коров при туберкулезе чаще поражается вымя. Однако частота выделения ми​кобактерий бычьего вида от детей, больных туберкулезом, составляет лишь 4—9%, а от взрослых — менее 1%. Несколько чаще их обнаруживают у детей при внелегочных, доброкачественно протекающих формах заболевания. Микобак​терии птичьего вида для человека потенциально патогенны, их выделяют от больных туберкулезом при пониженной реактивности организма, обнаружива​ют в выделениях больных с микобактериозами. В последние годы туберкулез птиц, как возможный источник заражения людей, привлекает особое внимание в связи с созданием крупных птицеводческих хозяйств.

Туберкулез распространен повсеместно. 

По данным ВОЗ, в мире ежегодно регистрируются 20 млн новых случаев заболевания туберкулезом, 3 млн случаев смерти от этого заболевания, около 1 млрд людей инфицируются МБТ. Наиболее высокие заболевае​мость и смертность в развивающихся странах, однако, и в развитых странах проблема остается острой. Неодинакова распространенность туберкулеза в ев​ропейских странах. К странам с высокой заболеваемостью (более 40,0 на 100 тыс. населения) относятся Югославия (68,4), Португалия (61,0), Румыния (48,0), к странам со средними показателями (от 10 до 40 на 100 тыс. населения) — Чехия и Словакия (32,0), Финляндия (29,0), Германия (27,0), Франция (16,0), к группе стран с низкой заболеваемостью (менее 10,0 на 100 тыс.) относятся Великобритания (8,9), Дания (5,6), Исландия (5,2), Нидерланды (5,2), Норве​гия (4,1).

В 1983 г. в Российской Федерации заболеваемость туберкулезом составляла 40,7 на 100 тыс. населения, но в различных регионах колебалась в довольно широких пределах: в 1987 г. самая низкая заболеваемость (29,3) была в Северо-Западном регионе, а самая высокая (59,7) — в Дальневосточном регионе. При этом наблюдалось снижение заболеваемости, темпы которого стали замедляться и к 1900 г ситуация изменилась в обратную сторону. Заболеваемость туберкулезом вновь стала наростать. В 1993 г. она  возросла по сравнению с 1990 г. на 25,4% и составила 42,0 на 100 тыс. населения. Эта тенденция сохраняется до настоящего времени

По данным Московского НИИ туберкулеза Мин​здрава РФ, в России отмечается увеличение показателя заболеваемости бацил​лярными формами туберкулеза, утяжеление структуры клинических форм туберкулеза, увеличение среди впервые выявленных числа больных с деструк​тивными формами туберкулеза, повышение летальности.

Резистентность Микобактерии широко распространены в природе. Это полиморфные па​лочки, обладающие устойчивостью к кислотам, щелочам и спирту. 

Особенности патогенеза и клиники. Независимо от путей проникновения микобактерий первым этапом развития туберкулезной инфекции является бактериемия - лимфогематогенное распространение возбудителя с образованием очаговых изменений в разных органах. Чаще встречается локализация туберкулезного процесса в верхних дыхательных путях. 

Заболевание у непривитых новорожденных склонно к дессиминации. В течение заболевания установлена длительная персистенция фильтрующихся и L-форм возбудителя.

Патогенность микобактерий туберкулеза является видовым признаком и связана с их способностью вызывать в организме человека и животных специ​фические поражения. Вирулентность - индивидуальная характеристи​ка каждого штамма. 

Организм человека обладает высокой естественной резистентностью к возбудителю туберкулеза. Она и является причиной того, что в большинстве случаев первичное заражение приводит не к развитию заболевания, а к формированию очага, его отграничению и обызвествлению.

 Естественная резистентность во многом определяется социально-бытовыми условия​ми жизни, поэтому у детей, находящихся в тяжелых бытовых условиях, она может быть легко подорвана, и тогда первичное заражение приведет к развитию тяжелого туберкулезного процесса. Ухудшение условий жизни взрослых людей также может привести к ослаблению и естественной резистентности, и приобретенного иммунитета. В этом случае возможны вспышка заглохшего первич​ного комплекса (в котором долгое время сохраняют жизнеспособность туберкулезные палочки) либо новое экзогенное заражение и заболевание.

Заболевание развивается в результате сложного взаимодействия микробно​го фактора, макроорганизма и социальных условий среды. При туберкулезе особенно велико значение социальных факторов.

Характер возникающего туберкулезного процесса и его проявления в зна​чительной степени обусловлены биологическими свойствами возбудителя. Наиболее патогенны для человека М. tuberculosis , которые, по данным А. Е. Рабухина, обнаруживается у 95—98% больных туберкулезом. Частота выделения M.bovis неодинакова в различных местностях и зависит от распространенности туберкулеза среди рогатого скота и домашних животных. В некоторых районах России (Бурятия) и Казахстана у больных, проживающих в сельской местности, 20,3% выделенных культур составляли М. bovis. В последние годы, в связи с развитием птицеводческих хозяйств, чаще стали выделять от больных М. avis, которая вызывает у детей поражение лимфатической системы, развитие деструктивных изменений в легких и бронхах, увеличение внутригрудных лимфатических узлов. В возник​новении туберкулеза необходимо учитывать роль различных форм изменчиво​сти микобактерий, особенно значение L-форм в патогенезе гематогенного ту​беркулеза и возможности длительной персистенции возбудителя туберкулеза в организме больного.

Резервуаром — источником — туберкулезной инфекции являются больной человек, больные животные.

Особенности патогенеза первичного туберкулеза у детей. Наиболее важны пути первичного экзогенного инфицирования. Пути экзогенного инфицирования детей и подростков зависят в основном от характера источника инфекции. Наиболее частым путем внедрения микобактерий туберкулеза является аэро​генный, при этом возможными входными воротами инфекции могут быть слизистая оболочка полости рта, миндалины, бронхи и легкие, реже слизистая оболочка кишечника и другие органы. У детей частое аэрогенное заражение обусловлено возрастными анатомо-физиологическими особенностями — короткие и широкие носовые ходы способствуют быстрому проникновению ми​кобактерий.

Возможно контактное заражение от больных туберкулезом, при использо​вании инфицированной одежды больных, игрушек, книг, посуды и других предметов. Известны случаи заражения людей при уходе за больными живо​тными. Редкие случаи контактного заражения описаны у хирургов, патолого​анатомов, мясников. При проникновении микобактерий через кожу и слизи​стые оболочки происходит первичное местное поражение этих органов.

В возникновении туберкулеза имеют значение массивность инфицирования, длительность и повторность поступления микобактерий. Наиболее высока инфицированность детей и взрослых при семейном контакте с постоянными бактериовыделителями и несколько ниже при контакте с больными, периодически выде​ляющими микобактерии туберкулеза. А.Е.Рабухин (1976) отмечает, что при семейном, внутриквартирном и профессиональном контакте с бактериовыделителями уровень заболеваемости, особенно у детей раннего возраста и подростков, значительно выше, чем среди групп, не имеющих такого контакта.

Заболеваемость туберкулезом медперсонала противотуберкулезных учреж​дений, по данным Т. А. Веселкиной, также в 4 раза выше заболеваемости насе​ления. Улучшение материально-бытовых условий жизни населения и широкое проведение вакцинации и химиотерапии приводит к значительному уменьше​нию числа бациллярных больных, что снижает распространенность контактно​го и воздушно-капельного инфицирования. Однако и при современных эпиде​миологических условиях возможность массивной экзогенной суперинфекции микобактериями имеет существенное значение в патогенезе первичного тубер​кулеза. Возможен также алиментарный путь экзогенного заражения МБТ, име​ющий существенное значение у детей и подростков. Употребление в пищу инфицированного молока, молочных продуктов и мяса чаще приводит к пер​вичной локализации процесса в органах брюшной полости, однако возможно также появление очагов в легких и во внутригрудных лимфатических узлах. Об этом свидетельствуют и материалы любекской трагедии, когда 261 ребенку ввели per os вместо вакцины БЦЖ культуру вирулентных микобактерий тубер​кулеза. В результате вскрытия 71 погибшего ребенка первичный комплекс у 85% образовался в брюшной полости, а у 15% — в легких. Наиболее часто встреча​ющаяся локализация туберкулезного процесса в верхних дыхательных путях (85—90%) позволяет думать о более подходящих условиях реализации виру​лентных свойств микобактерий, их адгезии к цилиндрическому эпителию бронхов и благоприятных условиях размножения при достаточном доступе кислорода.

Классическое представление о том, что на месте внедрения микобактерий туберкулеза развивается специфическое воспаление, а затем первичный тубер​кулезный комплекс, является спорным. А. И. Струков (1976) считает, что обра​зование первичного туберкулезного комплекса нельзя рассматривать как на​чальную фазу туберкулезного заболевания у человека. Клинико-экспериментальными исследованиями доказано, что независимо от путей проникновения микобактерий туберкулеза первым этапом развития туберкулезной инфекции является бактериемия — лимфогематогенное распространение возбудителя еще до формирования очага. Таким образом, до образования первичного тубер​кулезного комплекса уже имеются очаговые изменения в разных органах, и первичный комплекс является не началом туберкулезной инфекции, а первым этапом, ясно обособленным патологическим образованием.

