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Предисловие

 Методические рекомендации составлены с учетом специфики организации учебного процесса на кафедрах ИМО НовГУ и в соответствии с типовыми программами по частной микробиологии, эпидемиологии и инфекционным болезням. 

Рекомендации содержат основные теоретические положения, характеризующие возбудителей риккетсиозов, хламидиоза и микоплазмоза. В них излагаются клинико-патогенетические особенности вышеуказанных заболеваний, их эпидемиологическая характеристика, а также методы лабораторной диагностики, профилактики и лечения, основанные на современных научных данных.

Рационально использование рекомендаций при подготовке к практическим занятиям по вышеуказанным дисциплинам.

 РИККЕТСИОЗЫ. ЭПИДЕМИЧЕСКИЙ СЫПНОЙ ТИФ. 

БОЛЕЗНЬ БРИЛЯ. КУ-ЛИХОРАДКА.  

ХЛАМИДИОЗ. МИКОПЛАЗМОЗ.

1. Цель занятия: Изучить клинико-патогенетические особенности течения внутриклеточных инфекций, вызванных хламидиями и риккетсиями и оценить возможности их лабораторной диагностики. Изучить особенности биологии возбудителей, склонных к мембранному паразитизму.

2. Основные вопросы

1) Токсономическое положение риккетсий.

2) Возбудитель эпидемического сыпного тифа. 

3) Болезнь Брилля-Цинссера.

4) Возбудитель эндемического сыпного тифа.

5) Возбудитель лихорадки КУ.

6) Микробиологическая диагностика риккетсиозов. 

7) Специфическая профилактика и лечение.

8) Возбудитель хламидиозов. Таксономия и характеристика.

9) Микробиологическая диагностика и лечение.

10) Возбудители микоплазмозов. Таксономия и характеристика.

11) Микробиологическая диагностика и лечение микоплазмозов.

3.  Контрольные вопросы

1) Классификация риккетсиозов.

2) Биологическая характеристика риккетсий.

3) Эпидемиoлогия  сыпных тифов.

4) Классификация хламидиозов. Спектр заболеваний, вызываемых хламидиями в соответствии с серологическими вариантами возбудителей.

5) Особенности жизненного цикла возбудителей хламидиозов. Формы существования хламидий.

6) Особенности биологии микоплазм. Клиническая классификация микоплазмозов.

4. Основные теоретические положения

Риккетсиозы. Общая характеристика риккетсий.

Риккетсиозы – это группа трансмиссивных лихорадочных инфекционных болезней, которые вызываются внутриклеточными паразитами риккетсиями и близкородственными к ним микроорганизмами (бартонеллами, эрлихиями, коксиеллами). 

Основоположник учения о риккетсиях бразильский ученый да Роша-Лима впервые применил термин ”rickettsia” в 1916 г. в память об американском ученом Риккетсе, обнаружившим в 1909 году первого возбудителя этой группы заболеваний (возбудителя лихорадки скалистых гор) и доказавшим роль клещей в передаче этого заболевания.  

Большой вклад в изучение риккетсий внес чешский ученый Провачек, работавший в Сербии, который выделил из крови больного возбудителя сыпного тифа. И Риккетс и Провачек погибли в результате заражения теми возбудителями риккетсиозов, которых изучали.

В России изучением риккетсий и риккетсиозов занимался Н.Ф. Гамалея, который установил роль вшей в передаче сыпного тифа.  В дальнейшем формированием учения о риккетсиях и риккетсиозах занимался Н.Ф. Здродовский и его ученики.

Патогенные для человека и животных риккетсии представлены тремя родами - Rickettsia, Rochalimea и Coxiella, которые относятся к трибу Rickettsieae семейства Rickettsiaсeae (см. приложение 1). Род Rickettsia принято классифицировать на группу возбудителей сыпного тифа, группу возбудителей клещевой пятнистой лихорадки (пятнистая лихорадка скалистых гор), группу краснотелковых клещевых лихорадок (лихорадка цуцугамуши) (см. приложение 2). Из рода Coxiella наибольшее значение имеет C. burnetii, вызывающая Q-лихорадку. Из рода Rochalimea  наибольшее значение имеют возбудитель волынской лихорадки (R. quintana). Имеется также несколько патогенных для человека и животных видов возбудителей из триба Erlicheae (спорадические заболевания вызывают E.chaffensis, E. sennutsu).

Из семейства Bartonellaceae патогенным для человека является единственный вид Bartonella henselae - возбудитель болезни кошачьих царапин. 

Все многообразие заболеваний, вызываемых риккетсиями, наглядно отражено в МКБ-10. (см. приложение 3).

Следует отметить, что большинство видов риккетсий непатогенны для человека. Они обитают у членистоногих и не вызывают патологии у млекопитающих. 

Риккетсии - это неподвижные (за исключением R. coroni и R. sibirica) плеоморфные грамотрицательные бактериоподобные микроорганизмы, отличающиеся от других прокариот внутриклеточным облигатным паразитизмом и паразитирующие у различных видов членистоногих. 

По типу дыхания риккетсии относятся к аэробам. Спор не образуют. Плохо красятся анилиновыми красителями.

Плеоморфизм микроорганизмов связан с фазой инфекционного процесса. Так,  кокковидные гомогенные или зернистые бактерии до 0,1 мкм в диаметре, иногда располагающиеся в виде диплоформ (“гантелей”) (тип (а) по Здродовскому) типичны для всех видов риккетсиоза. Бациллярные (длинные палочковидные) или изогнутые двузернистые до 3-4 мкм в длину (типы (в) и (с) по Здродовскому), а также нитевидные (мицеллярные) формы до 10 мкм в длину (тип (д) по Здродовскому) характерны для начального периода развития инфекции. Иногда описывают короткие палочковидные формы, обычно выделяемые из тканей экспериментальных животных при интенсивном риккетсиозе. Все формы одинаково вирулентны.

В эволюционно-биологическом аспекте риккетсии занимают промежуточное положение между бактериями и вирусами. С вирусами их сближает высокое содержание липидов (46%) и низкое углеводов (4,1%), внутриклеточный и в ряде случаев даже внутриядерный паразитизм. Они не способны синтезировать НАД. Показано наличие двух форм существования риккетсий: вегетативные (тканевые), ответственные за размножение и покоящиеся, обеспечивающие их сохранение во внешней среде. 

В тоже время риккетсии имеют клеточную оболочку, по химическому строению сходную с бактериальной, ДНК и РНК, обладают собственной метаболической активностью (усваивают глутаматы, образуют АТФ). Автономный метаболизм позволяют осуществлять собственные энзимные системы (трансаминазы, глутаматоксидазная система). Кроме того, риккетсии размножаются бинарным делением, как все прокариоты. Особенностью является медленный процесс деления (время генерации 8-10 часов).

Риккетсии не растут на обычных питательных средах. Наиболее эффективно их культивирование осуществляется в желточных мешках куриных эмбрионов. Иногда для накопления возбудителя используют чувствительных животных. На культуре тканей выращивать риккетсии значительно труднее.

Риккетсии мало устойчивы к нагреванию. При температуре 50-560С они погибают через 10-30 мин., а при 800С - за минуту. Кипячение их убивает мгновенно. Инактивируются под действием различных дезинфицирующих веществ, быстро погибают под действием жирорастворителей. В высушенном состоянии и при низких температурах сохраняются длительное время.

Риккетсиозы встречаются во всех странах света. Одни из них являются эпидемическими антропонозами (эпидемический сыпной тиф и волынская лихорадка), другие - эндемическими зоонозами с природной очаговостью, где резервуаром являются мелкие млекопитающие (грызуны), а переносчиками – кровососущие членистоногие. 

Рассмотрим наиболее эпидемиологически значимые  среди риккетсиозов инфекционные заболевания.

Эпидемический сыпной тиф

Сыпной тиф - антропонозный риккетсиоз, характеризующийся развитием генерализованного пантромбоваскулита и проявляющийся тяжелой общей интоксикацией, менинго-энцефалитом, розеолезно-петехиальной сыпью и гепатоспленомегалией. 

В группу сыпного тифа входят: эпидемический вшиный сыпной тиф, вызываемый Ricketsia prowazekii и эндемический крысиный сыпной тиф, вызываемый Ricketsia typhi.

Эпидемический сыпной тиф - наиболее тяжело протекающий риккетсиоз. 

Риккетсия Провачека - наиболее крупная среди патогенных риккетсий грамотрицательная палочка. В окрашенных препаратах хорошо видна ее биполярность.

Культуральные свойства. Риккетсии культивируют в куриных эмбрионах (заражают в желточный мешок), в мышах, которых заражают в легочную ткань, и реже - в культурах клеток млекопитающих. Возбудитель паразитирует в цитоплазме эндотелиальных и мезотелиальных клеток, иногда в ядрах. Время генерации составляет 8 часов, оптимальная температура роста - 35 0С. Размножаются риккетсии в цитоплазме клеток эндотелия сосудов и серозных оболочек путем бинарного деления или путем мицеллярного дробления нитевидных форм. Образуя своеобразные колонии (включения) возбудитель может заполнять всю цитоплазму пораженной клетки.

Антигены. Риккетсии Провачека имеют 2 антигена: 1-ый – поверхностно расположенный термостабильный группоспецифический (свойственный всем возбудителям риккетсиозов группы сыпного тифа) антиген обладает иммуногенными свойствами и является протективным; 2-й – корпускулярный, термолабильный, видоспецифический антиген, присущий лишь риккетсиям Провачека. Полисахарид, входящий в состав термостабильного антигена идентичен полисахариду, содержащемуся в О-антигене протея ОХ19. Антигенными свойствами обладает и токсическая субстанция.

Эпидемиология. Основным источником эпидемического (вшиного, европейского) сыпного тифа является больной сыпным тифом или болезнью Брилла человек. Возбудитель передается от больного человека здоровому через укусы вшей – Pediculus humanus, причем эту роль выполняют в основном платяные вши. Головная и лобковая вши также могут инфицироваться риккетсиями, но они реже покидают своего хозяина и их роль в эпидемиологии сыпного тифа гораздо меньше. Кровососущие членистоногие являются  длительными носителями, так как передают риккетсии трансовариально потомству.

Трансмиссивный механизм заражения реализуется путем контаминации. Во время сосания вошь прокалывает кожу хоботком и потребляет кровь, освобождая при этом содержимое кишечника. Экскременты вшей содержат большое количество риккетсий. Сам по себе укус не заразен, т. к. в слюнных железах вшей риккетсий нет, но в месте укуса слюна вшей вызывает раздражение и человек, почесывая, втирает в ранку экскременты вшей. Оптимальная температура для существования вши - 30оС, поэтому, когда у зараженного ею человека температура тела повышается до 39-41оС, вошь стремится покинуть хозяина и поселяется на белье другого человека.

В период эпидемий сыпного тифа существовал так называемый “закон четвертого дня”: больной с сыпным тифом должен быть госпитализирован до 5-го дня болезни, так как с этого периода вошь, насосавшаяся крови больного становится заразной для окружающих.

Восприимчивость к болезни близка к 100%. Смертность среди не леченых больных 10-60%. Эпидемия в России 1914 г. унесла 25 млн. человеческих жизней. 

Патогенез. В прилегающем к укусу месте формируется инфильтрат. Возбудитель размножается в эндотелии прилегающих капилляров, а затем распространяется по крово- и лимфотоку, вызывая поражение прекапилляров, капилляров и артериол различных органов и тканей (за исключением печени, лимфатических сосудов и костного мозга) в виде острого инфекционного васкулита и периваскулита. 

Несколько генераций риккетсий приводят к гинерализации инфекции (поражаются сосуды головного мозга, кожи, коньюнктивы, надпочечников, миокарда, селезенки, почек и др.). Нередко развивается синдромом диссеминированного внутрисосудистого свертывания. Тромбоз, ишемия приводят к нарушению проницаемости сосудов, отеку, гипотензивному шоку. 