Возможно и внутриутробное заражение плода (см. раздел «Врожденный туберкулез»).

Морфология первичного туберкулеза. Первичное заражение сопровождается возникновением очага в пораженном органе, чаще всего во внутригрудных лимфатических узлах и легких. Микобактерий вызывают развитие очага некро​за, вокруг которого появляется воспалительный процесс: эмиграция лейкоци​тов, скопление эпителиоидных клеток, гигантских клеток Пирогова — Лангханса и лимфоцитов. Так образуется эпителиоидный бугорок с некротическим центром. По периферии этого специфического участка возникает зона неспе​цифического воспаления, обратное развитие туберкулезного бугорка может сопровождаться полным рассасыванием, однако часто наблюдается фиброзная трансформация, кальцинация, а в некоторых случаях и окостенение. Такой исход не является полным заживлением, так как в кальцинатах нередко содер​жатся микобактерий. При неблагоприятных условиях, особенно в случаях не​равномерной кальцинации, очаг может стать источником обострения болезни.

При первичной туберкулезной инфекции, наряду со специфическим вос​палением, имеются неспецифические или параспецифические тканевые про​цессы, которые характеризуются диффузной и узелковой макрофагальной ре​акцией, гистиоцитарно-лимфоцитарной инфильтрацией, неспецифическими васкулитами, фибриноидным некрозом. Они наблюдаются в легких и лимфа​тических узлах, в сердце, почках, печени, эндокринных железах, синовиальных оболочках, в нервной системе и приводят к развитию склероза. Уже на ранних фазах первичного туберкулеза поражается нейроэндокринная система, что ведет к глубоким функциональным сдвигам, усугубляющим дезорганизацию физио​логических процессов в организме. Существенное значение для понимания первичного туберкулеза имеет своеобразие иммунобиологических сдвигов, ко​торые характеризуются развитием, на фоне высокой чувствительности к туберкулезу, неспецифических аллергических воспалительных процессов в различ​ных органах и системах при ослаблении клеточного иммунитета.

Возникновение вторичного (после первичного) туберкулеза возможно как в результате суперинфицирования (экзогенный путь), так и в результате реактивации старых очагов— остатков первичного туберкулеза (эндогенный путь). Вопрос об эндогенном и экзогенном путях возникновения вторичного туберку​леза не может быть решен однозначно. В отдельных случаях оба пути имеют определенное значение в возникновении заболевания. При повторном экзоген​ном заражении создаются условия для обострения и прогрессирования тубер​кулезного процесса. Проникающие микобактерии частично разрушаются и действуют на организм продуктами распада, туберкулопротеином и фосфолипидами, вызывая перифокальную реакцию в старых туберкулезных очагах. При массивном реинфицировании возможны диссеминации микобактерии и обра​зование множественных очагов в легких и других органах. У новорожденных и детей раннего возраста туберкулез протекает менее благоприятно, чем у стар​ших детей. Критическим является также подростковый возраст, когда сравни​тельно часто образуются инфильтративные изменения в легких, происходит гематогенная диссеминация инфекции, поражаются серозные оболочки. Осо​бенности развития болезни в различные возрастные периоды обусловлены анатомо-физиологическими и иммунобиологическими свойствами организ​ма. У подростков происходит значительная перестройка нейроэндокринного аппарата, что особенно отрицательно сказывается на течении туберкулеза при массивной суперинфекции. Обострение и прогрессирование туберкулеза иногда происходит при длительном применении кортикостероидных гормонов. Стероидный туберкулез возникает не только при активном процессе, но и при скрытых специфических изменениях в легких, лимфатических узлах и других органах. Поэтому при применении кортикостероидов детям всегда следует одновременно назначать туберкулостатические средства. Неблагоприятно отра​жаются на течении туберкулеза такие заболевания, как сахарный диабет, язвен​ная болезнь желудка, вирусная инфекция.

Иммунитет. Через 4-8 недель после инфицирования микобактериями формируется приобретенный активный иммунитет, в котором ведущая роль принадлежит клеточному иммунитету и ГЗТ, что выявляется в кожно-туберкулиновых пробах (реакция Манту).

Хотя у больных и переболевших обнаруживаются антитела к различным антигенам туберкулезной палочки, не они играют решающую роль в формировании приобретенного иммунитета. Инфицированный туберкулезной палочкой организм отвечает на повторное заражение совершенно иначе, чем здоровый, так как у него к возбудителю сформировалась повышенная чувствительность (сенсибилизация), благодаря чему он приобрел способность быстро связывать новую дозу возбудителя и удалять ее из организма. Сенсиби​лизация проявляется в виде гиперчувствительности замедленного типа, она опосредуется системой Т-лимфоцитов. Т-лимфоциты с помощью своих рецепторов и при участии белков МНС класса I распознают клетки, инфицированные туберкулезными палочками, атакуют их и разрушают. Специфи​ческие антимикробные антитела, связываясь с различными микробными антигенами, образуют циркули​рующие иммунные комплексы (ЦИК) и способствуют удалению антигенов из организма. Вместе с тем, взаимодействуя с микробными клетками, антитела к корд-фактору и другим факторам вирулентности могут оказывать токсическое действие на микобактерии; антитела к полисахаридным антигенам — усиливать фагоцитоз, активировать систему комплемента и т. д.

Аллергическая перестройка организма играет большую роль в патогенезе туберкулеза. Заболева​ние у взрослых людей, уже инфицированных туберкулезной палочкой, в большинстве случаев проте​кает в относительно доброкачественной форме местного процесса в легких, а не в виде генерализованного процесса, как у детей при первичном заражении. Появление реакции гиперчувствительности замедленного действия к туберкулезной палочке свидетельствует о формировании к ней приобретен​ного постинфекционного (и поствакцинального) иммунитета. Этот тип гиперчувствительности замед​ленного типа и был впервые выявлен Р. Кохом с помощью туберкулиновой пробы.

Атипичные микобактерии.

По биохимическим свойствам и вирулентности атипичные микобактерии отличаются от возбудителей туберкулеза. Они обладают естественной лекарственной устойчивостью ко многим противотуберкулезным препаратам, патогенны для белых мышей и крыс и не патогенны для морских свинок и кроликов. Пока еще не существует единого мнения об их происхождении. Установлено генетическое родство некоторых атипичных микобактерий с возбудителями туберкулеза, одним из главных факторов, обуславливающих их появление считается противотуберкулезная терапия. Имеется также и другое мнение, что атипичные микобактерии представляют собой самостоятельные виды, широкораспространенные в природе. Они встречаются в почве, воде, у различных животных, в молоке и других продуктах.

Раньоном предложена классификация атипичных микобактерий:

Группа 1 - фотохромогенные микобактерии. Они образуют желтый пигмент при экспозиции культуры на свету; группа 2 - скотохромогенные микобактерии - образуют оранжево-желтый пигмент при росте в темноте; группа 3- нефотохромогенные микобактерии; группа 4 - быстрорастущие микобактерии.

Атипичные микобактерии условно-патогенны для человека, некоторые из них вызывают заболевания - микобактериозы, которые по клинике и рентгенологическим данным близки к туберкулезу с длительным волнообразным течением, но отличаются отсутствием контагиозности больных. Микобактериозы у детей могут быть причиной шейных лимфаденитов и бронхоаденитов. Заболевания чаще возникают на фоне снижения реактивности организма, длительного лечения антибактериальными препаратами и кортикостероидами, у больных ВИЧ.

Диагностическое значение имеет только повторное выделение атипичных микобактерий из патологических материалов.

Микробиологическая диагностика

Исследуемый материал: мокрота, слизь с задней стенки глот​ки, промывные воды бронхов и желудка, спинномозговая жид​кость, плевральный экссудат, гной из абсцессов,  моча и др.

Мокроту больной собирает в чистую баночку или карманную плевательницу. Лучшие результаты дают исследования мокроты, выделенной больным в течение полусуток.
При микробиологической диагностике применяют следующие методы: бактериоскопический, бактериологический, биологический и иммунологический. Значение и чувствительность этих методов различны.

Бактериоскопический метод прост, позволяет быстро получить результаты. 

Для повышения его информативности применяют методы "обогащения" исследуемого материала: флотацию и седиментацию. 

Гомогенизация. Собрать в банку суточное количество мокроты и добавить равный объем 1% NaOH, закрыть стерильной резиновой пробкой и встряхивать в шюттель-аппарате до полного разжижения мокроты. Обычно для этого требуется 10-15 мин. Гомогенизированную мокроту переносят в центрифужные пробирки и центрифугиру​ют при 3000 оборотов в минуту в течение 10-15 мин. Жидкость сли​вают в раствор хлорамина, осадок нейтрализуют 1-2 каплями 10% раствора НС1, из осадка приготовляют мазки, окрашивают по Цилю-Нельсену и микроскопируют.

Флотация. Мокроту переливают в колбу, прибавляют равный объем 1% раствора NaOH, закрывают резиновой пробкой и встря​хивают в шюттель-аппарате до полного разжижения. Колбу поме​щают в водяную баню 55°С и нагревают в течение 30 мин, а затем добавляют 1-2 капли ксилола или бензина, встряхивают 10 мин, до​ливают дистиллированную воду до горлышка колбы и оставляют при комнатной температуре на 25-30 мин. Углеводород всплывает на поверхность и увлекает адсорбирован​ные микобактерии Образуется тонкий слой углеводорода и возбуди​телей туберкулеза в горлышке колбы в виде сливкообразного кольца(флотационного). Из флотационного кольца готовят мазки, наслаивая материал на стекло 3-6 раз. Исследование промывных вол бронхов или желудка выполняют после нейтрализации материала 1-2 мл 0,5% раствора NaOH.

Препараты для бактериоскопии окрашивают по Цилю-Нильсену или применяют люминесцентный метод. В последнем случае в качестве флюорохрома чаще используют смесь аурамина и родамина С, при этом микобактерии флюоресцируют золотисто-желтым цветом.

Применяя бактериоскопическое исследование материала от больных нужно учитывать также что в составе нормальной микрофлоры организма человека  встречаются сапрофитные микобактерии
Получение культуры микобактерий требует длительного времени от 2 до 5 мес. Перед посевом производят гомогенизацию материала и освобождение его от неспецифической флоры путем обработки кислотами, щелочами или детергентами. Лучшие результаты получены при использовании растворов 3% натрия лаурилсульфата в сочетании с 1% NaOH.

Для посева материала чаще используют плотные яичные среды Левенштейна-Иенсена, Петраньяни и др.  Заметный для глаза рост колоний появляется через 2-3 мес. Для микобактерий туберкулеза характерно образование плотных морщинистых колоний кремового цвета, атипичные микобактрии вырастают быстрее. Выросшую культуру дифференцируют по ряду признаков. На среде с салицилатом  натрия не растут M. Tuberculosis и M. Bovis, другие микобактерии  дают пышный рост. Положительный неациновый тест отличает M. Tuberculosis от M. Bovis. Для определения других видов микобактрий изучают быстроту их роста, образование пигмента, биохимические тесты.

Для выявления L-форм микобактерий производят посев материала на полужидкие агаровые среды, содержащие сахарозу и сыворотку крупного рогатого скота с добавлением пенициллина или стрептомицина для подавления неспецифической микрофлоры. 

При биологическом методе материалом от больного заражают подкожно или интратестикулярно морскую свинку или кролика. Наблюдают за общим состоянием зараженных животных, изменениями массы тела и регионарных лимфатических узлов. Через 3 месяца животных забивают и проводят макроскопическое и бактриологическое исследование органов. Последовательные пассажи органов позволяют выявить измененные формы микобактерий. Заражение животных является высокочувствительным методом диагностики, позволяет получить положительные результаты, если в материале от больного содержатся даже единичные микобактерии.
 Наиболее надежным методом выявления мнкобактерий туберку​леза в настоящее время является заражение морских свинок исследу​емыми материалами. Содержащие постороннюю микрофлору исследуемые материалы обрабатывают 2% раствором серной кислоты в течение 20 мин (включая время центрифугирования), троекратно отмывают осадок физиологическим раствором. Мокроту, ткани пред​варительно гомогенизируют; мочу, промывные воды центрифугиру​ют и для исследования берут осадок. Обработанный серной кисло​той и отмытый материал эмульгируют в 1 -2 мл физиологического раствора и вводят подкожно в область паха 2 морским свинкам мас​сой 250-300 г. При малом количестве исследуемого материала жи​вотных заражают внутрибрюшинно или интратестикулярно. Такой путь заражения повышает чувствительность метода, особенно в тех случаях, когда в материале содержатся слабовирулентные изомиазин-устойчивые микобактерии туберкулеза.

Зараженных животных взвешивают каждые 5 дней; если зараже​ние было подкожное, следует регулярно пальпировать лимфатичес​кие узлы в месте заражения. В положительных случаях у свинок умень​шается масса тела, к концу месяца пальпируются увеличенные лимфатические узлы, могут появиться свищи или язвы.

Активный процесс у подопытных животных выявляется аллерги​ческой пробой. Для постановки пробы необходимо удалить шерсть с наружной поверхности бедра и внутрикожно ввести туберкулин 1:10 в объеме 0,1 мл. Результаты реакции определяют через 24 и 48 ч. На месте введения туберкулина появляются гиперемия, папула и некроз - положительная реакция; умеренная гиперемия с небольшой папу​лой или без нее - слабоположительная; гиперемия меньше 5 мм в ди​аметре - отрицательная.

Местные патологические изменения, положительная аллергичес​кая реакция и истощение дают основание для вскрытия и исследова​ния внутренних органов морских свинок.

В случаях, если патологических признаков нет, подопытных жи​вотных вскрывают через 3 мес.

В отдельных случаях применяют метод "слепых" пассажей: орга​нами зараженного животного, у которого процесс не был обнаружен, заражают интактную морскую свинку; на 4-5-м пассаже удается обна​ружить микобактерии туберкулеза. Идентификацию микобактерий туберкулеза из очагов в органах и тканях подопытных животных про​водят бактериоскопическим и бактериологическим методами. В последние годы все шире практикуют метод интрацеребрального заражения белых мышей.

Иммунологическое исследование.

Выработана схема комплексного обследования больных туберкулезом, которая включает специфические и неспецифические показатели клеточного и гуморального иммунитета.

Изучение клеточного иммунитета проводят по оценке спонтанного розеткообразования, бласттрансформации под действием фитогемагглютинина и РРД, реакции торможения миграции лимфоцитов и внутрикожной пробе Манту с 2ТЕ туберкулина.

Изучение антителообразования проводят в различных серологических реакциях:  иммунофлюоресценции, РНГА, гемолизиса (РГЛ) и др.

В РНГА информативно определение различных антител: антифосфатидных, антипротеиновых и антиполисахаридных, что имеет диагностическое значение  и позволяет определить активность туберкулезного процесса.

Аллергический метод применяют с целью определения инфициро​ванного населения туберкулезом, отбора лиц, которым необходи​ма вакцинация против туберкулеза, эффективности иммунизации БЦЖ, оценки форм и динамики инспекционного процесса при тубер​кулезе, а также в научно-исследовательской работе.

Для выявления степени аллергизации организма используют тубер​кулин. Его специфическая активность связана с белковыми фракциями-протеинами, для которых липиды являются защитными субстанциями.

Внутрикожная проба Манту в настоящее время имеет преимуще​ственное значение. В этой пробе используют туберкулин в стандарт​ном разведении. Для постановки пробы берут "туберкулиновый" шприц объемом 1 мл и иглы с коротким срезом (№ 0415). Шприцы, пропускающие раствор между поршнем и цилиндром или через канюлю иглы, не пригодны к употреблению. Предварительно следует точно определить цену одного деления шприца на шкале цилиндра. Для каждого пациента необходимы стерильные шприц и игла.

Туберкулин вводят только внутрикожно в объеме 0,1 мл в область средней трети внутренней поверхности предплечья. Перед инъекци​ей кожу обрабатывают 75% этиловым спиртом, при уколе срез иглы должен быть направлен вверх.

Реакция характеризуется гиперемией, возникающей через 2-3 ч, затем формируется папула, она достигает максимального развития к исходу 48-72 ч после введения туберкулина. Папула исчезает через 4-7 дней, нередко оставляя небольшой участок пигментации.

Рекомендуется, чтобы результаты реакции определяли независи​мо и не одновременно два специалиста.

Диаметр папулы измеряют после пальпаторного определения ее края. В журнал учета и медицинскую книжку заносят среднюю величину ее.

В не инфицированном микобактериями организме реакция отри​цательная - диаметр инфильтрата менее 1 мм. Если обнаруживается папула диаметром 2-4 мм - реакция сомнительная; инфильтрат более 5 мм - положительная.

В отдельных случаях возможны запоздалые реакции (96-120 ч).

Установлено, что риск заболевания туберкулезом лиц с туберку​линовой папулой диаметром 21 мм в несколько раз выше, чем с ин​фильтратом 1-14 мм. 

Лечение туберкулеза

В комплексном лечении решающая роль принадлежит антибактериальной терапии. Эффективность противотуберкулезных препаратов зависит от чувствительности к ним микобактерий и их влияния на органы и системы больного. Принята классификация противотуберкулезных средств по их эффективности:

 I группа — препараты наиболее эффективные: изониазид (и его производные) и рифампи-цин (и его производные).