Среди факторов патогенности следует выделить образование термолабильного токсина, аллергическое и протективное действие антигенов, наличие фосфолипаз, которые за счет разрушения фагосом способствуют выживанию возбудителя в фагоцитах. Термолабильный токсин по химической структуре является белком, но он не может быть отнесен к экзотоксинам, так как неотделим от бактериальных клеток.  

 Клиника. Инкубационный период составляет 10-14 дней.

В симптомокомплекс заболевания входят лихорадка, головная боль, миалгии и пятнисто-папулезная сыпь, возникающая сначала на боковых поверхностях груди, спине, а позднее на сгибательных поверхностях рук. Специфическими симптомами являются “кроличьи глаза” (инъецированые сосуды склер), экзантема Розенберга (петехии на небе), пятна Киари-Авцина (пятна на коньюнктиве, обусловленные кровоизлияниями). Можно выявить симптомы поражения черепных нервов (симптом Говорова-Годелье - язык высовывается толчкообразно). Часто наблюдается гиперемия лица и верхней половины туловища.

Осложнения при сыпном тифе обусловлены панваскулитом. В стадии выздоровления могут присоединиться тромбофлебиты, тромбозы, иногда в тяжелых случаях развивается гангрена дистальных отделов конечностей.

Поражение ЦНС и развитие острой сердечной недостаточности могут явиться причинами смерти.

Иммунитет. После заболевания, закончившегося элиминацией возбудителя, формируется нестойкий антимикробный и антитоксический иммунитет. В сыворотке крови определяются антитела, нейтрализующие токсин, которые являются важным фактором гуморальной защиты. При недостаточной напряженности гуморального иммунитета возбудитель может персистировать в организме переболевших в течение длительного времени. В этом случае формируется нестерильный иммунитет. Возбудитель сохраняется в латентном состоянии в элементах системы мононуклеарных фагоцитов (например, в лимфоузлах). 

Болезнь Брилла – это эндогенный рецидив эпидемического сыпного тифа (наступающий, очевидно в результате ослабления иммунитета), проявляющийся у переболевших им через многие годы (10-20 и более лет) и характеризующийся спорадичностью случаев заболевания при отсутствии завшивленности, источника инфекции и очаговости (см. приложение 4.).

Особенности этиологии и эпидемиологии. Для болезни Брилла характерна отностительно малая концентрация возбудителя (риккетсии Провачека) в крови больных, в связи с чем выделить их удается реже по сравнению с эпидемическим сыпным тифом.

Все случаи болезни регистрируются в местности, где сыпной тиф не регистрируется в настоящее время, но все заболевшие в анамнезе имели сыпной тиф. Зачастую болезни Брилла предшествуют различные стрессы в виде пневмонии, хирургических операций, психических расстройств и т.д. В условиях завшивленности эти больные могут стать источником сыпного тифа.

Для болезни Брилла  характерно отсутствие сезонности заболевания. Регистрируется заболевание в основном у лиц старшей возрастной группы.

Особенности патогенеза, иммунитета, клиники. Патогенез не отличается от патогенеза сыпного тифа. Менее выражена риккетсиозная интоксикация. После заболевания развивается стойкий антитоксический и антиинфекционный иммунитет.

Заболевание характеризуется более легким течением, чем эпидемический сыпной тиф, но протекает с типичным клиническим симптомокомплексом.

Микробиологическая диагностика.

Материалами для исследования служат: кровь, взятая у больного в раннем периоде лихорадки, переносчики, органы зараженных животных (см. приложение 5).

Основными методами диагностики риккетсиозов являются серологические реакции и аллергическая проба. 

Выделение риккетсий в культуре клеток или в курином эмбрионе с диагностической целью применяется редко в связи с трудностями их культивирования. 

Биопроба применяется для дифференциации риккетсий Провачека от возбудителей эндемических риккетсиозов. Для этого самцу морской свинки внутрибрюшинно вводят кровь больного. При эндемических риккетсиозах в большинстве случаев развивается специфический периорхит, сопровождающийся накоплением риккетсий в мезотелии влагалищных оболочек яичка (положительный скротальный феномен).

Ранее для выделения возбудителя эпидемического сыпного тифа использовалась методика накопления его в желудке платяных вшей, которых кормили кровью больного.  

Бактериоскопия проводится на заключительном этапе. Для обнаружения риккетсий в переносчиках, органах зараженных животных и культурах клеток готовят препараты, окрашивают их по Романовскому-Гимзе (коковидные формы риккетсий приобретают розовато-красный цвет, а палочковидные приобретают голубоватый оттенок) или по методу Макиавелло в модификации П.Ф. Здродовского (риккетсии окрашиваются в ярко-розовый или рубиново-красный цвет, протоплазма клеток в голубой, а ядра в синий). 

Суспензии риккетсий из культур, а также из органов зараженного животного можно окрашивать по Морозову, т.е. производить серебрение. В этом случае риккетсии под микроскопом выглядят темно-коричневыми или угольно-черными на светло-коричневом фоне.

Возможно использование иммунофлюоресцентного метода.

Серодиагностика - наиболее распространенная и доступная группа методов.

Серологическое исследование проводится к концу первой недели заболевания в реакции агглютинации, РСК и РПГА.

Реакция агглютинации ставится в пробирках с двукратными разведениями исследуемой сыворотки крови (1:50, 1:100 и т.д.). К каждому разведению сыворотки в объеме 0,25мл добавляют по 0,25 мл соответствующего антигена. Через 18 ч инкубации учитывают результат реакции, не встряхивая пробирок.

++++ - полное просветление с нежным мелкозернистым осадном на дне пробирки в виде зонтика

+++ - неполное просветление с таким же осадком

++ - незначительное просветление с зернистым осадком

+ незначительный зернистый осадок

- реакция считается положительной при ++ и более

Реакция агглютинации при сыпном тифе становится положительной (1:100) с 4-5 дня болезни, антитела достигают максимального титра к 14-16 дню и держатся на этом уровне до 30-го дня, но через 3-5 месяцев после болезни они исчезают.

РСК позволяет провести внутригрупповую дифференциацию риккетсиозов. Ее ставят с использованием корпускулярных и растворимых антигенов риккетсий. Комплементсвязывающие антитела обнаруживаются с 5-6 дня болезни, достигают максимума к 14-16 дню. РСК при сыпном тифе строго специфична (даже в разведении 1:5 имеет диагностическое значение). Диагностические титры РСК с 6-7 дня болезни – 1:160 и выше.

На 12-20 день болезни достигают – 1:1280. У реконвалесцентов - 1:10. 

РПГА ставят с растворимым риккетсиозным антигеном, адсорбированном на поверхности эритроцитов. Исследуемые сыворотки разводят от 1:250 до 1:64000. В отличие от РСК в РПГА нельзя провести внутригрупповую дифференциацию риккетсиозов, но можно определить фазу инфекционного процесса по динамике титров антител.

Для дифференциации первичного сыпного тифа и болезни Бриля используют определение антител классов M и G. При первичном сыпном тифе в РПГА  c 5-6 дня IgM 1:1000 и выше, с 3-4 недели преобладает IgG. При болезни Брилла наблюдается быстрый подъем титра IgG до 1: 64000.

Для диагностики сыпного тифа предложен также иммуноферментный метод в модификации “захват” антител класса IgM.

Применяется также внутрикожная аллергическая проба, выявляющая гиперчувствительность замедленного типа.

Лечение и специфическая профилактика. Патогенные риккетсии всех видов чувствительны к антибиотикам группы тетрациклина (тетрациклин, хлортетрациклин, окситетрациклин). Тетрациклины угнетают окисление глутамата, что в свою очередь ведет к угнетению дыхательной функции риккетсий. Хорошие результаты дает применение препаратов группы левомицетина (хлоромицетин, хлорамфеникол, хлороцид). Реже применяется  пенициллин. Антибиотики не освобождают организм от риккетсий, но угнетают их рост. Устойчивость к антибиотикам у риккетсий не вырабатывается.

Для специфической профилактики против сыпного тифа используется сухая живая комбинированная сыпнотифозная вакцина штамма E (ЖКСВ-Е). Разработана также химическая сыпнотифозная вакцина - очищенный и концентрированный поверхностный растворимый антиген риккетсий Провачека. В настоящее время иммунизации подлежит только контингент с повышенным риском заболевания сыпным тифом.

Эндемический сыпной тиф

Эндемический (крысиный, блошиный) сыпной тиф – острый трасмиссивный риккетсиоз,  вызываемый Ricketsia typhi, характеризующийся доброкачественным течением с появлением на коже розеолезно-папулезной сыпи. 

По морфологическим и биологическим свойствам, устойчивости к факторам внешней среды Ricketsia typhi сходны с Ricketsia prowazekii. Патогенез и клиника заболевания соответственно также немногим отличаются от эпидемического сыпного тифа.

Эпидемиология. Очаги крысиного риккетсиоза имеются преимущественно в местностях с жарким или теплым климатом. Районы очагов эпидемического сыпного тифа в значительной степени совпадают с районами очагов крысиной чумы – это главным образом портовые города. Переносчиками заболевания являются крысиные блохи, крысиные вши, гамазовые клещи, которые паразитируют на крысах.

В эндемичном природном очаге действуют различные пути инфицирования: трансмиссивный – при укусах крысиных блох, воздушно-капельный путь – при попадании высушенного материала с риккетсиями на слизистую  оболочку верхних дыхательных путей и алиментарный путь – при употреблении в пищу продуктов, инфицированных больными животными. 

Особенности клиники. Инкубационный период равен 8-12 дням. Заболевание начинается быстрым подъемом температуры, которая держится около двух недель. На 6-7-й день появляется сыпь, продолжающаяся до 10-15 дней. 

В отличие от эпидемического сыпного тифа элементы сыпи могут быть на лице, стопах и подошвах. Заболевание, как правило, заканчивается выздоровлением. Летальность не превышает 0,6 %. Прогноз благоприятный.

После перенесенного заболевания возникает стойкий иммунитет. При этом остается невосприимчивость не только к Ricketsia typhi, но и к Ricketsia prowazekii.

При лабораторной диагностике  основную роль играют серологические реакции  (агглютинации, РСК, РПГА, ИФА и др.) с применением специфических антигенов риккетсий крысиного тифа. Дифференцировать риккетсиозы можно также по специфичности образуемого риккетсиями токсина, который определяют в реакции нейтрализации на мышах и в биологических пробах на морских свинках (см. приложение 5).

Биологическая проба - заражение материалом от больных самцов морских свинок – приводит к развитию периорхита (так называемый скротальный феномен), что характерно для возбудителей крысиного, но не эпидемического сыпного тифа.

Ку-лихорадка

Ку-лихорадка – острый природно-очаговый риккетсиоз, склонный к затяжному течению и проявляющийся интоксикацией, часто наличием атипичной пневмонии и полиочаговой симптоматики.

Деррик Е.Г. в 1937 г. впервые описал среди фермеров и рабочих местных фабрик в Южном Квинсленде (Австралия) случаи болезни, названные им Q-febris (от англ. “Query”- неясный, неопределенный), и в том же году в эксперименте на животных выделил возбудителя. 

Возбудителем Ку-лихорадки является Coxiella burnetii, который относится к роду Coxiella. Этот род риккетсий представлен одним видом.  К риккетсиям этого возбудителя отнесли на основании внутриклеточного размножения возбудителя в чувствительных клетках и связи с членистоногими переносчиками. Способность возбудителя проходить через бактериальные фильтры отличает его от представителей других риккетсиозов.  Кроме того, особенностью данного возбудителя является развитие популяции путем поперечного деления со спорогенезом. Поэтому более правильным представляется именовать заболевание, вызванное уникальной по биологическим свойствам бактерией Coxiella burnetii,    коксиеллезом.