II группа — препараты средней эффективности: этамбутол (микобутол), стрептомицин, протионамид (этионамид), пиразинамид (тизамид), панамицин, циклосерин, флоримицин (биоми​цин, таривид).

III группа — препараты умеренной эффективности: ПАСК, тибон (тиоацетазон).

Основные принципы химиотерапии:

1) длительность, 2) непрерывность, 3) комбинированное назначение двух и более препаратов.

Эффективность противотуберкулезных препаратов зависит не только от их туберкулостатической активности, но и от состояния макроорганизма и чувствительности к препаратам бактерий в больном организме

Применяемые средства в обычных дозах дают лишь бактериостатический эф​фект, а бактерицидное действие препаратов может проявляться только при высокой концентрации их, что отрицательно влияет на макроорганизм и про​является реакциями непереносимости препаратов. 

При появлении первых химиопрепаратов длительность лечения составляла 1—3 мес, а в последние годы достигла 12 мес и более. Необходимость непре​рывной многомесячной химиотерапии обусловлена тканевым характером ту​беркулезной инфекции, выраженной тенденцией к некрозу и формированию полостей распада наряду со склонностью к продуктивным реакциям, развитию фиброза и инкапсуляции очагов

Более раннее прекращение терапии приводит к обострению туберкулезного процесса за счет размножения оставшихся МБТ. Кратковременные или длительные, но с перерывами курсы не обеспечивают излечения туберкулеза. Химиопрепараты необходимо принимать регулярно, на первых этапах лечения — ежедневно, а затем возможен и интермиттирующий метод приема химиопрепаратов через день или 2 раза в неделю. Комбиниро​ванное применение нескольких препаратов связано с тем, что монотерапия, т. е. применение одного туберкулостатического препарата, ведет к почти неизбеж​ному развитию вторичной лекарственной устойчивости уже через 2—3 мес лечения.

Комбинированная химиотерапия необходима для эффективного воздейст​вия на бактериальную популяцию, состоящую из чувствительных МБТ и му​тантов, устойчивых к отдельным препаратам. Кроме того, рациональная ком​бинация отдельных препаратов приводит к потенцированию их туберкулоста​тического действия, хорошо известного при сочетании изониазида с ПАСК, этамбутола с этионамидом, рифампицина с этионамидом, циклосерина с пиразинамидом и др. С этим тесно связано понятие о режиме химиотерапии, которое предусматривает выбор комбинации препаратов, их дозы, кратности и метода введения, оптимальной продолжительности лечения. Химиопрепараты обычно принимают per os или вводя парентерально.

Специфическая профилактика туберкулеза

Ведущее место в комплексе противотуберкулезных мероприятий занимает вакцина БЦЖ, полученная французским ученым Кальметтом и Гереном.

Вакцина представляет собой живые микобактерии БЦЖ-1 лиофильно высушенные в 1,5% растворе глютамата натрия. Одна ампула содержит 20 доз каждая по 0,05 мг. Первичную вакцинацию проводят здоровым доношенным новорожденным детям на 4-7 день жизни. Вакцину вводят в области плеча внутрикожно в объеме 0,1 мл. Введение препарата подкожно недопустимо, так как возникает холодный абсцесс и другие осложнения.

Ревакцинацию осуществляют после отрицательной пробы манту в возрасте 7 лет, 11-12 лет и в 16-17 лет, последующие ревакцинации проводят с интервалом 5-7 лет до 30 летнего возраста.

С 1986 г. применяют вакцину БЦЖ-М, которая содержит 20 доз по 0,025 мг культуры, она менее реактогенна, что позволяет вакцинировать всех новорожденных. Вакцинация приводит к размножению живых микобактерий и длительной персистенции L-форм., развивается активный, специфический иммунитет против туберкулеза. Качество вакцинации определяют по наличию рубца на месте введения вакцины.

Дифтерия

Дифтерия — острое инфекционное заболевание, которое проявляется глубокой интоксикацией организма дифтерийным токсином, характерным фибринозным воспалением в месте локализации возбудителя (наиболее часто в области миндалин), нередким поражением нервной системы и сердца. 

Возбудитель дифтерии был обнаружен впервые в 1883г. Э. Клебсом в срезах из пленки, получен в чистой культуре в 1884г. Ф. Леффлером. В 1888г. Э. Ру и А. Иерсен обнаружили его способность продуцировать экзотоксин, играющий главную роль в этиологии и патогенезе дифтерии. Получение в 1892г. антитоксической сыворотки Э. Берингом и использование ее с 1894г. для лечения дифтерии позволило значительно снизить летальность. Успешное наступление на эту болезнь началось после 1923г. в связи с разработкой Г.Рамоном метода получения дифтерийного анатоксина.

Характеристика  возбудителя.

Возбудитель дифтерии - Corynebacterium  diphtheria  

Род Corynebacterium включает в себя также коринебактерии, являющиеся нормальными обитателя​ми кожи, слизистых зева, носоглотки, глаз, дыхательных путей, уретры и половых органов.

Морфология. С.diphtheria  - полиморфная неподвижная палочка длиной 1,0-8,0мкм и диаметром 0,3-0,8мкм, спор и капсул не образуют. Эти бактерии булавовидно утолщены на концах (от греч. coryne — булава). В булавовидных утолщениях содержатся метахромотические гранулы - зерна волютина (полиметафосфаты). Клетки могут ветвиться, особенно в старых культурах. Для патогенных коринебактерий характерно попарное расположение бактерий в виде римской пятерки (V). Дифтероиды и псевдодифтерийные коринебактерии не имеют зёрен волютина или содержат их не концах, а по длине палочки. Кроме того, сами бактерии располагаются в виде «частокола».
Эти включения при окрашивании метиленовым синим (синькой Леффлера), приобретают голубовато-пурпурный цвет. Для их обнаружения предложен также особый метод окрашивания по Нейссеру. При этом палочки окрашиваются в соломенно-желтый, а зерна волютина — в темно-коричневый цвет. 

С. diphthenae хорошо окрашивается анилиновыми красителями, грамположительна, но в старых культурах нередко обесцвечивается и имеет отрицательную окраску по Граму 

Культуральные свойства:

Дифтерийная палочка является аэробом или факультативным анаэробом, температурный оптимум для роста 35-37°С (границы роста 15-40 °С), оптимальная рН 7,6-7,8. К питательным средам не очень требовательна, но лучше растет на средах, содержащих сыворотку или кровь. Избирательными для дифтерийных бактерий являются свернутые сывороточные среды Ру или Леффлера. Рост на них появляется через 8-12 ч в виде выпуклых, величиной с булавочную головку колоний серовато-белого или желтовато-кремового цвета. Поверхность их гладкая или слегка зернистая, на периферии колонии несколько более прозрачные, чем в центре. Иногда культура приобретает вид шагреневой кожи.

 Особенностью дифтерийных бактерии является их хороший рост на кровяных и сывороточных средах, содержащих такие концентрации теллурита калия, которые подавляют рост других видов бактерий. С.diphtheria восстанавливают теллурит калия до металлического теллура, который, откладываясь в микробных клетках, придает колониям характерный темно-серый или черный цвет. Применение таких сред повышает процент высеваемости дифтерийных бактерий.

На бульоне рост проявляется в виде равномерного помутнения, либо бульон остается прозрачным, а на его поверхности образуется нежная пленка, которая постепенно утолщается, крошится и хлопьями оседает на дно.

С. diphthenae разлагают глюкозу, мальтозу, галактозу с образованием кислоты без газа, но не ферментируют (как правило) сахарозу, имеют цистиназу, не имеют уреазы и не образуют индола. По этим признакам они отличаются от тех коринебактерии, которые часто встречаются на слизистой оболочке глаза (С xerosis}, носоглотки (С pseudodiphthenticum), и от других, так называемых, дифтероидов.

Существуют три основных биотопа дифтерийной палочки: gravis, intermedius и mitis. Они несколько различаются по морфологическим, культуральным, биохимическим и другим свойствам (см. приложение).

Деление дифтерийных бактерий на биотопы было произведено с учетом того, при каких формах течения дифтерии у больных они выделяются с наибольшей частотой. Тип gravis чаще выделяется от больных с тяжелой формой дифтерии и вызывает групповые вспышки. Тип mitis вызывает более легкие и спорадические случаи заболеваний, а тип intermedius занимает промежуточное положение между ними. Некоторые штаммы имеют настолько смешанные характеристики, что их трудно отнес​ти к какому-то определенному типу. Существенно, однако, что токсигенные штаммы всех трех биотопов продуцируют идентичный токсин, большинство нетоксигенных или слаботоксигенных штам​мов соответствует типу mitis.

Антигенная структура (АС):

АС  коринебактерий очень гетерогенна и мозаична. У возбудителей дифтерии всех трех типов обнаружено несколько десятков соматических антигенов, по которым их делят на серотипы. В России принята серологическая классификация, по которой различают 11 серотипов дифтерийных бактерий, из них 7основных (1-7) и 4 дополнительных, редко встречающихся сероти​пов (8-11). Шесть серотипов (1, 2, 3, 4, 5, 7) относятся к типу gravis, а пять (6, 8, 9, 10, 11) — к типу mitis. Недостатком метода серотипирования является то, что многие штаммы, особенно нетоксигенные, обладают спонтанной агглютинацией или полиагглютинабельностью.

Для дифференциации дифтерийных бактерий предложены также раз​личные схемы фаготипирования.

Резистентность возбудителей дифтерии:

 Дифтерийные бактерии значительно устойчивы во внешней среде. В дифтерийной пленке, в капельках слюны, на ручках дверей, детских игрушках сохраняются до двух недель. В воде и молоке выживают в течение 6-20 дней. В мелкодисперсном аэрозоле дифтерийные бактерии сохраняют жизнеспособность в течение 24-48 ч. C.diphtheria проявляет большую устойчивость к низ​ким температурам, но быстро погибает при высокой температуре: при 60 °С — в течение 15-20 мин, при кипячении — через 2-3 мин. Неблагоприятно на них действуют прямые солнечные лучи. Все дезинфицирующие вещества (лизол, фенол, хлорамин и другие) в обычно применяемой концентрации уничтожают ее за 5-10 мин. Однако возбудитель дифтерии хорошо переносит высушивание, и может долго сохранять жизнеспособность в высохшей слизи, слюне, в частичках пыли. 
Эпидемиология.  К дифтерии восприимчивы люди любого возраста. Ранее дифтерия считалась заболеванием преимущественно детского возраста.

Единственным источником заражения является человек — больной, выздоравли​вающий или здоровый бактерионоситель. Заражение происходит воздушно-капельным, воздушно-пыле​вым путем, а также, через различные предметы, бывшие в употреблении у больных или здоровых бактерионосителей: посуда, книги, белье, игрушки и т. п. В случае инфицирования пищевых продук​тов (молоко, кремы и т. п.) возможно заражение алиментарным путем.

 Наиболее массивное выделе​ние возбудителя имеет место при острой форме заболевания. Больной дифтерией заразен в течение всего периода болезни и части периода выздоровления. Средний срок бактерионосительства у выздоравливающих варьирует от 2 до 7 нед, но может продолжаться и до 3 мес.

 Необходимо отметить, что число носителей токсигенных дифтерийных бактерий в сотни раз превышает количество больных дифтерией.  В очагах дифтерии носителями могут быть до 10% и выше здоровых лиц. Именно они имеют наибольшее эпидемиологическое значение, являясь основными распространителями дифтерии способствуя сохранению возбудителя в природе. Различают транзиторное носительство, когда токсигенные дифтерийные микробы выделяются во внешнюю среду в течение 1-7 дней, кратковременное – 7-15 дней, средней продолжительности (15-30 дней), и затяжное – более одного месяца. Более продолжительное носительство коринебактерий выявляется у лиц, которые общаются с больными дифтерией, у лиц с патологическими изменениями миндалин и с хроническими инфекциями верхних дыхательных путей. Сезонные подъемы заболеваемости приходятся на осеннее-зимний период

Патогенез. Факторы патогенности.  Возбу​дитель может проникнуть в организм человека через слизистые оболочки различных органов или через поврежденную кожу. 

Клинические проявления обусловлены воздействием на организм экзотоксина, состоящего из четырех фракций: некротоксин, истинный токсин, гиалуронидаза и гемолизирующий фактор.

Инвазивные свойства возбудителя связаны с гиалуронидазой, нейраминидазой и протеазой.

(Токсический гликолипид содержится в клеточной стенке возбудителя. Он представляет собой 6-6'-диэфир трегалозы, содержащий коринемиколовую кислоту  и коринемиколиновую кислоту в эквимолярных отношениях (трегалозо-6,6'-дикоринемиколат). Гликолипид оказывает разрушающее действие на клетки ткани в месте размножения возбудителя).

Под воздействием некротоксина в месте входных ворот инфекции возникают некроз поверхностного эпителия, повышенная проницаемость сосудов, замедляется кровоток, сосуды становятся ломкими. Происходит пропотевание жидкой части крови в окружающие ткани. Фибриноген, содержащийся в плазме, при контакте с тромбопластином некротизированного эпителия переходит в фибрин, который выпадает в виде фибринозной пленки. Так как слизистая ротоглотки покрыта многослойным плоским эпителием, развивается дифтеритическое воспаление, при котором фибринозный выпот, пронизывая всю слизистую оболочку, плотно спаян с окружающей тканью. На слизистых с однослойным эпителием (гортань, трахея, бронхи) развивается крупозное воспаление, при котором пленка легко отделяется. Действием некротоксина обусловлено снижение болевой чувствительности, отек тканей в месте входных ворот, в области регионарных лимфатических желез и подкожной клетчатки шеи.

Вторая фракция дифтерийного токсина – истинный токсин, по своей структуре сходный с цитохромом Б, что ведет к блокированию клеточного дыхания. Проникая в клетку, токсин замещает цитохром Б, что ведет к блокированию клеточного дыхания, гибели клеток, нарушению функции различных органов: центральной и периферической нервной системы, сердечно-сосудистой системы, почек, надпочечников.

Третья фракция токсина – гиалуронидаза, разрушает гиалуроновую кислоту, являющуюся основой соединительной ткани. При этом повышается проницаемость сосудов и других тканей, что усугубляет развитие отека.

Четвертая фракция токсина является гемолизирующим фактором и обусловливает развитие геморрагического синдрома. Таким образом, клинические проявления дифтерии обусловлены местным и общим действием токсина.

Дифтерийные микробы остаются в месте входных ворот. В ответ на воздействие дифтерийного токсина вырабатываются антитоксины. Эта иммунная реакция в комплексе с другими защитными механизмами обеспечивает уменьшение интоксикации и клинических проявлений заболевания, приводит к развитию антитоксического иммунитета.

При заражении заболевают далеко не все инфицированные. В высокоиммунном организме токсин обезвреживается в месте входных ворот, где он связывается антителами и развивается “здоровое носительство”.

При недостаточном антитоксическом иммунитете, особенно если организм подвергается ослабляющему влиянию дополнительных факторов, может возникнуть заболевание, при этом его клинические проявления будут иметь не всегда типичный характер.

Полное отсутствие антитоксического иммунитета ведет к заболеванию дифтерией.

Экзотоксин синтезируется в виде неактивного предшественника. Его активация осуществляется собственной бактериальной протеазой, которая разре​зает полипептид на два связанные между собой дисульфидными связями пептида: А и В. Пептид В выполняет акцепторную функцию — он распознает рецептор, связывает​ся с ним и формирует внутримембранный канал, через который проникает в клетку пептид А и реализует биологическую активность токсина, которая приводит к подавлению синтеза белка рибосомами. Токсин синтезируют только такие C.diphtheria, которые несут в своей хромосоме гены умеренного конвертирующего профага.. Утрата клеткой профага или мутации в tox-опероне делают клетку малотоксигенной. Напротив, лизогенизация нетоксигенных C.diphtheria конвертирующим фагом превращает их в токсигенные бактерии. Доказано, что токсигенность дифтерийных бактерий зависит от лизогенизация их конвер​тирующими tox-коринефагами. Коринефаги интегрируются в хромосому коринебактерий с помощью механизма сайт-специфической рекомбинации.

В связи с тем, что дифтерийный токсин в организме больных оказывает избирательное и специфи​ческое воздействие на определенные системы (поражаются в основном симпатико-адреналовая систе​ма, сердце, сосуды и периферические нервы), то, очевидно, он не только угнетает биосинтез белка в клетках, но и вызывает другие нарушения их метаболизма.

Клиника. В зависимости от локализации процесса различают дифтерию ротоглотки,, дыхательных путей, носа, глаз, редкой локализации (кожа, половые органы) и комбинированную (см. приложение).

Наиболее часто встречается дифтерия ротоглотки (85-90%). Инкубационный период — 2-10 дней. Локализованная дифтерия ротоглотки может быть островчатой и пленчатой. Для первой характерно постепенное начало заболевания. Появляются небольшая слабость, невысокая температура 37,5- 37,8, нерезкая головная боль и незначительные боли в горле, усиливающиеся при глотании. При пленчатой форме наблюдается более острое начало заболевания. В обоих случаях на поверхности миндалин появляется серовато-белый пленчатый налет, плотно спаянный с подлежащей тканью. При попытке снять налет – возникает кровотечение. 

При распространенной форме налеты распространяются за пределы миндалин, на дужку языка, заднюю стенку глотки. Углочелюстные лимфоузлы увеличиваются до 2,5 см в диаметре. Токсическая форма характеризуется выраженным отеком тканей ротоглотки, отеком подкожной клетчатки шеи разных степеней. 