 Характеристика возбудителя. Коксиеллы имеют форму палочек диаметром 0,2-0,4 мкм и длиной 0,4-1,0 мкм, изредка шаровидную 0,3-0,4 мкм (фильтрующиеся формы), иногда – диплобактерии. Они размножаются в фаголизосомах эукариотных клеток (адаптированы к кислому значению pH - 4,8). Коксиеллы образуют фильтрующиеся и L – формы. Не имеют жгутиков и капсул. Обычно грамотрицательны, но встречаются и грамположительные формы. Жизненный цикл складывается из двух стадий – вегететивной и покоящейся (споровой). 

Коксиеллы обладают собственными системами биосинтеза белка и мобилизации энергии, но являются как все риккетсии внутриклеточными паразитами. При этом они редко заполняют всю цитоплазму с образованием “музеровских клеток” даже при интенсивном инфицировании куриных эмбрионов или лабораторных животных.

Устойчивость. По сравнению с другими риккетсиями проявляют большую устойчивость к физическим и химическим факторам.

При +40С  сохраняют жизнеспособность в высохших испражнениях клещей, в шерсти и нехлорированной воде в течение года и более, в мясе – около месяца. В высохшей моче и крови животных сохраняют вирулентность в течение ряда недель. В зараженном молоке после длительной пастеризации при 600С   риккетсии погибают частично, а полная гибель происходит только при кипячении молока не менее 10 мин. Коксиеллы выживают при действии 1% фенола в течение 1 суток, 0,5% раствора хлорамина в течение 4 суток. Однако они очень чувствительны к жирорастворителям (спирт, эфир и др.).

Антигены. Антигенная активность коксиелл не является величиной постоянной, как у других риккетсий. Изменение антигенной активности названо фазовой вариацией. Выделены антигены I  и II фазы.

Культуральные свойства. Как и другие внутриклеточно паразитирующие виды риккетсий, коксиеллы в искусственных условиях не могут выращиваться на обычных питательных средах. Они хорошо размножаются в желточном мешке куриных эмбрионов при 350С  и в культурах клеток (куриные фибробласты, мышиные клетки –L и др.).

При размножении в культурах клеток мышиных эмбрионов и макрофагоподобных клетках отмечен “асимметричный” тип деления клеток-мишеней. Возникающие дочерние клетки становятся неравноценными. Одни из них по-прежнему остаются инфицированными коксиеллами, тогда как другие – свободны от возбудителя. Такой механизм обеспечивает персистенцию коксиелл в культуре клеток. Возможно, такая особенность объясняет хронизацию кокксиеллеза в организме человека.

Эпидемиология. Ку-лихорадка – природно-очаговая инфекция с разнообразными механизмами заражения.  Заболеваемость регистрируется в 51 стране. В Российской федерации из 89 административных территорий болезнь зарегистрирована в 50.  В Новгородской области эта инфекция пока не выявлена.

Различают два типа очагов болезни – первичные природные и вторичные сельскохозяйственные (антропургические). Переносчиками возбудителей в природных очагах являются иксодовые, частично гамазовые и аргасовые клещи (более 77 видов). Резервуар – клещи, грызуны, птицы, домашние животные и дикие млекопитающие. По количеству клещей, вовлекаемых в циркуляцию возбудителя в природе, лихорадка – КУ занимает первое место среди трансмиссивных заболеваний. Поэтому природные очаги коксиеллеза являются наиболее распространенными среди природно-очаговых инфекций. 

 Существование стойкого природного очага инфекции способствует заражению различных видов животных (крупного и мелкого рогатого скота, лошадей, верблюдов, собак, ослов, мулов, домашних птиц), которые выделяют возбудителя во внешнюю среду с мочой, испражнениями,  мокротой, молоком и околоплодными водами. Человек заражается в антропоургических очагах различными путями: алиментарным при употреблении инфицированного молока, водным – при питье зараженной воды, воздушно-пылевым при вдыхании пыли, контактным через слизистые оболочки или поврежденную кожу. Возможен и трансмиссивный путь, хотя и не имеет существенного эпидемиологического значения.

Больной человек может выделять возбудителя с мокротой, но обычно не является источником инфекции. Чаще болеют мужчины, занятые сельскохозяйственными работами, животноводством, убоем скота, обработкой шкур и шерсти животных, птичьего пуха и т.д. Заболеваемость наблюдается круглогодично. Повторные заболевания описываются редко.

Патогенез. Внедрение коксиелл не сопровождается реакцией в области входных ворот. Выделяют первичную лимфогенную и гематогенную дессиминацию, обусловленную внедрением возбудителя в клетки эндотелия, размножением его в макрофагах и гистиоцитах, и вторичную дессиминацию, связанную с выходом большого количества коксиелл в кровь и формированием вторичных очагов инфекции во внутренних органах.

Патоморфологические изменения характеризуются образованием очагов пролиферации элементов системы мононуклеарных фагоцитов, развитием периваскулитов без выраженного повреждения эндотелиальных клеток сосудов и умеренно выраженными дистрофическими процессами в различных внутренних органах (пневмония, гиперплазия пульпы селезенки и пр.) В процессе инфекции развивается реакция ГЗТ. Формируется напряженный иммунитет.

Клиника. ИП 3-32 дня. Заболевание начинается внезапно с озноба, быстрого повышения температуры до 39-400С  и развития общетоксического синдрома. Отмечается сильная головная боль, периорбитальные боли, артралгии, миалгии. У части больных возникают кашель, тошнота, рвота, боли в животе. Характерна выраженная гиперемия лица, инъекция склер. Может наблюдаться розеолезно-папулезная сыпь. Пневмония регистрируется у 35% больных. У большинства больных наблюдается гепатомегалия. 

 При тяжелом течении наблюдается бессонница, головокружение, делирий, менингиальные симптомы. Снижение температуры происходит литически, а через несколько дней она может снова подняться (волнообразный характер). Периодически отмечается брадикардия, умеренная гипотония. Клиническое распознавание болезни затруднено ввиду выраженного полиморфизма проявлений болезни, поэтому основу диагностики всех риккетсиозов составляют результаты микробиологических исследований.

Микробиологическая диагностика. Материал для исследования:  кровь или сгустки крови (в раннем периоде лихорадки), переносчики, органы зараженных животных (см. приложение 5).

При бактериоскопии производится окраска препаратов по Романовскому – Гимзе, по Кастанеде и Макиавело в модификации Здродовского.

Бактериологический метод основан на выделении возбудителя из крови, мокроты, ликвора, грудного молока или мочи с использованием тканевых культур.  Ввиду сложности данный метод с диагностической целью практически не производится.

Для биопроб используются морские свинки, белые мыши и хлопковые крысы, у которых через 7 дней после заражения обнаруживаются скопления c. burnetii в печени, селезенке и других органах. Иногда морских свинок заражают в тестикулы (0,3-0,5 мл крови).

Наиболее часто применяют серологические методы диагностики: РА, РСК и РИФ. 

Наиболее простым и высокочувствительным тестом является РА. Агглютинины, как правило, обнаруживаются в конце первой, начале второй недели болезни в титрах 1:8 – 1:16,  а на 3-4 неделе болезни титры достигают максимального значения 1:31-1:512. Со второго месяца титры агглютининов снижаются. У переболевших диагностические титры антител могут сохраняться в течение нескольких месяцев и даже лет.

В РСК обнаружение комплемент-связывающих антител зависит от фазового состояния корпускулярного антигена коксиелл Бернета, использованного в реакции. Антитела к антигену II фазы появляются с 9-го дня болезни и сохраняются до 11-23 лет, а антитела к антигену I фазы с 30-го дня болезни и сохраняются не более 2-3 лет. Положительную реакцию только с антигеном II фазы рассматривают как свидетельство острого патологического процесса. Обнаружение же антител к обоим фазовым вариантам коксиелл обычно говорит либо о хронической форме, либо о закончившейся излечением инфекции.

В РНИФ в качестве антигена используют корпускулярный диагностикум из коксиелл Бернета фазы II и I. Как и РА, РНИФ позволяет выявить антитела в более ранние сроки болезни, чем в РСК. На третьей неделе они выявляются в 95 и 59% соответственно.

Иммунологическая диагностика проводится также с помощью внутрикожной аллергической пробы с очищенным антигеном из c. burnetii. 

Лечение и профилактика. Для этиотропной терапии назначают антибиотики тетрациклинового ряда, левомицетин.  Однако эти антибиотики не дают столь быстрого терапевтического эффекта, как это наблюдается при других риккетсиозах, они мало эффективны при осложнениях (эндокардит, гепатит) и при хронических формах. Поэтому используют более длительные курсы антибиотиков и их комбинации. При тяжелых формах показаны глюкокортикостероиды.

По эпидемиологическим показаниям проводят активную специфическую профилактику с помощью живой вакцины из коксиелл, разработанной П.Ф. Здродовским и В.А. Генинг (1962). Сухая живая вакцина М-44 – это высушенная взвесь вакцинного штамма риккетсий Бернета (коксиелл), выращенного в курином эмбрионе. Вакцина наносится накожно, ревакцинация проводится через 2 года.

Для лиц, работающих с животными в зонах, эндемичных по бруцеллезу и Ку-риккетсиозу, возможно использование ассоциированной вакцины против бруцеллеза и Ку-лихорадки.

Хламидиоз

 Хламидиоз представляет собой группу инфекционных заболеваний, сходных по этиологии и патогенезу, но крайне разнообразных по локализации и отличающихся выраженным клиническим полиморфизмом.

Таксономическая характеристика хламидиозов. Возбудитель хламидиоза относится к порядку Chlamydiales, семейству Chlamydiaceae, которое включает единственный род Chlamydia, объединяющий три этиологически значимых в патологии человека вида: Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci и Chlamydia pneumoniae. По некоторым данным определенное значение может иметь Chlamydia pecorum (см. приложение 6). В основу подразделения хламидий на отдельные виды положены различия в их антигеном строении. Серологически внутри вида С. trachomatis выделяют 18 основных сероваров: серовары А-С выделяются в зонах, эндемичных по трахоме (коньюктивит хламидийной этиологии), серовары D-J – при различных клинических формах урогенитальной патологии человека, в том числе осложненных пневмонией и коньюктивитом, серовары L1-L3 соответствуют штаммам, выделенным у больных, имеющих клинические признаки венерической лимфогранулемы. Вид C. psittaci включает не менее 13 сероваров и т.д.

Характеристика возбудителя. Возбудители хламидиоза – мелкие грамотрицательные кокковидные бактерии, размер отдельных клеток составляет 0,25-1,5 мкм, при этом необходимо дифференцировать элементарные тельца с размерами 0,2-0,4 мкм и ретикулярные тельца – от 0,6 до 1,5 мкм. 

Возбудитель имеет характерный цикл развития, который заключается в смене инфекционной зрелой формы и неинфекционной вегетативной. Инфекционной формой, адаптированной к внеклеточному существованию является элементарное тельце. Эта форма существования возбудителя обеспечивает его внеклеточное выживание за счет прочности клеточной стенки, обусловленной ди- и триммерами белка МОМП, соединенными дисульфидными мостиками. Ретикулярное тельце - форма внутриклеточного существования паразита, очень лабильная вне клеток хозяина, метаболически активная, обеспечивающая репродукцию микроорганизма.

Структура клеточной стенки хламидий сходна по строению с таковой у грамотрицательных бактерий, но отличается отсутствием пептидогликанового слоя, что отчасти объясняет их умеренную окрашиваемость по способу Грамма. 