Более тяжело протекает гипертоксическая форма дифтерии, при которой смерть может наступить в первые 3-4 дня болезни Тяжесть течения определяется развитием ИТШ. Высока вероятность развития раннего миокардита, определяющего неблагоприятный прогноз.

Опасна также дифтерия дыхательных путей, одним из проявлений которой является развитие истинного крупа. 

Возможно также развитие полинейропатии как у больных с тяжелыми формами заболевания, так и при локализованной дифтерии. В отдельных случаях при затяжном течении возможны стойкие парезы и контрактуры, приводящие к инвалидности.

 Таким образом, клиника дифтерии складывается из сочетания местных симптомов, зависящих от локализации вход​ных ворот, и общих симптомов, обусловленных отравлением токсином и проявляющихся в виде адинамии, вялости, бледности кожных покровов, понижения кровяного давления, миокардита, пара​лича периферических нервов и других нарушений. Дифтерия у привитых если и наблюдается, то протекает, как правило, в легкой форме и без осложнений. Летальность в период до применения серотерапии и антибиотиков составляла 50—60%, ныне — 3-6%.

Постинфекционный иммунитет:

Прочный, стойкий, фактически пожизненный, повторные случаи заболевания наблюдаются редко — у 5-7% переболевших. Иммунитет носит не антибактериальный, а антитоксический характер, меньшее значение имеют антимикробные антитела.

Лабораторная  диагностика   дифтерии.

1. Материалом для исследования являются отделяемое слизистой оболочки зева, носа, глаза, уха, влагалища, отделяемое раны.

Способ забора материала для исследования зависит от локализации процесса (см. приложение).

При любой локализации процесса обязательно исследуют слизистую зева и носа. Материал собирают ватным тампоном, для чего используют металлическую проволоку, желательно алюминиевую, на один конец которой плотно накручивают вату. Затем тампон монтируют в корковую пробку, помещают в пробирку и стерилизуют в печи Пастера при темп. 1600 в течение часа или в автоклаве при темп 1120. 

Примечание:

1. материал собирают натощак либо не ранее чем через 2 часа  после еды и не ранее чем через 4 дня после лечения антибиотиками.

2. Если материал берут из зева и носа, то пробирки с обоими тампонами надписывают и связывают вместе. Посевы делают раздельно и исследование материала из каждого тампона ведут как самостоятельную работу.

3. Материал, собранный сухим тампоном должен быть посеян не позднее чем через 2-3 часа после забора. При необходимости транспортировки собранного материала тампон предварительн смачивают 5% раствором глицерина в изотоническом растворе хлорида натрия.

Бактериоскопичесское исследование.        Материал берут двумя стерильными тампонами, один для приготовления мазков, другой - для посева. Мазки красят по Граму, метиленовым синим (по Леффлеру), по Нейссеру.

Применение люминесцентной микроскопии позволяет повысить эффективность исследования. При этом C.diphtheria можно отличить от других коринебактерий по коричнево-красному свечению зёрен волютина, которое они приобретают после окраски флюорохромом-корифосфином. Цитоплазма даёт зелёное или жёлтое свечение 

Рекомендуется реакция непрямой иммунофлюорисценции с меченной противодифтерийной сывороткой. Однако коринебактерии дифтерии часто изменяют свою морфологию, в частности при санации зева антибиотиками, поэтому для идентификации возбудителя проводят бактериологическое исследование.

 Бактериологическая диагностика основана на выделении чистой культуры возбудителя и его идентификации по культурально-морфологическим, биохимическим и токсигенным свойствам.

Бактериологические исследования на дифтерию проводят в трех случаях:

1) для диагностики дифтерии у детей и взрослых с острыми воспалительными процессами в области зева, носа, носоглотки;

2) по эпидемическим показаниям лиц, находившихся в контакте с источником возбудителя дифтерии;

3) лиц, вновь поступающих в детские дома, ясли, школы-интернаты, другие специальные учреждения для детей и взрослых, с целью выявления среди них возможных бактерионосителей дифтерийной палочки.

Материалом для исследования служат слизь из зева и носа, пленка с миндалин или других слизистых оболочек, являющихся местом входных ворот возбудителя.

Материал засевают на элективные среды - свёрнутую сыворотку и теллуритовую среду Клауберга (питательный агар с теллуритом натрия, глицерина и дефибринированной кровью) для получения чистой культуры .На этих средах задерживается рост кокков и другой микрофлоры зева ,что способствует размножению коринебактерий дифтерии .

C.diphtheria образует на свёрнутой сыворотке мелкие круглые колонии с уплотнением в центре .При сплошном росте поверхность культуры напоминает «шагреневую кожу».На теллуритовой среде коринебактерии дифтерии биовар gravis формирует колонии серо-чёрного цвета с радиальной исчерченностью поверхности ,напоминающие цветок маргаритки ,биовар mitis- круглые выпуклые колонии чёрного цвета вследствие интенсивного восстановления теллурита .Выделенную культуру дифференцируют от сходных с ней  непатогенных коринебактерий по морфологическим особенностям, ферментации сахарозы ,глюкозы ,крахмала, токсигенности и антигенным признакам .

Обнаружение токсигенности:

Для обнаружения токсигенности дифтерийных бактерий можно использовать следующие способы:

1. Биологические пробы на животных. Внутрикожное заражение морских свинок фильтратом буль​онной культуры дифтерийных бактерий вызывает у них некроз в месте введения. Одна минимальная смертельная доза токсина (20-30 нг) убивает морскую свинку весом 250 г при подкожном введении на 4-5-й день. Наиболее характерным проявлением действия токсина является поражение надпочеч​ников (они увеличены и резко гиперемированы).

2. Заражение куриных эмбрионов — дифтерийный токсин вызывает их гибель.

3. Заражение культур клеток — дифтерийный токсин вызывает отчетливый цитопатический эффект.

4. Метод твердофазного иммуноферментного анализа с использованием меченных пероксидазой антитоксинов.

5. Использование ДНК-зонда для непосредственного обнаружения tox-оперона в хромосоме дифте​рийных бактерий.

 7.Метод  преципитации  в  геле.

Однако, наиболее простым и распространенным способом определения токсигенности дифтерийных бактерии является серологический — метод преципитации в геле. Суть его состоит в следующем. Полоску стерильной фильтровальной бумаги размером 1,5х8см смачивают антитоксической про​тиводифтерийной сывороткой, содержащей 500АЕ в 1 мл, и наносят на поверхность питательной среды в чашке Петри (агар, содержащий 15-20% лошадиной сыворотки ,0.3% мальтозы и 0.03% цистина). Чашку подсушивают в термостате 15-20 мин. Испытуемые культуры засевают бляшками по обе стороны от бумаги на расстоянии 0.6-0.8 см от края. На одну чашку засевают несколько штаммов, один из которых, заведомо токсигенный, служит контролем. Чашки с посевами инкубируют при 37 °С, результаты учитывают через 24-48 ч. При размножении токсигенных культур в месте соединения токсина с антитоксином в плотной питательной среде образуется преципитат в виде белых линий-«усов».

Полоски неспецифической преципитации (они образуются, если в сыворотке кроме антитоксина присутствуют в небольшом количестве другие антимикробные антитела) появляются поздно, выражены слабо и никогда не сливаются с полоской преципитации контрольного штамма.

. 

     В случае выделения нетоксигенной культуры ставят дополнительные пробы на цистиназу, уреазу и реакцию агглютинации с агглютинирующей дифтерийной сывороткой .

1.Проба Пизу (для определения цистиназы).

   В столбик питательного агара с цистином уколом засевают исследуемую культуру .Посевы инкубируют при t=37 гр.С до следующего дня .

   Истинные коринебактерии дифтерии вызывают почернение среды по ходу посева (в результате образования сульфида свинца), вокруг которого появляется зона коричневого цвета ,а на глубине 1 см. от поверхности агара в среде образуется коричневая «облачко» .

2.Проба Закса (для определения уреазы).

   Готовят спиртовой раствор мочевины и раствор индикатора- фенолового красного ,который перед употреблением смешивают в соотношении 1:9 и разливают по 1-2 мл. в агглютинационные пробирки .Затем исследуемые бактерии петлёй вносят и растирают по стенке пробирки .После 20-30мин. инкубации при t=37гр.С наблюдают расщепление мочевины уреазой ,в результате чего среда приобретает красный цвет .