Хламидии являются облигатными внутриклеточными бактериями, для которых характерен энергозависимый паразитизм. Они имеют характерный дефицит ряда ферментных систем и не способны самостоятельно окислять глутамат, пируват, осуществлять фосфорилирование и эффективное окисление глюкозы. Хламидии используют АТФ и другие макроэргические соединения эукариотической клетки, а также конкурируют с клеткой за питательные вещества, витамины, кофакторы.

 Под влияние неблагоприятных факторов появляются аномальные формы хламидий, морфологически сходные с L – формами бактерий. В таком состоянии микроорганизм наименее чувствителен к действию антибиотиков. Принципиальное отличие L-подобных форм хламидий от L-форм эубактерий состоит в том, что к ним не применим биологический критерий – пассирование на питательных средах. Так как L-формы образуются из неинфекционных вегетативных форм, то и сами остаются неинфекционными. Однако персистирующий микроорганизм продолжает синтезировать белок теплового шока hps60, играющий важную роль в индуцировании аутоиммунного звена патогенеза.

Возбудители хламидиозов не растут в питательных средах. Их можно культивировать в желточном мешке куриных эмбрионов и культурах клеток. В тканях организма человека они обладают тропизмом к эпителиальным клеткам (цилиндрический эпителий). Их жизненный цикл протекает не только в клетках эпителия, но также в клетках гладкой мускулатуры, эндотелиальных клетках, моноцитах и макрофагах. Фагоцитоз хламидий макрофагами осуществляется с помощью псевдоподий, а для непрофессиональных фагоцитов характерна инвагинация участка плазмолеммы с адсорбированным элементарным тельцем в цитопазму и образованием фагоцитарной вакуоли. Фагоцитоз происходит тем интенсивнее, чем выше концентрация элементарных телец в пораженной ткани.  Особенностью элементарных телец является их способность стимулировать свой эндоцитоз чувствительной клеткой, а также ингибировать слияние лизосом с фагосомой, содержащей хламидии.  

Антигены. Хламидии имеют родоспецифический антиген липополисахарадной природы (ЛПС), обладающий эндотоксиноподобной пирогенной активностью. Видо- и типоспецифические антигены - термолабильные белки. Примерно 60% от общей массы мембранных белков составляет главный белок наружной мембраны (МОМP). Гликозидная часть МОМP вовлекается в процесс инфицирования клетки-хозяина.

Резистентность. Хламидии проявляют выраженную чувствительность к действию высокой температуры. Внеклеточные формы теряют инфекционность в течение 24-36 ч при комнатной температуре 35-370С. Концентрированные суспензии хламидий инактивируются в течение одной минуты при температуре от 95 до 1000С, через 5-10 мин – при температуре 700С, через 30 мин – при 500С. При нагревании до 300С в течение двух часов хламидии сохраняют жизнеспособность, но теряют свойство блокировать слияние лизосом с эндосомам. 

 Установлена возможность сохранения возбудителя в зараженном материале (хлопчатобумажная ткань) до двух суток при температуре 18-190С. Урогенитальные хламидии высокочувствительны к 700 этанолу, растворам 0,5% фенола, 2% лизола, 0,05% серебра нитрата, 0,1% калия йодида, 0,5%  калия перманганата, 25% перекиси водорода, 20% этилового эфира. Все виды чувствительны к действию коротковолновых и длинноволновых ультрафиолетовых лучей.

Эпидемиология. Хламидиозы относятся к зооантропонозным формам инфекционной патологии человека. Основным источником C. psittaci  являются птицы, среди которых насчитывается не менее 132 видов. Главными хозяевами других видов считаются животные и человек.

Пути передачи инфекции:

- Половой (при урогенитальных заболеваниях)

- Интранатальный (врожденный)

- При прохождении через родовые пути

- Аутоинфицирование (глаза, суставная полость)

- Контактный (трахома)

- Аэрогенный (респираторные формы, орнитоз)

- Бытовой

Наиболее эпидемиологически значимы аэрогенный, контактно-бытовой, половой и перинатальный пути инфицирования.

C. psittaci, передающаяся преимущественно аэрогенным путем (воздушно-пылевой и воздушно-капельный механизмы), вызывает орнитоз. Это природно-очаговое заболевание обычно возникает в птицеводческих хозяйствах. Наибольшее значение как источники инфекции имеют голуби, утки и попугаи. Эта форма хламидиоза  преобладает у сельских жителей и часто носит профессиональный характер. От человека к человеку заболевание не передается.

C. pneumoniae, также передающуюся аэрогенным путем (воздушно-капельный механизм), рассматривают в качестве возбудителя респираторных заболеваний человека (до 15%). Источником инфекции является только больной человек. По некоторым данным, помимо пневмонии, бронхита, фарингита C. pneumoniae могут играть роль в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний.

Наиболее распространенными среди хламидиозов считаются урогенитальные хламидиозы, вызываемые C. trachomatis. В настоящее время насчитывается более 20 нозологических форм, связанных с этим видом хламидий. Среди них: трахома, паховый лимфогранулематоз, синдром Рейтера, артрит, урогенитальные хламидиозы (см. приложение 6). Частота выявления хламидий у больных, страдающих воспалительными заболеваниями мочеполовой сферы, составляет 18-45%. Риск заражения при половом контакте с больным урогенитальным хламидиозом составляет 63%. Источник инфекции - больной человек. Полагают, что носительства хламидий здоровыми лицами не существует. 

Патогенез. Хламидийная инфекция характеризуется преимущественным поражением возбудителем клеток цилиндрического эпителия (“ампула” уретры, цервикальный канал, коньюнктива, передняя стенка носоглотки, прямая кишка) с частичным вовлечением в инфекционный процесс плоских эпителиоцитов, а также железистых клеток. C. psittaci и некоторые серовары C. trachomatis обладают тропизмом к клеткам различных типов, включая мононуклеарные фагоциты, что способствует системному характеру инфекционного процесса. С. pneumoniae    размножается в альвеолярных макрофагах, в моноцитах и эндотелиальных клетках сосудов. 

В начальной стадии инфицирования элементарное тельце становится инициальным, при этом  ослабляются дисульфидные связи между MOMP и другими внешними белками мембраны, что приводит к повышению проницаемости мембраны хламидийной клетки, увеличению транспорта питательных веществ и возрастанию метаболической активности. Внутри клетки увеличивается количество рибосом и полирибосом, четко обнаруживается типичный бактериальный нуклеоид, возрастает величина этой формы возбудителя и появляются формы бинарного деления. Проходя стадию инициального тельца инфекционная форма хламидий превращается в вегетативную и делится бинарно. После 8-12 циклов деления ретикулярные тельца реорганизуются через промежуточные формы в элементарные тельца нового поколения, которые при разрыве плазмолеммы выходят в окружающую среду и инфицируют новые клетки. Одно инициальное тельце может давать от 200 до 1000 "инфекционных единиц". Время необходимое для полного цикла развития, колеблется от 24 до 72 ч. 

Все эти процессы протекают внутри вакуоли клетки-хозяина (“включения”), где происходит накопление инициальных телец. Следует отметить, что “включение” обычно содержит одновременно те и другие тельца, а  также переходные формы (промежуточные тельца), так как через несколько циклов деления часть ретикулярных телец претерпевает обратную трансформацию в элементарные, а часть продолжает делиться. 

Способность блокировать механизмы фаго-лизосомального слияния обеспечивают внутриклеточное существование хламидий, а антигены клеточной поверхности подавляют защитные реакции организма. Эти факторы патогенности делают элиминацию возбудителя практически невозможной без этиотропного лечения.

Хламидии размножаются в эпителии входных ворот инфекции, а затем распространяются по всему организму. При урогенитальном хламидиозе возбудитель после размножения в эпителии слизистых урогенитального тракта распространяется тремя основными путями: гематогенным, интраканаликулярным и в результате контаминации. 

Патологические изменения в тканях носят пролиферативный и экссудативный характер без выраженного лейкоцитоза, что во многом определяет подострое длительное течение заболевания и отсутствие настороженности у инфицированных. Исходом воспалительного процесса является утолщение пораженной слизистой, метаплазия эпителиоцитов в многослойный плоский эпителий с последующим разрастанием соединительно-рубцовой ткани. Для урогенитального хламидиоза свойственны выраженные деструктивные процессы в местах размножения возбудителя, которые не сопровождаются при этом соответствующими клиническими проявлениями. В частности, тяжелый сальпингоофорит, приводящий к полной облитерации маточных труб остается незамеченным для больной женщины до момента появления осложнений, таких как бесплодие. 

При орнитозе и хламидийной пневмонии, вызванной С. pneumoniae  возбудитель после размножения в эпителии дыхательных путей и вызвав там специфическое воспаление с явлениями пролиферации и фиброза, может гематогенным и лимфогенным путем проникнуть в любые участки организма больного. C. psittaci  фиксируется в различных органах, поражая чаще всего нервную систему, сердечную мышцу и печень. Это обеспечивается способностью хламидий персистировать внутри профессиональных фагоцитов. Циркуляция бактерий в крови вне клеток организма некоторыми авторами подвергается сомнению. В качестве аргумента приводится отсутствие интоксикации при хламидийной инфекции несмотря на наличие ЛПС в клеточной стенке элементарных телец.

Патогенез трахомы обусловлен репродукцией C. trachomatis  в клетках коньюнктивы. Как правило, процесс остается локализованным во входных воротах инфекции.

В патогенезе хламидийной инфекции также играет значительную роль развитие ГЗТ. При синдроме Рейтера доказана аутоиммунная природа наблюдаемых явлений.

Клинические проявления. Инкубационный период при всех формах хламидиоза составляет в среднем 10-14 дней. Среди клинических форм хламидиоза наибольший практический интерес ввиду значительной распространенности представляют:  урогенитальный хламидиоз, пневмонии хламидийной этиологии и хламидийные коньюктивиты. Несколько реже регистрируются случаи хламидийного лимфогранулематоза и синдрома Рейтера.

Симптомы урогенитального хламидиоза, вызванные C. trachomatis, непатогномоничны. 

При клиническом обследовании женщин с урогенитальным хламидиозом наиболее часто (22-67%) отмечаются проявления цервицита. Реже наблюдаются клинические признаки уретрита, вагинита, эндометрита, сальпингит, сальпингоофорита, перигепетита.  У мужчин наиболее частым клиническим синдромом является уретрит. Без лечения вслед за уретрой в процесс вовлекаются смежные органы (предстательная железа, семенные пузырьки, придатки яичек). За помощью больные обращаются, как правило, на стадии осложнений. В первую очередь это касается бесплодия. 

Позднее обращение связано с минимумом симптомов и жалоб при свежей инфекции и их полным отсутствием при хронической форме заболевания. Тем не менее, к наиболее частым симптомам относятся покалывание и пощипывание в уретре, выделения из уретры и влагалища. У женщин возникают кратковременные неприятные ощущения внизу живота, реже – боли. У мужчин появляются боли после мочеиспускания, эякуляции, дефекации. Мочеиспускание учащено. Слизистые выделения из уретры усиливаются после дефекации.  

К осложнениям, связанным с развитием иммунопатологических реакций относят синдром Рейтера, реактивный артрит, узловатую эритему и др. 

Болезнь Рейтера – это тяжелое системное заболевание, которое может возникнуть как после хламидиоза, так и после других урогенитальных инфекций. Проявляется оно триадой синдромов: уретрит, коньюктивит, артрит. 

Паховый лимфогранулематоз (болезнь Никола-Фавра), распространенный в странах с тропическим и субтропическим климатом, характеризуется цикличностью течения. Первичный период проявляется через 1,5-2 недели после заражения и характеризуется возникновением на месте внедрения возбудителя единичного пузырька, который затем переходит в эрозию и язву. Вторичный период характеризуется генерализацией процесса, а третичный – формированием тяжелого фистульно-спаечного процесса промежности.

Основным возбудителем пневмоний хламидийной этиологии является С. pneumoniae.