Для оценки уровня противодифтерийного иммунитета ранее широко применялась проба Шика. С этой целью внутрикожно детям вводилась 1/40 Dim токсина для морской свинки в объеме 0,2 мл. При отсутствии антитоксического иммунитета через 24-48 ч на месте введения появляется краснота и припухлость диаметром более 1 см. Такая положительная реакция Шика свидетельствует либо о полном отсутствии антитоксина, либо о том, что его содержание составляет менее 0,001 АЕ/мл крови. Отрицательная реакция Шика наблюдается, когда содержание антитоксина в крови выше 0,03 АЕ/мл. При содержании антитоксина ниже 0,03 АЕ/мл, но выше 0,001 АЁ/мл реакция Шика может быть или положительной, или, иногда, отрицательной. Кроме того, сам токсин обладает выраженным аллергенным свойством. Поэтому для определения уровня противодифтерийного иммунитета (коли​чественное содержание антитоксина) лучше пользоваться РПГА с эритроцитарным диагностикумом, сенсибилизированным дифтерийным анатоксином.

Лечение:

 Специфическим средством лечения дифтерии является применение противодифтерийной антитоксической сыворотки, содержащей не менее 2000 ME в 1 мл. Сыворотку вводят внутримышеч​но в дозах от 10 000 до 400 000 ME в зависимости от тяжести течения болезни. Эффективным методом лечения является применение антибиотиков (пенициллины, тетрациклины, эритромицин и др.) и сульфаниламидных препаратов. С целью стимулирования выработки собственных антитоксинов можно использовать анатоксин. Для освобождения от бактерионосительства следует использовать те антибиотики, к которым данный штамм коринебактерий высокочувствителен.

Специфическая профилактика:

 Основным методом борьбы с дифтерией является массовая плановая вакцинация населения. Для этой цели используются различные варианты вакцин, содержа​щих дифтерийный анатоксин: АКДС, АДС, АДС-М, АД и АД-М. АКДС — адсорбированная (на гидроокиси алюминия) взвесь коклюшных бактерий, убитых формалином или мертиолятом (20 млрд. в 1 мл), 30 флоккулирующих единиц дифтерийного и 10 единиц связывания столбнячного анатоксинов в 1 мл. Этой вакциной прививают детей с 3-месячного возраста. Курс вакцинации состоит из трех внутримышечных инъекций по 0,5 мл с интервалом в 1,5мес. Первую ревакцинацию АКДС-вакциной проводят через 1,5-2 года после законченной вакцинации однократно в дозе 0,5 мл. Последующие ревакцинации проводят вакциной АДС-М однократно в дозе 0,5 мл в 9 и в 16 лет, а затем через каждые 10 лет — в возрасте 26, 36, 46, 56 лет.

Вакцина АДС-М содержит уменьшенное количество антигенов — 10 флоккулирующих единиц дифте​рийного и 10 единиц столбнячного анатоксинов в 1 мл, адсорбированных на гидроокиси алюминия.

Вакцина АДС содержит только дифтерийный и столбнячный анатоксины (60 и 20 единиц соответственно в 1 мл) и применяется для прививок детей, переболевших коклюшем, а также в возрасте старше 3 лет.
               Диагностические, профилактические и лечебные препараты.

1.Дифтерийный адсорбированный очищенный анатоксин (АД).   Дифтерийный экзотоксин обезвреживают формалином при нагревании, а затем очищают от балластных веществ, концентрируют и адсорбируют на гидрате оксида алюминия.

Применяют для проведения активной иммунизации против дифтерии. Входит в состав адсорбированного дифтерийно-столбнячного анатоксина  АДС и адсорбированной  коклюшно-дифтерийно-столбнячной вакцины- вакцина  АКДС.

2. Противодифтеритическая антитоксическая сыворотка.   Получена из крови лошадей, гипериммунизированных дифтерийным анатоксином .Очищена и концентрирована методом диаферм-3.Активность сыворотки измеряется в международных единицах .Применяется для экстренной профилактики и лечения дифтерии .

3. Агглютинированная противодифтерийная сыворотка (поливалентная и типовая).    Применяется для дифференцировки коринебактерий дифтерии от дифтероидов.

4. Антибиотики: тетрациклин, эритромицин.

Коклюш и паракоклюш

Коклюш и паракоклюш - острые инфекционные заболевания, характеризующиеся развитием приступов судорожного кашля и умеренной общей интоксикацией.

Этиология. Возбудитель коклюша- Bordetella pertussis, а паракоклюша – B. Parapertussis грамотрицательные палочки, 

Культуральные свойства. 

Антигенные свойства.

 Резистентность. Чрезвычайно чувствительны к внешним воздействиям, при температуре +560С гибнут через 10-15 мин. Не переносят высушивание, ультрафиолетовое облучение.
Эпидемиология. Источником инфекции является больной человек с 1-го дня и до 4-6 недели болезни, особенно в катаральном и начале судорожного периода, когда коклюшные бактерии из секрета верхних дыхательных путей выделяются в 90-100% случаев. Наибольшее эпидемиологическое значение имеют больные с атипичными формами болезни, стертыми, легкими, поскольку коклюш у них не диагностируется. Такие формы болезни нередко возникают у детей старшего возраста и у взрослых.. Инфекция передается воздушно-капельным путем, но не является летучей,для заражения необходим тесный и длительный контакт. Заболеваемость повышается осенью и зимой.

Патогенез. Входные ворота для возбудителя – респираторный тракт, где развивается катаральное воспаление.  В результате размножения возбудителя и выделения токсина происходит постоянное раздражение рецепторов дыхательных путей, откуда импульсы поступают в ЦНС –в кашлевой центр, и создается стойкий очаг возбуждения типа доминанты. Сформировавшийся очаг возбуждения обусловливает приступы судорожного кашля, при этом он может быть вызван и неспецифическими разражителями. Поскольку кашлевой и дыхательный центры находятся рядом, то возбуждение может иррадиировать на последний, приводя к остановке дыхания - апное

Клиника. Инкубационный период 2-14 дней. Заболевание начинается постепенно. Вначале появляются небольшой кашель, насморк, субфебрильная температура, что продолжается около двух недель. Затем кашель постепенно усиливается, и появляются первые приступы судорожного кашля, признаки которого бывают настолько типичными, что легко распознаются. Это кашель, сопровождающийся серией кашлевых толчков, сменяющийся глубоким свистящим вдохом (репризом). Таких циклов во время приступа может быть от 2до 15 и болльше. После приступа выделяется вязкая стекловидная макрота, появляется рвота. Во время приступа больные возбуждены, лицо гиперемировано с цианотичным оттенком, язык высовывается изо рта, нередко травмируется уздечка языка. После приступа наблюдается резкая слабость, вялость, адинамия, наступает сон. Число приступов в течение суток зависит от тяжести болезни и колдеблется от 5 до 50. Период судорожного кашля продолжается 3-4 недели, затем наступает период разрешения – приступы становятся все реже и исчезают, но еще 3-4 недели сохраняется кашель. У взрослых и детей старших возрастных групп приступы судорожного кашля встречаются редко. Обычно у них диагностируется бронхит с упорным кашлем, скудной мокротой.

При тяжелых формах болезни, встречающихся наиболее часто у детей раннего возраста, болезнь может осложниться остановкой дыхания с последующей асфиксией. Стертые формы болезни наблюдаются у детей, получивших прививки.

Осложнением коклюша являются стеноз гортани (круп), бронхиты, бронхиолиты, пневмонии, ателектазы легкого.

Паракоклюш – острая инфекция, сходная по клинике с коклюшем, но протекающая более легко. Заразный период обычно не превышает 2 нед. Осложнения редки. Летальных исходов не наблюдается.

Иммунитет

Микробиологическая диагностика

В катаральный период диагностировать коклюш и паракоклюш можно только на основании бактериологического подтверждения. В период спастического кашля диагноз не представляет трудностей. Частота выделения возбудителя уменьшается после 1-й недели заболевания.
 Для бактериологической диагностики коклюша материал получают двумя способами.

1. Получение материала методом "кашлевых пластинок". Микробы-возбудители локализуются на слизистой оболочке верхних дыхательных путей, а также в бронхах и бронхиолах между клетками мерцательного эпителия и выделяются при кашле. Поэтому, если в момент появления кашля поднести ко рту больного (на расстоянии 8-10 см) открытую чашку с  соответствующей питательной средой и подержать ее несколько секунд (на протяжении 6-8 кашлевых толчков), то поверхность среды будет инфицирована коклюшными микробами.

2. Получение материала с помощью тампона. Маленький ватный тампон на тонкой эластичной проволоке, согнутой под тупым углом, вводят через рот, проводят над входом в гортань и снимают слизь с задней стенки глотки. Посев на чашки - немедленно.

 Чашки необходимо быстро поместить в термостат, а если необходима транспортировка, то в процессе ее чашки нужно сохранять при температуре, близкой к 370 (завернуть и положить на грелку).

В качестве питательной среды используют казеиново-угольный агар (КУА) с кровью или картофельно-глицериновый агар Борде-Жангу (см. приложение). Инкубируют посевы в течение 5 дней, ежедневно просматривая их с помощью лупы с целью обнаружения типичных колоний. На 4-5 день ставят ориентировочную реакцию агглютинации на стекле. Проводят микроскопию мазков, в том числе с помощью иммунофлюоресцентного метода. Для получения чистой культуры пересевают колоний на среды КУА или Борде-Жангу и на 6-7 день ставят реакцию агглютинации выделеной чистой культуры с адсорбированными видоспецифическими  сыворотками

Ретроспективным диагностическим критерием является обнаружение антител в сыворотке крови методами РСК, РПГА. Сыворотки исследуют с интервалом в 10-14 дней, диагностический титр 1:80 и выше.
Лечение и специфическая профилактика. Антибактериальную терапию назначают детям раннего возраста и больным тяжелыми и осложненными формами коклюша. Применяют гентамицин, левомицетин, тетрациклин, азитромицин, кларитромицин, эритромицин в течение 12-14 дней. Кроме того, используют специфический противококлюшный ¥-глобулин внутримышечно по 3 мл ежедневно 3 дня. При частых приступах применяют седуксен, аминазин. Проводят десенсибилизирующую и витаминотерапию.

Специфическая профилактика. Детям в возрасте до 1 года и непривитым контактным с больными коклюшем вводят человеческий (противокоревой) иммуноглобулин по 3 мл 2 дня подряд. 

Проводят активную иммунизацию вакциной АКДС. Паракоклюшем могут заболеть привитые АКДС и перенесшие коклюш.

Тесты рейтингового контроля

1. Туберкулезные микобактерии культивируют:

А.  На глицериновом картофеле

Б. На среде Леффлера

С. На среде Левенштейна

Д. На кровяном агаре

Е. На глицериновом агаре

Самостоятельная работа студентов

1. Просмотр демонстративного препарата: мазок, полученный из макроты больного туберкулезом после использования метода обогащения (окр. по Цилю-Нильсену).

2. Описать технику постановки внутрикожной аллергической пробы (реакция |Манту).

 Приложение


Техника постановки внутрикожной аллергической пробы

Смысл: Подтвердить диагноз некоторых инфекционных заболеваний (бруцеллез, туляремия, туберкулез и др).

Показания: Подозрение на бруцеллез, туляремию и другие инфекционные заболевания, а также выявление аллергии.

Что делать?
1. В шприц набирают 0,1 мл аллергена.

2. Обрабатывают место, где будут ставить внутрикожную аллергическую пробу 96% спиртом.

3. Тонкой иглой строго внутрикожно вводят аллерген, при подозрении на бруцеллез вводят бруцеллин, на туляремию - тулярин.

4. Результат читается через 24-48 часов после введения.

Результат:

При наличии заболевания в месте введения образуется болезненный инфильтрат с гиперемией, реже при резко положительной реакции наблюдается некроз кожи, увеличение лимфатических узлов.

Приложение

Материалы для исследования на дифтерию

	Материал
	Способ забора

	Слизь из зева
	Собирают тампоном на границе пораженного участка и здоровой слизистой оболочки.

	Слизь из носа
	Слизь из обеих ноздрей можно брать одним тампоном.

	Слизь из глаза
	 Собирают тампоном

	Гной из уха
	Собирают тампоном, смоченным в изотоническом растворе натрия хлорида.

	Отделяемое слизистой оболочки влагалища
	Собирают тампоном

	Отделяемое раны
	То же


Приложение

Приложение

Микробиологическая диагностика коклюша и паракоклюша (ход исследования):

	Время исследования
	Вид исследования

	1 день
	Посев на казеиново-угольный агар (КУА) с кровью или картофельно-глицериновый агар Борде-Жангу.

	2-5 день
	Инкубация при 35-360 в течение 5 дней, ежедневное исследование (с помощью лупы) для обнаружения типичных колоний.

	4-5 день
	1. Ориентировочная реакция агглютинации микробов из колонии на стекле.

2. Микроскопия мазков, окрашенных по Граму. 

3. Имунофлюоресценция мазков из колонии.

4. Пересев колоний на среды КУА или Борде-Жангу (в пробирках или на сектор чашки) для получения чистых культур.

	6-7 день
	Постановка реакции агглютинации выделеной чистой культуры с адсорбированными видоспецифическими  сыворотками.


Приложение

Микробиологическая диагностика  дифтерии (ход исследования): 

	Время исследования


	Вид исследования

	1 день
	Посев на плотные питательные среды (Клауберга 11, цистеинтеллурит-сывороточная, Бучина  и другие.)

	2 день
	1. Изучение выросших колоний, микроскопия мазков из подозрительных колоний.

2. Пересев изолированных колоний на 3 среды:

а) свернутую сыворотку

б) для определения токсигенности

в) для определения цистиназной активности

	3 день
	1. микроскопия мазков из олоний на сывороточные косячки.

2. Учет токсигенности и пробы на цистиназу.

3. Посев на "пестрый ряд".

4. Определение уреазной активности.

	4 день
	1. Учет сахаролитической активности бактерий.

2. Постановка реакции агглютинации с политиповой дифтерийной сывороткой.

3. Определение типа выделенной культуры с помощью монотиповых сывороток (по требованию эпидемиолога).


Приложение

Дифференциальные признаки некоторых медленнорастущих видов рода Mycobacterium
	Признаки
	М.tuberculosis
	M.bovis
	M.microti
	M.africanum
	M.kansasli
	M.avium

	Уреаза
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	Никотинамидаза
	+
	-
	+
	+
	+
	+

	Пиразинамидаза
	+
	V
	-
	+
	V
	+

	Восстановлениенитратов
	+
	-
	-
	-
	+
	-

	Синтез ниацина
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	Каталаза 68 °С
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	Образование пигмента
	-
	-
	-
	-
	
	-

	Рост при25 °С
	-
	-
	-
	-
	+
	V

	37 °С
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	40 °С
	+
	+
	
	
	+
	+


Примечание: + — признак положительный; V — признак непостоянный; — — признак отрицательный; ф — фотохромогенный.

 Приложение

Дифференциальные признаки, отличающие С. diphtheria от некоторых дифтероидов

	Виды коринебактерий
	Ферментация
	Уреаза
	Гемолиз
	Проба Пизу
	Синтез токсина

	
	Глюкоза
	Сахароза
	Крахмал
	
	
	
	

	С diphthenae
	+
	-(+)
	(+)(-)
	-
	+
	+
	+(-)

	С xerosis
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	С pseudodiphtheriticum
	-
	-
	-
	+
	-
	-а
	-


Примечание: (+) — признак положительный,(-) — признак отрицательный, (+)(-) — признак иногда положительный, иногда отрицательный, а — проба Пизу выявляет наличие цистиназы.

Приложение
Дифференциальные признаки биотопов gravis, intermedius и mitis.

	Признак
	gravis
	intermedius
	mitis

	Морфология
	Короткие, беспорядочно

 располагающиеся палочки, мало метахроматических гранул  
	Длинные полосатые палочки, мало гранул
	Длинные искривленные плеоморфные палочки, много гранул

	Колонии на кровяном агаре с теллуритом
	Серые или с черным центром, бледной периферией с радиальной исчерченностью, неровными краями, размер колоний через 24 ч. 2-3 мм, колонии ломкие при прикосновении   
	Маленькие, менее 1 мм в диаметре через 24 ч, серовато-чёрные

шероховатые или гладкие 
	Темно-серые, черные, гладкие, блестящие, через 24 ч диаметр1-2 мм, с ровными краями, мягкие, легко снимаются 

	Рост на бульоне
	Поверхностная пленка, бульон прозрачен, на дне осадок
	Тонкое гранулярное помутнение с последующим оседанием гранул на дно
	Диффузное помутнение с образованием осадка

	Ферментация крахмала
	+
	-
	-

	Гемолиз на кровяном агаре с эритроцитами

кроличьими
	+
	-
	+

	с эритроцитами бычьими
	—
	-
	+


Приложение
Схема лабораторной диагностики дифтерии 


            Слизь  из  зева  и  носа. Плёнки  миндалин  и  носоглотки  и  другое .

                                     

                                                                                                                                                                                 Бактериоскопическое                           Бактериологическое                                 Исследование                                            Исследование


Мазок,                        Мазок, окраска                      Посевы  на:

окраска                      по  Граму,                         1.Свёрнутую  сыворотку

корифосфином         метиленовым  синим        2.Кровяной  агар

(люминисцентная     по Леффлеру,                   3.Среду  Клауберга

 микроскопия)           по  Нейссеру 

      РИФ 

     ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫЙ                 Характер                        Мазок  по                           

                  ОТВЕТ                                       культур  и                        Граму,             

                                                                колоний                        метиленовым

                                                                                                       синим 

                                                                                                       по Леффлеру, 

                                                                                                       по  Нейссеру

                                                          Пересев на свёрнутую сыворотку

                                                                      (чистая культура)


                         Посев на        Гемолиз      Определение         Проба на       Проба на                           

                         «пёстрый 
                         токсигенности      цистиназу        уреазу
 

                              ряд» 










Слизь из зева и носа. Плёнки миндалин и носоглотки и другое.