Заболевание начинается остро с подъема температуры и головной боли. Характерно поражение верхних и нижних дыхательных путей. Патогномоничных симптомов нет. Однако некоторые авторы считают С. pneumoniae первопричиной развития саркоидоза и некоторых видов бронхиальной астмы.  

Клиническая картина орнитоза при легочной форме заболевания характеризуется также симптомами пневмонии. Однако кроме легочной формы выделяют менингеальную и генерализованную формы орнитоза. В отличие от других вариантов хламидийной инфекции, при орнитозе имеются симптомы интоксикации. При легочной форме заболевания появляется сухой кашель или кашель со скудной слизистой макротой, боли в грудной клетке. Перкуторно изменений можно не выявить. Рентгенологически – интерстициальный, иногда очаговый инфильтративный процесс в легких. У многих выявляется гепатолиенальный синдром.  При менингеальной форме выявляется серозный менингит, при менингоэнцефалите - парезы и параличи. Возможны генерализованные формы орнитоза, клинически напоминающие брюшной тиф. Осложнениями являются миокардиты, иридоциклиты, панкреатиты.

Клиническая картина трахомы – это клиническая картина тяжелого коньюктивита, заканчивающегося без лечения процессами рубцевания и возможно потерей зрения. В России это заболевание – редкость.

Иммунная реакция. Иммунитет после перенесенной хламидийной инфекции видоспецифический ненапряженный и непродолжительный. Иммунореактивность при хламидиозе ослаблена ввиду внутриклеточной локализации возбудителя, так кат отсутствует полноценный контакт с иммунокомпетентными клетками. Не исключена способность хламидий к антигенной мимикрии, что может лежать в основе аутоиммунных реакций и возможно определяет развитие синдрома Рейтера.

Несмотря на слабую иммуногенность возбудителя и локальность воспаления, наблюдается выраженная гуморальная реакция. Однако антитела при хламидийной инфекции не играют ведущей роли в механизмах выздоровления. Их действие ограничивается предупреждением развития осложнений. В сыворотке крови больных выявляются антитела, относящиеся к иммуноглобулинам классов М (определяется лишь в начале заболевания),  G и А.  Антитела этих классов также можно выявить и в секретах (слезе, цервикальной слизи и пр.) в зависимости от очага воспаления.

В иммунной защите при внутриклеточных инфекциях основная роль принадлежит Т-хелперам, способствующим активации макрофагов и элиминации возбудителя. 

Микробиологическая диагностика хламидиозов.

В качестве исследуемого материала используются: соскоб из цервикального канала, уретры, протоков парауретральных желез, моча (при урогенитальном хламиидиозе), соскобы коньюнктивы век (коньюктивит, трахома), мокрота, мазки из зева, носа, носоглоточные смывы (при пневмонии), пунктаты и мазки-отпечатки содержимого лимфатических узлов, и реже – кровь (при орнитозе и при паховом лимфогранулематозе). Сыворотка для серологических исследований используется в качестве материала при всех нозологических формах.

При подозрении на хламидийную инфекцию основными видами исследования являются:

1) Микроскопирование (световое, фазово-контрастное, иммунофлюоресцентное, электронное);

2) Культуральный метод, основанный на выделении чистой культуры возбудителя и ее идентификации;

3) Серологический метод, основанный на обнаружении в сыворотке крови испытуемых специфических антител к хламидиям и определении динамики изменения их титров;

4) Аллергологический метод, основанный на выявлении специфической сенсибилизации макроорганизма (применяется преимущественно для диагностики орнитоза);

5) Молекулярно-биологические методы, основанные на обнаружении специфических фрагментов ДНК возбудителя.

Выбор методов осуществляется исходя из клинической формы заболевания, с учетом степени генерализации процесса, характера течения заболевания (острое, подострое, хроническое), цели исследования (лабораторное подтверждение диагноза или массовое скрининговое обследование) и материально-технической базы (см. приложение 7 и 8).

Световая микроскопия препаратов, окрашенных по Романоскому-Гимзе, позволяет выявить патологически измененные эпителиальные клетки и наличие в них элементарных телец розового цвета и ретикулярных телец голубовато-синего цвета. Это позволяет сузить круг поиска возможных возбудителей, однако не дает возможности определить видовую принадлежность возбудителя. Кроме того, высок субъективизм оценки результата.

Иммунохимические (ИФА, НИПМ) и иммунофлюоресцентные методы (РИФ), основанные на обнаружении антигенов возбудителя, являются более чувствительными и специфичными. Однако, указанные методы информативны только в острый период заболевания или в период рецидива при хроническом течении.

Выделение C. trachomatis осуществляют путем заражения куриных эмбрионов или перевиваемых линий культур клеток Мак-Коя, L-929, Hep-2. Для этого материал гомогенизируют, добавляют 1 мл изотонического раствора натрия хлорида, содержащего 500 мкг стрептомицина и 1000 ЕД пенициллина. Суспензию выдерживают 2 ч при 4 0С и вводят по 0,2 мл в желточный мешок куриных эмбрионов 7-дневного возраста и по 0,2 мл в пробирки с культурами клеток на стеклянных пластинах. При наличии в исследуемом материале хламидий эмбрионы погибают на 5-8 сутки после заражения. Из желточных мешков погибших эмбрионов готовят мазки-отпечатки, которые фиксируют и окрашивают по методу Гимзы и люминесцирующим хламидийным иммуноглобулином. 

Выделение хламидий орнитоза возможно также на белых мышах, которых обычно заражают в мозг. Сроки инкубирования несколько выше (7-10 дней). В клетках мозга мыши и в инфицированных культурах клеток включения обнаруживают теми же методами, что и при исследовании желточных мешков куриных эмбрионов.

Культивирование хламидий – достаточно сложный и длительный процесс. Причем чувствительность культурального исследования не превышает 50%. Поэтому возможности данного метода в клинической практике ограничены. 

Основу метода ПЦР составляют повторяющиеся циклы направляемого нуклеотидами синтеза ДНК, приводящие к репликации in vitro нуклеотидных последовательностей мишени. В результате амплификации может образоваться до биллиона копий ДНК-мишени, которые можно обнаружить с помощью электрофореза в геле, спот-гибридизации, сендвич-гибридизации, гибридизацией in situ с последующим выявлением методом иммуноферментного анализа. ПЦР обладает уникальной чувствительностью и специфичностью. Кроме того, данный метод позволяет исследовать разнообразные клинические образцы. 

Пример проведения ПЦР: Реакцию проводят в 0,5 мл микроцентрифужных пробирках типа Эппендорф. Клинический материал подвергают предварительной обработке, состоящей в центрифугировании, ресуспендировании осадка в лизирующем буфере. При постановке реакции в пробирку последовательно вносят деионизированную стерильную воду, буфер для проведения реакции, стабилизатор реакции (бычий сывороточный альбумин), смесь дезоксирибонуклеотидтрифосфатов, водный раствор обоих праймеров, материал клинического образца, термостабильную ДНК-полимеразу Taq. Сверху на пробы наслаивают 30 мкл стерильного вазелинового масла для предотвращения испарения реакционной смеси. Пробирки помещают в амплификатор и проводят реакцию по заданной программе в автоматическом режиме. Контроль реакции осуществляют одновременно с постановкой ПЦР: положительный контроль включает в себя все компоненты реакции, но вместо  клинического материала вносят контрольный препарат ДНК искомого возбудителя. Отрицательный контроль включает в себя все компоненты реакции, но вместо клинического материала вносят то же количество деионизированной воды. Отрицательный контроль проводят для исключения ложноположительных результатов. Амплифицированный фрагмент выявляют электрофорезом в 1% агаровом геле в присутствии бромистого этидия в течении 30 мин. Гель просматривают в ультрафиолетовом свете с помощью трансиллюминатора.  Результаты оценивают по наличию фрагмента ДНК, пятно которого располагалось на том же уровне, что и пятно контрольного препарата ДНК. 

Серодиагностика (РСК, РНГА, ИФА) позволяет выявлять диагностически значимые титры специфических антител не ранее, чем через месяц с момента инфицирования. Обязательное условие – исследование парных сывороток. Особенностью серодиагностики хламидийной инфекции является необходимость учета даже 2-х кратного превышения значений титров антител при повторном исследовании сыворотки больного, что обусловлено уникальным физиологическим циклом микроорганизма и отсутствием выраженных иммунологических реакций на фоне хламидиоза. Обнаружение диагностически значимых титров антител, значения которых не изменяются во времени, следует рассматривать в качестве анамнестических, свидетельствующих о перенесенной в прошлом инфекции. ИФА на современном этапе позволяет выявлять антихламидийные антитела классов G, A, M одновременно, что значительно расширяет возможности метода в диагностике формы инфекционного процесса.

 Первичным процессом в ИФА является стадия “узнавания” анализируемой сыворотки специфическими хламидийными антигенами, сорбированными на поверхности полистироловых планшет. На второй стадии ИФА формируется связь меченного ферментом соединения со специфическим комплексом “атиген-антитело”. И, наконец, обязательным последним процессом в ИФА является “трансформация” ферментной метки в соответствующий сигнал, измеряемый с помощью спектрофотометра.

Оптимальным для диагностики хламидиоза  на всех этапах заболевания является сочетание методов, направленных на выявление возбудителя в исследуемом материале, и серологических методов, выявляющих антитела к нему в динамике заболевания. Примером является одновременное использование ИФА для выявления антител  и  один из методов, выявляющих антиген возбудителя или его ДНК (РИФ, НИПМ, ПЦР). Все методы проводятся по стандартным методикам с использованием рекомендаций, прилагаемых к тест-системам.

Непрямой иммунопероксидазный метод (НИПМ) чаще проводится при исследовании мазков соскобов из уретры и цервикального канала. Теоретически возможно исследование любого материала из очага инфекции.

Для проведения анализа приготовленный на обезжиренном стекле, высушенный и фиксированный в ацетоне мазок, промывают в  фосфатно-солевом буферном растворе (рН=7,2) в течение 3 мин, обрабатывают в 1% растворе бихромата калия 3 мин, после чего производят обработку 0,03% перекисью водорода в течение 20 мин и  промывку в двух порциях фосфатно-солевого буфера по 5 мин в каждой. Затем инкубируют в 0,3% тритон Х-100, при температуре 37оС в течение 15 мин. Наносят на мазки моноклональные антитела к липополисахаридному антигену хламидий. Инкубируют при температуре  37оС в течение 45 мин, промывают в воде  в течение 5 мин. и в двух порциях фосфатно-солевого буфера. Наносят на мазки антивидовые антитела, коньюгированные с пероксидазой и инкубируют 45 мин в темной камере при комнатной температуре. Снова промывают в двух порциях фосфатно-солевого буфера. Обрабатывают материал в водном растворе, содержащем 0,05% 3,3-диаминобензидин тетрахлорида (ДАТ) и 0,025% перекиси водорода, в течение 3 мин. Производят слабую докраску гематоксилином и микроскопиуют в световом микроскопе. Продукт реакции выявлялся в виде светло- и темно-коричневых гранул внутриклеточно и на клеточной оболочке.

Внутрикожную аллергическую пробу применяют для ранней и ретроспективной диагностики орнитоза. Она становится положительной со 2-3 дня заболевания.

Лечение и специфическая профилактика. Элементарные тельца высокорезистентны практически ко всем известным в настоящее время антибиотикам, поэтому необходимы длительные курсы лечения, учитывающие цикл развития хламидий. 

Эффективными в отношении хламидий считаются препараты тетрациклинового ряда (доксициклин), макролиды и азалиды (кларитромицин, рокситромицин, азитромицин, мидекамицин) и фторхинолоны (офлоксацин, ломефлоксацин, перфлоксацин). В некоторых случаях целесообразно использование гентамицина, рифампицина. 

Оптимальным является определение чувствительности к антибиотикам перед началом лечения. Химиотерапия усложняется полимикробной этиологией  симптомокомплекса. В этом случае следует подбирать антибиотики эффективные в отношении двух или более ассоциантов. Например, рокситромицин активен и против C. trahcomatis и против U. urealiticum. В ряде случаев последовательность введения в комплекс терапии тех или иных антибиотиков также зависит от варианта сочетания. Например, при выявлении среди ассоциантов инфекции T. vaginalis  следует начать лечение со средств протистоцидной терапии (метронидазол, тиберал и пр.). 

Среди средств патогенетической терапии хламидиоза выделяют группу иммуномодуляторов (интерферон, циклоферон, реаферон, полиоксидоний и др.). Использовать их следует с осторожностью, взвешивая меру необходимости их применения и адекватность дозы, так как появляются сведения о нежелательных последствиях столь широкого в последнее время увлечения иммуномодуляторами. В частности, использование препаратов интерферонового ряда может способствовать переводу активной формы хламидий в персистентную, практически не чувствительную к антибиотикам. Парадоксальное действие ряда иммуномодуляторов уже обратило на себя внимание онкологов. Так как лечение хламидиоза процесс длительный и трудный, требующий смены антибиотиков и их комбинаций, то необходимо с целью восстановления нормального микробиоценоза и коррекции иммунитета применять эубиотики (бифиформ, биовестин-лакто и др.).

Микоплазмоз

Микоплазмозы – заболевания, вызываемые микроорганизмами, относящимися к роду микоплазм, и протекающие с преимущественным поражением органов дыхания (респираторный микоплазмоз), мочеполовой системы (урогенитальный микоплазмоз) и суставов.

Возбудители микоплазмозов относятся к отделу Tenicutes, классу Mollicutes (мягкокожие), порядку Mycoplasmatales, семейству Mycoplasmataceae. К данному семейству относится более 100 видов микоплазм (сапрофитов, патогенных и условно-патогенных). Патогенными для человека являются представители двух родов: Mycoplasma (M. pneumoniae, M. hominis, M. artritidis, M. fermentalis, M. genitalium) и Ureaplasma (U. urealyticum). 

 M. hominis, M. genitalium и U. urealyticum часто выявляют у практически здоровых лиц, что затрудняет решение вопроса о роли этих микроорганизмов в этиологии и патогенезе заболеваний урогенитального тракта. Часть авторов считает микоплазмы абсолютными патогенами. Другие исследователи относят вышеуказанных микоплазм к комменсалам урогенитального тракта, способным при определенных условиях вызывать инфекционно-воспалительные процессы мочеполовых органов чаще в ассоциации с другими патогенными или условно-патогенными микроорганизмами. 

Морфология. Микоплазмы отличаются от других бактерий малыми размерами (проникают через бактериальные фильтры) и отсутствием ригидной клеточной стенки. В связи с неспособностью синтезировать предшественников пептидогликана (мураминовую и диаминопимелиновую кислоты) они окружены лишь тонкой трехслойной мембраной 7,5 - 10,0 нм и поэтому не чувствительны к бета-лактамным антибиотикам и другим агентам, угнетающим синтез клеточной стенки. 

Благодаря отсутствию клеточной стенки микоплазмы пластичны. Встречаются шаровидные, вакуолизированные, нитевидные (нередко ветвящиеся), гранулярные (элементарные тельца) структуры. Несколько отличаются M. pneumoniae и M. genitalium, которые имеют форму бутылки или груши. Возбудитель имеет гомогенную консистенцию, содержит минимальное количество органелл: ЦПМ, нуклеоид, рибосомы.

Обычно микоплазмы неподвижны. Исключение составляет M. genitalium, обладающая скользящей подвижностью (см. приложение 9). 

Культуральные свойства. Микоплазмы являются хемоорганотрофами (основным источником энергии служит глюкоза или аргинин), факультативными анаэробами. У них отсутствуют многие биосинтетические процессы, имеющихся у других бактерий. Микоплазмы неспособны к синтезу стеринов, которые необходимы для их роста. Стеролы  включаются в их трехслойную мембрану, состоящую из липидов и белков. По этой причине микоплазмы являются паразитами мембран эукариотных клеток и способны длительное время персистировать на мембранах различных клеток человека, млекопитающих, птиц, рыб, моллюсков, насекомых и растений. 

Микоплазмы крайне требовательны к условиям культивирования. Они размножаются на бесклеточных питательных средах. Их также можно выращивать в эпителии бронхов куриных эмбрионов и в культуре клеток.

Большинству микоплазм для роста помимо стеринов необходимы жирные кислоты, нативный белок (сыворотка), углеводы, витамины и различные соли. Жизненно важным питательным веществом для U. urealyticum также является мочевина. 

Рост в жидких средах не сопровождается помутнением.  В ряде случаев микоплазмы дают незначительную опалесценцию или образуют тончайшую жирную пленку на поверхности среды.

На плотных средах растут очень медленно, образуя колонии малых размеров от 20 до 200 мкм, поэтому их изучают под микроскопом при увеличении в 100 раз. U. urealyticum отличается особенно малым размером колоний (от 10 мкм до 100 мкм в диаметре). 

При микроскопии колонии M. pneumoniae  имеют округлую форму с ровными краями, зернистую структуру и вросший в агар центр. Колонии других видов микоплазм имеют вид “яичницы-глазуньи” (на поверхности располагаются крупные, часто вакуолизированные клетки, в глубине - мелкие оптически плотные организмы). Колонии U. urealyticum в большинстве случаев имеют кольцевидную форму (во внутренней части кольца наблюдается лизис микроорганизмов).

“Истинные” микоплазмы (M. pneumoniae) обладают способностью ферментировать глюкозу, мальтозу, маннозу, фруктозу, крахмал и гликоген с образованием кислоты без газа. Другие представители восстанавливают соединения тетразолия, окисляют глутамат и лактат, но не ферментируют углеводы. Различия в ферментативной активности  и другие особенности позволяют дифференцировать одни виды микоплазм от других. В частности, M. hominis разлагает аргинин, не разлагает глюкозу, слабо разрушает метиленовый синий. U. urealyticum разлагает мочевину. Ее гидролиз сопровождается выделением аммиака. При этом U. urealyticum  не ферментирует сахара, не редуцирует тетразол и метиленовый синий и не обладает каталазной активностью (см. приложение 9).  M. genitalium метаболизирует глюкозу, но не аргинин и не мочевину.

Размножаются микоплазмы путем бинарного поперечного деления шаровидных и нитевидных (фрагментация) клеток, почкования и высвобождения множества элементарных телец, образующихся в нитях. Репродукция U. urealyticum также может происходить путем образования перетяжки.

Антигенные свойства. Антигены представлены липидами, полисахаридами и белками. Наиболее иммуногенны поверхностные антигены, включающие углеводы в составе сложных комплексов. Видоспецифические антигены используются для дифференциации видов микоплазм. У представителей рода Ureaplasma выражена также типовая специфичность (14 сероваров).

Микоплазмы могут иметь АГ, общие с антигенами мембран клеток-хозяев (они включают их в свою структуру  в результате длительной персистенции на мембранах клетки-хозяина), что может привести к развитию аутоиммунной патологии.

Эпидемиология. Источником инфекции является больной человек, а также носители, перенесшие болезнь в бессимптомной форме. Заражение происходит воздушно-капельным путем при заболеваниях верхних дыхательных путей, и половым при урогенитальных поражениях. Возможна передача инфекции от инфицированной матери плоду.

Патогенез. Микоплазмы проникают в организм человека через слизистые верхних дыхательных путей или мочеполовых органов. У части больных микоплазмы размножаются на месте внедрения и не вызывают патологических изменений, что расценивается как носительство. С током крови микоплазмы могут попадать в костный мозг, лимфатические узлы, легкие, мозговые оболочки, ткань мозга. 

Важнейшими факторами патогенности являются адгезины (мембранный паразитизм). Плотный контакт обеспечивается за счет липопротеиновых структур. При этом липидные компоненты мембран диффундируют в мембрану клетки, а холестерин клетки-хозяина поступает в мембрану микоплазм. Заканчивается этот процесс либо откреплением микоплазм от клетки, либо поглощением их клеткой вследствие фагоцитоза. В последнем случае микоплазмы размножаются внутриклеточно.

Возбудители микоплазмозов также способны стимулировать пролиферацию окружающих их клеток макроорганизма. Это обстоятельство повышает чувствительность клеток к вирусам, так как вирусы интенсивно размножаются именно в делящихся клетках. В этом контексте велико значение микоплазм в развитии СПИДа. 

Некоторые виды микоплазм вырабатывают гемолизины (M. pneumoniae, U. urealyticum). U. urealyticum продуцирует гемолизин, который лизирует эритроциты барана, морской свинки и человека. В ряде случаев патогенность связана со способностью вызывать агглютинацию эритроцитов. 

Выработка токсинов не имеет особого значения при микоплазмозах. Повреждающее действие на клетки организма человека в большей степени оказывают продукты обмена (ионы аммония, перекись водорода). Тем не менее, можно предполагать наличие нейротоксина у некоторых штаммов M. pneumoniae, так как поражение дыхательных путей часто сопровождается поражением нервной системы.

Среди ферментов наиболее значимы фосфолипаза А и аминопептидазы (гидролизуют фосфолипиды клеточной стенки), нейраминидаза (осуществляет взаимодействие с поверхностными клеточными структурами и нарушает архитектонику клеточных мембран и межклеточные взаимодействия), протеазы (вызывают дегрануляцию клеток), ДНКазы, РНКазы (нарушают метаболизм нуклеиновых кислот в клетках организма). M. hominis синтезирует эндопептидазы, которые инактивируют молекулы IgA, расщепляя их на мономеры.

Все виды микоплазм обладают высоким сродством к тем или иным клеткам эпителия (M. pneumoniae проявляет выраженный тропизм к базальной мембране мерцательного эпителия, U. urealyticum тропна к эпителию мочевыводящих путей и т.д.).

Хорошо изучен патогенез респиратонных микоплазмозов, которые вызывают M. pneumoniae и редко у детей в возрасте до года U. urealiticum. Патогенетическое значение M. hominis дискутируется.

При заболеваниях, вызванных M. pneumoniae  поражение верхних отделов респираторного тракта наблюдается не всегда. Внедрение возбудителя происходит в бронхах, где и возникают наиболее выраженные изменения. В дальнейшем присоединяются изменения в легких в виде перибронхиально-периваскулярной инфильтрации, а также закупорки мелких бронхов скоплениями лейкоцитов. Микроскопические изменения в легких выражаются в полнокровии сосудов, стазах, очагах интерстициальной инфильтрации. Воспаление протекает на фоне расстройства кровообращения, и тромбоза сосудов. Более тяжелые поражения респираторного тракта вплоть до деструктивных наблюдаются при сочетанной инфекции.

У детей респираторный микоплазмоз часто сопровождается поражением нервной системы. Наиболее тяжелое течение наблюдается у новорожденных и недоношенных детей. 

При урогенитальных микоплазмозах, возбудителями которых могут быть M. hominis, M. genitalium и U. urealiticum возможным механизмом взаимодействия возбудителя с чувствительными клетками также может быть персистенция этих микроорганизмов на мембране. Однако механизм прикрепления пока недостаточно ясен. При электронно-микроскопическом исследовании установлено, что между уреаплазмами и стенкой клетки хозяина плотного непосредственного прилипания не существует.

Микоплазмы не проявляют выраженного цитопатогенного действия, но вызывают значительные нарушения функциональных свойств клеток с последующим развитием местных воспалительных реакций. Продукты ПОЛ обладают известным повреждающим действием. Токсична также концентрация аммиака, образующегося в результате расщепления мочевины уреаплазмами. 

Урогенитальные микоплазмозы часто приводят к развитию бесплодия. У мужчин бесплодие развивается в результате воздействия возбудителя на сперматогенез и сперматозоиды (уреаплазмы адсорбируются на сперматозоидах, нарушают их подвижность и изменяют форму). 

Доказана роль U. urealiticum в развитии  мочекаменной болезни.

Особую опасность представляет урогенитальный микоплазмоз беременных, так как он может стать причиной привычного невынашивания беременности, преждевременных родов, внутриутробного заражения плода и привести к развитию послеродового сепсиса.

Одна из причин прерывания беременности на ранних сроках – способность возбудителя (M. hominis) колонизировать эндометрий и плодное яйцо и индуцировать синтез простагландинов. Инфицирование на более поздних сроках сопровождается формированием очага инфекции в околоплодных водах с последующим поражением базальной пластины и отторжением плода. Высокую частоту пороков развития (особенно ЦНС) связывают со способностью микоплазм вызывать необратимые поражения хромосомного аппарата клеток (хромосомные абберации).

По разным данным у 60-80 % больных  с артритами обнаруживаются различные виды микоплазм или их антигены. Из синовиальной жидкости и ткани суставов при ревматоидном артрите выделяют M. arthritidis, M. fermentalis, M. pneumoniae, U. urealyticum. Известны артритогенные штаммы M. pneumoniae. Однако развитие артритов связывают в большей степени с развитием реакций ГЗТ и депонированием иммунных комплексов, нежели с наличием самого возбудителя. Повреждение суставных тканей индуцируют антитела, перекрестно реагирующие с антигенами тканей (доказано сходство антигенов M. arthritidis и антигенов хондроцитов). Это происходит при нарушении целостности хрящевой ткани и обнажении “скрытых”  клеточных антигенов. M. fermentalis  участвует в образовании антител к IgG (ревматоидный фактор). 

Клиническая картина. Различают три формы респираторного микоплазмоза - острое респираторное заболевание, острый бронхит и острая пневмония (сегментарная, очаговая или интерстициальная).  Клиническая картина  в целом сходна с клиникой ОРЗ, бронхита и пневмонией другой этиологии. Однако следует обратить внимание на некоторое своеобразие симптомов. 

Инкубационный период от 4-10 дней при ОРЗ до 8-35 при пневмонии.

ОРЗ обычно протекает на фоне нормальной или субфебрильной температуры и редко достигает 38,50С. Наблюдаются легкие явления интоксикации. Характерными для респираторного микоплазмоза, протекающего по типу ОРЗ, являются признаки фарингита, ринофарингита и бронхита. С первых дней беспокоят кашель или покашливание, небольшой насморк, сухость и першение в горле. Общее состояние больных даже при высокой и длительной лихорадке страдает мало. При фарингоскопии при этом наблюдается ограниченная гиперемия, в основном на задней стенке глотки, увеличенные фолликулы.

Основными проявлениями бронхита является кашель, сухие хрипы, а также нарушение бронхиальной проходимости. При кашле  появляется скудная, слизистая трудноотделяемая мокрота. Хрипы выслушиваются непостоянно. Иногда имеется бронхоспастический компонент.

При острой пневмонии часто наслаивается вторичная инфекция. Частым симптомом является головная боль, не сопровождающаяся болями в глазных яблоках. Характерно познабливание, которое чередуется с ощущением жара. Больные отмечают ломоту в теле, суставах, мышечную боль. Неярко выраженные интоксикационный синдром и другие симптомы заболевания при микоплазменной пневмонии могут объясняться преимущественно интерстициальными изменениями в легких. Паренхиматозные поражения являются результатом присоединения бактериальной флоры.

К внереспираторным проявлениям относятся: гемолитическая анемия, менингит, кардиты, реактивный артрит.

Клиника урогенитальных микоплазмозов не имеет патогномоничных симптомов. В литературе описаны  клинические симптомы уретрита, цистита, простатита, сальпингоофорита, тубоовариальных процессов послеродового эндометрита, спонтанного аборта, преждевременных родов, артрита, при которых выделялись M. hominis, U. urealiticum,  M. genitalium. Часто единственной жалобой больного является бесплодие. Следствием урогенитальных микоплазмозов у взрослых является тяжелая патология у новорожденных. 

Иммунитет обусловлен как секреторными, так и гуморальными антимикробными антителами и клеточными элементами. Длительность иммунитета зависит от интенсивности и формы инфекционного процесса. При микоплазменных пневмониях, например, длительность и гуморального и клеточного иммунитета варьирует от года  до десяти лет.

Микробиологическая диагностика

Материалом для исследования являются мазки из зева, носоглоточные смывы, мокрота, плевральный выпот, отделяемое влагалища, уретры, синовиальная жидкость.

При бактериоскопии используется прямой вариант МФА (РИФ). Мазки фиксируют в ацетоне и окрашивают люминесцирующим иммуноглобулином M. hominis, M. pneumoniae или U. urealyticum во влажной камере. Стекла дважды промывают в фосфатно-буферном растворе (pH 7,2-7,4) и ополаскивают дистиллированной водой. Препараты высушивают и изучают в люминесцентном микроскопе. Микоплазмы выявляются в виде ярко-зеленого свечения на мембранах эпителиальных клеток и в межклеточном пространстве. При ограниченном количестве эпителиальных клеток в исследуемом материале положительная оценка предполагает выявление в препарате не менее 10 ярко-зеленых гранул, четко выделяющихся на красноватом фоне препарата.     

Для культивирования микоплазм используют плотные и жидкие питательные среды. Жидкая питательная среда содержит: стерильный бульон из триптического перевара сердца крупного рогатого скота; нормальную лошадиную сыворотку без консерванта; дрожжевой экстракт; раствор таллия уксуснокислого, пенициллин или ампициллин. Плотная среда содержит дополнительно агар-агар. Посевы инкубируют при 370С в аэробных условиях при повышенной влажности, для выделения M. pneumoniae до 30 суток, при исследовании на другие виды микоплазм – до 14 суток. Колонии микоплазм изучают под микроскопом, так как они имеют очень мелкие размеры (см. выше). Для выделения чистой культуры колонию пересевают  методом агарового блока. Обожженным лезвием вырезают квадратный кусочек агара с намеченной колонией. Блок агара помещают на поверхность свежей питательной среды так, чтобы колония соприкасалась со средой, с легким нажимом пермещают блок штрихом 2-3 см и оставляют в конце штриха на весь период инкубации, так как под ним часто наблюдается рост микоплазм. Пересев колоний в жидкую среду также выполняют путем переноса агарового блока. Идентификацию осуществляют по культурально-ферментативным признакам (см. приложение 9)

Для выявления Ureaplasma urealyticum и Mycoplasma hominis часто используется метод, основанный на метаболических свойствах данных микроорганизмов (цветной тест): Ureaplasma urealyticum гидролизует мочевину с помощью уреазы, Micoplasma hominis гидролизует аргинин. Образование аммония приводит к алкализации среды. В результате данной реакции при наличии в питательной среде соответствующего субстрата и индикатора цвет ее изменяется.

Например, при росте уреаплазм, содержащихся в исследуемом материале, который вносят в пробирку с 2 мл индикаторной среды, цвет среды меняется от лимонно-желтого до зеленого (цвет зависит от вида индикатора), а при большом содержании возбудителя - до синего во всей пробирке без помутнений и осадка. Рост уреаплазм наблюдается в течение 24 ч, реже 48 ч. Ампициллин, содержащийся в средах обеспечивает ингибирование роста других бактерий.

В качестве питательной среды можно использовать бульон U9 и аргининовый бульон (фирмы Mereux). Эти среды обогащены факторами, обеспечивающими рост микоплазм (PPLO бульон, экстракт дрожжей, сыворотка лошади, пептоны). Они включают также вещества, необходимые для демонстрации метаболических свойств (мочевина в U9 и аргинин в аргининовом бульоне и РН индикатор (феноловый красный). 

Возможно применение цветного теста с последующим культивированием на твердой среде (субкультивация). Достаточно прост также метод прямого посева на плотную питательную среду, содержащую индикатор.

Для подтверждения диагноза используются серологические методы: РСК, РПГА, ИФА, а также реакцию ингибиции метаболизма. РСК, РНГА, ИФА ставят по стандартным методикам.

В РСК специфические антитела появляются в конце первой или начале второй недели, достигают максимума на 3-4 неделе и держатся до 3-6 месяцев, затем резко снижаются и исчезают к году. Диагностическое значение имеет увеличение титра антител в 4 раза и более при исследовании парных сывороток. Иногда в случае не ясной эпидемиологической ситуации РСК ставят одновременно с микоплазменным, риккетсиозным и пситтаккозным диагностикумами (см. приложение 10).

Антитела, выявляемые с помощью РНГА и ИФА, появляются в конце инкубационного периода, достигают максимума в конце первого месяца заболевания, затем титр их снижается и исчезает через год

Ингибирующие метаболизм антитела достигают максимума к 6 месяцам и могут сохраняться до двух лет. Реакция ингибиции метаболизма микоплазм основана на свойстве M. pneumoniae ферментировать глюкозу со сдвигом pH среды, что определяется по изменению цвета индикатора. При добавлении исследуемой сыворотки больного подавляется ферментативная активность микоплазм и цвет среды остается прежним.

Широко используются молекулярно-биологические методы (гибридизация ДНК, ПЦР). Имеются данные о выявлении ДНК возбудителя в любом из вышеуказанных материалов для исследования. Разработанные зонды содержат видоспецифические участки ДНК и представляют собой природные плазмиды микоплазм либо искусственно синтезированные олигонуклеотиды (на основе вариабельных участков рибосомальных генов).

В ряде случаев может быть использована внутрикожная проба.

Лечение. Микоплазмы чувствительны к тетрациклинам, макролидам, фторхинолонам, цефалоспоринам, азалидам.  Наиболее эффективна направленная этиотропная терапия.

5. Вопросы и тесты рейтингового контроля

1) Какие механизмы обеспечивают внутриклеточное выживание риккетсий?

А) Блокада фаголизосомального слияния

Б) Наличие мукопротеиновой капсулы

В) Синтез фосфолипаз

Г) Нарушение синтеза белка в зараженной клетке

2) Возбудитель эпидемического сыпного тифа относится к семейству:

А) Bartonellaceae 

Б) Rickettsiaceae

В) Spirochaetacea

Г) Mycoplasmataceae
3) Путь передачи эпидемического сыпного тифа:

А) алиментарный

Б) респираторный

В) контактный

Г) трансмиссивный

4) Какая форма существования хламидий в клеточном цикле обеспечивает их инфекционность?

А) тельца включений

Б) инициальные тельца

В) элементарные тельца

Г) вегетативные тельца

5) Возбудитель хламидиоза относится к семейству:

А) Chlamidiae

Б) Rickettsiaceae

В) Neisseriacea;

Г) Spirochaetacea;

6) Для проведения культурального исследования на хламидийную инфекцию не используются:

А) куриные эмбрионы

Б) бесклеточные питательные среды

В) клеточные культуры

Г) L-929

7). Какой микроорганизм вызывает пневмонию, легко предаваемую от человека к человеку

воздушно-капельным путем?

А) M. hominis
Б) M. arthritidis

В) U. urealyticum

Г) M. pneumoniae
8) Отсутствием  какой клеточной структуры  объясняется  полиморфизм  микоплазм? 

А) капсулы

Б) ЦПМ

В) клеточной стенки

Г) нуклеоида

9) Какой субстрат  входит в состав жидкой диагностической среды для индикации

U. urealyticum?

А) мочевина

Б) аргинин

В крахмал

Г) холестерин

10) Для лечения инфекции, вызванной микоплазмами не используется:

А)  рокситромицин

Б)  тетрациклин

В)  пенициллин

Г)  офлоксацин

6. Практическая работа

1) Микроскопия готовых препаратов: 

а) Изучение морфологии риккетсий Провачека в препарате (клетках эпителия кишечника вшей);

б) исследование мазка-соскоба из цервикального канала, полученного от больной урогенитальным хламидиозом женщины с использованием световой микроскопии (непрямой иммунопероксидазный метод);

2) Демонстрация роста колоний микоплазм на твердой питательной среде.

Изучение компонентов тест-системы для проведения ИФА (Например, тест-системы "Комби - Хлами - IgG / IgA - ДС - ТR" фирмы "Vector-Best" (Г.Новосибирск) для диагностики хламидийной инфекции). Наблюдение за этапами метода рекомендуется в специальной лаборатории для ИФА. 

4) Забор материала из носоглотки для исследования на M. hominis и U. urealiticum, и проведение цветной пробы с применением  жидкой питательной среды.

7. Самостоятельная работа студентов

1. Составить схемы микробиологической диагностики хламидиоза и микоплазмоза  с использованием данных приложений.

2.  Составить список препаратов, использующихся для профилактики риккетсиозов.

Приложение 1




	подгруппа

£2 протеобактерий
	
	подгруппа

£1 протеобактерий
	
	подгруппа

۷ протеобактерий



	
	Порядок

Rickettsiales
	
	Род

Сoxiella

	семейство

Bartonellaceae
	

	
	Семейство

Rickettsiaсeae
	
	Вид

C.burnetii



	Триба

Ehrlichieae
	
	триба

Rickettsieae



	Род

Bartonella
	
	Род

Ehrlichia
	
	род

Orientia
	
	Род

Rickettsia



	виды:

B. bacilliformis

B. guintana

B. henselae

B.chlaridgeae

B.elizabethae
	
	группа:

E. canis

Виды:

E. chaffeensis

группа:

E. sennetsu

Виды:

E. sennetsu

группа:

E. phagocytophila

Виды:

E. equilike

(E. phagocytophila)
	
	виды:

O. tsutsugamushi  ( 6 сероваров)
	
	группа:

сыпного тифа

виды:

R. prowazeki
R. typhi

R. felis
	
	группа:

клещевых риккетсиозов

виды:

R. rickettsii
R. conorii

R. australis

R. acari

R. sibirica

R. japonica

R. honei


Приложение 2

Характеристика некоторых риккетсиозов

	Группа
	возбудитель
	Место размножения в клетке
	Переносчики возбудителя
	Источники инфекции
	заболевание

	Группа сыпного тифа
	R. prowazekii
	Цитоплазма эндотелия сосудов
	Вошь (платяная, головная)
	Больной человек
	Эпидемический сыпной тиф



	
	R. typhi (R. mooseri)
	То же
	Крысиные блохи, крысиная вошь
	Крысы, мыши
	Эндемический (крысиный) сыпной тиф

	Группа клещевых пятнистых лихорадок
	R. conorii
	Цитоплазма и ядро
	Собачий клещ
	Собачий клещ
	Марсельская лихорадка

	
	R. sibirica


	То же
	Иксодовые клещи
	Грызуны (полевые мыши, суслики)
	Североазиатский риккетсиоз

	
	R. acari
	То же
	Гамазовые клещи
	Домовые мыши, серые крысы
	Везикулярный (осповидный) риккетсиоз

	Группа цуцугамуши
	R. tsutsugamushi
	Цитоплазма
	Краснотелковые клещи (личинки)
	Грызуны, сумчатые, насекомоядные
	Лихорадка цуцугамуши

	Группа лихорадки Q
	Сoxiella burnetii
	Вакуоли в цитоплазме
	Клещи иксодовые, гамасовые, аргасовые
	Многие виды диких и домашних животных
	Лихорадка Q


Приложение 3

Международная классификация болезней
Риккетсиозы (A75-A79)

Класс: Некоторые инфекционные и паразитарные болезни (A00-B99)
Блок: Риккетсиозы (A75-A79)

· Сыпной тиф - A75
· Эпидемический вшивый тиф, вызываемый Rickettsia prowazekii - A75.0
· Рецидивирующий тиф [болезнь Брилла] - A75.1
· Тиф, вызываемый Rickettsia typhi - A75.2
· Тиф, вызываемый Rickettsia tsutsugamushi - A75.3
· Сыпной тиф неуточненный - A75.9
· Пятнистая лихорадка [клещевые риккетсиозы] - A77
· Пятнистая лихорадка, вызываемая Rickettsia rickettsii - A77.0
· Пятнистая лихорадка, вызываемая Rickettsia conorii - A77.1
· Пятнистая лихорадка, вызываемая Rickettsia siberica - A77.2
· Пятнистая лихорадка, вызываемая Rickettsia australis - A77.3
· Другие пятнистые лихорадки - A77.8
· Пятнистая лихорадка неуточненная - A77.9
· Лихорадка Ку - A78
· Другие риккетсиозы - A79
· Окопная лихорадка - A79.0
· Осповидный риккетсиоз, вызываемый Rickettsia akari - A79.1
· Другие уточненные риккетсиозы - A79.8

Приложение 4

Схема сравнительной характеристики сыпного тифа и болезни Брилла

	Дифференциальные признаки
	Сыпной тиф
	Болезнь Брилля

	Анамнез по сыпному тифу
	отрицательный
	Положительный

	Характер заболевания
	Эпидемические вспышки в завшивленных очагах
	Спорадические случаи, вши обычно отсутствуют

	Источники инфекции и переносчики
	Распространяется через вшей при контакте с больными
	Отсутствие контактов с больными

	Возраст
	Болеют взрослые, подростки, дети
	Болеют взрослые и пожилые люди

	сезонность
	Зимне-весенняя
	Отсутствует

	Течение болезни
	Обычно тяжелое или среднетяжелое, летальность 6-9% и выше
	Преимущественно более легкое, летальность отсутствует или <1%

	Длительность болезни
	12-18 дней
	Обычно 8-10 дней

	осложнения
	Пневмонии, коллапсы, миокардиты, гнойные воспаления, гангрена
	Почти отсутствуют

	Реконвалесценция
	Длительная
	Короткая

	Заразительность для вшей
	Вши заражаются в большом проценте случаев в течение всего лихорадочного периода
	Вши заражаются в малом проценте случаев и только в начале болезни

	Серологические исследования
	РПГА, РА, РСК с максимальными титрами на 15-й день болезни
	РПГА, РА, РСК выявляются иногда в более ранние сроки

	Иммуноглобулины
	Сначала появляются IgM, которые через 2-3 недели заменяются на IgG
	


Приложение 5

Микробиологическая диагностика риккетсиозов



 1-й этап                  Заражение морских свинок,                                                                                                          Серодиагностика

                                 белых мышей, куриных эмбрионов,   

                                 клеточных культур                     


2-й этап                  Микроскопия,                                            Идентификация                              РПГА            ИФА              РСК            РА        

                                окраска  по Романовскому-Гимзе,           риккетсий в РА,                        

                                РНИФ                                                          РПГА, РСК, ИФА, 

                                                                                                     реакции нейтрализации                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

                                                                                                                            



Приложение 6

Классификация хламидий

	род
	виды
	биовары
	серовары

	H

C

L

A

M
Y
D
I
A
	C. trachomatis


	Трахома-паратрахома
	A, B, Ba, С

	
	
	Урогенитальный хламидиоз и пневмония новорожденных
	D, E, F, G, H, I, J, K

	
	
	Венерическая лимфогранулема (ВЛГ)
	L1, L 2, L 3

	
	
	Мышиная пневмония
	1

	
	C. psittaci
	Первичные патогенны животных, птиц
	Пситтакозный,

Кошачьего кератоконьюктивита, аборта овец

	
	C. pneumoniae


	Пневмония, ОРЗ, атеросклероз, саркоидоз, астма
	TWAR (TW-183), AR (AR-39), IOL 207

	
	C. pecorum
	Первичный патоген млекопитающих, сходен с C. psittaci
	?


Приложение 7

Методы диагностики хламидийной инфекции (выявление антител)

	Методы
	Время обследования
	Комментарии

	РСК (реакция связывания комплемента)*
	1,5- 2 ч
	Субъективность оценки результата.

	РНГА (реакция непрямой гемагглютинации)*
	1,5-2 ч
	Возможны перекрестные реакции с риккетсиями Провачека.

	Иммуноферментный*
	1,5-3 ч
	Универсальный метод иммунологической диагностики. Высокая чувствительность, специфичность.


Примечание: * - Рекомендуется при диагностике всех хламидийных заболеваний, кроме офтальмохламидиоза.

Приложение 8

Методы диагностики хламидийной инфекции (выявление возбудителя в материале)

	Методы
	Рекомендации
	Время обследования
	Комментарии

	Культуральный
	все хламидийные заболевания
	48-72 ч
	Ранее считался “золотым стандартом”, однако чувствительность не более 60%



	Цитологический
	трахома, коньюктивит с включениями


	1 ч
	Низкая чувствительность и специфичность

	Иммуно-флюоресцентный (РИФ)
	урогенитальные, коньюктивальные, ректальные, назофарингеальные образцы
	0,5 ч
	Субъективность оценки результата

	Непрямой иммунопероксидазный

(НИПМ)
	урогенитальные, коньюктивальные, ректальные, назофарингеальные образцы
	2 ч
	Суммирует описательный характер цитологических методик и специфичность РИФ. Более объективен (простота оценки результата), но и более сложен в воспроизведении.

	Иммуноферментный
	урогенитальные и коньюктивальные образцы


	2-5 ч
	Чувствительность 70-90%

	Амплификационный анализ (ЛЦР, ТА, ПЦР), гибридизационный анализ
	урогенитальные, коньюктивальные, ректальные, назофарингеальные  и другие образцы


	24 ч
	Чувствительность и специфичность достигают 98-99%


Приложение 9

Биологические свойства патогенных для человека микоплазм

	Свойства микоплазм
	Виды микоплазм

	
	M. pneumoniae
	M. hominis
	M. fermentalis


	U. urealyticum

	Рост на агаре с 0,002% метиленового синего
	+
	-
	-
	-

	Устойчивость к ацетату талия (1:2000)
	+
	+
	+
	-

	Колонии в виде “яичницы глазуньи”
	-
	+
	+
	-

	Редукция трифенилтетразолия хлорида в аэробных условиях
	+
	-
	-
	-

	Ферментация глюкозы без газа
	+
	-
	+
	-

	Гидролиз мочевины


	-
	-
	-
	+

	Гидролиз аргинина


	-
	+
	+
	-

	Гемагглютинация эритроцитов морской свинки
	+
	-
	-
	-


Приложение 10

Результаты РСК с тремя диагностикумами (форма протокола)

	Диагностикум


	Разведение сыворотки

	
	1:10
	1:20
	1:40
	1:80
	1:160
	1:320
	1:640

	Риккетсии Бернета
	+


	-


	-


	-


	-


	-
	-

	Хламидии орнитоза


	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Микоплазмы пневмонии


	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+
	-


Условные обозначения: +++ полное отсутствие гемолиза; + частичный гемолиз; - полный гемолиз
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

ИППП - инфекции, передающиеся половым путем

ЛПС - липополисахарид

РИФ - реакция прямой иммунофлюоресценции

РНИФ- реакция непрямой иммунофлюоресценции

МФА - метод флюоресцирующих антител

МКБ-10 – Международная классификация болезней 10-го пересмотра

ПЦР - полимеразная цепная реакция

ЛЦР - лигазная цепная реакция

ТА - транскрипционная амплификация

ПОЛ - перекисное окисление липидов

РНГА - реакция непрямой геммаглютинации

РСК - реакция связывания комплемента

ИФА - иммуноферментный анализ

ЭТ - элементарное тельце

НИПМ - непрямой иммунопероксидазный метод

МОМП –  Major outer membrane protein (главный белок наружной мембраны)
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