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1. Занятие № 16
Тема: «Микробиологическая диагностика госпитальных инфекций».

2. Форма организации учебного процесса: практическое занятие. 

3. Значение темы: 
Последние годы характеризуются увеличением роли условно-патогенных грамотрицательных бактерий в патологии человека. Среди них особое значение приобрели псевдомонады, в частности синегнойная палочка. Развиваясь, как правило, у больных со значительно сниженной реактивностью, синегнойная инфекция является частью проблемы внутрибольничных инфекций. По данным Национальной системы контроля за нозокомиальными инфекциями США (NNIS), P. aeruginosa является самым частым возбудителем нозокомиальной пневмонии, относится к ведущим возбудителям инфекций мочевыводящих путей и хирургических инфекций. Инфекции, вызванные этим микроорганизмом, характеризуются тяжёлым течением и высокой летальностью. В частности, бактериемии, вызванные P. aeruginosa, летальность составляет 18-39%. В этой связи большое значение имеет выбор адекватной терапии. При этом сложность проблемы заключается в устойчивости P. aeruginosa ко многим антимикробным химиопрепаратам.
Цель изучения: 

- учебная: 
знать: 
Сущность микробиологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы и критерии оценки, интерпретации полученных результатов.

Роль микроорганизмов в физиологических и патологических процессах, происходящих в организме человека.

Знать молекулярно-генетические основы антибиотикорезистентности микроорганизмов, механизмы и методы их изучения; принципы назначения основных антибактериальных, противовирусных и иммунобиологических препаратов.

уметь: 
Готовить и окрашивать микропрепараты простыми и сложными методами окраски, применяемыми в микробиологии.

Выбрать материал и методы микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителей, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания.

Заполнять бланк-направление в баклабораторию и интерпретировать результаты бланка-ответа из баклаборатории (формы, утвержденные МЗ РФ).

Интерпретировать результаты определения чувствительности бактерий к антимикробным химиопрепаратам.

Охарактеризовать медицинские иммунобиологические препараты для специфической профилактики и терапии инфекционных заболеваний.

Интерпретировать результаты микробиологических методов диагностики.

владеть:

Навыками работы с материалом, представляющим биологическую опасность.

Методикой световой микроскопии препаратов с помощью иммерсионной системы и оценкой результатов проведенных исследований.

Показаниями к применению антимикробных и иммунобиологических препаратов.

Микробиологической терминологией в профессиональной деятельности.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

- cобеседование по контрольным вопросам:

1. Морфо-биологические особенности P. aeruginosa.

2. Факторы вирулентности P. aeruginosa и генетический контроль их образования.

3. Особенности экологии P. aeruginosa и эпидемиологии вызываемых ею внутрибольничных инфекций.

4. Материалы и методы микробиологической диагностики синегнойных инфекций.

5. Профилактика синегнойных инфекций в ЛПУ.

6. Особенности терапии синегнойных инфекций.

Тесты
1. СИНЕГНОЙНАЯ ПАЛОЧКА ПРИНАДЛЕЖИТ К ВИДУ

1) Pseudomonas fluoresceus
2) Snenotrophamonas maltophilia
3) Burkholderia cepacia
4) Pseudomonas aeruginosa
5) Pseudomonas putida
2. СИНЕГНОЙНАЯ ПАЛОЧКА

1) абсолютный патоген

2) условно-патогенный микроб

3) представитель резидентной микрофлоры человека

4) не входит в состав микрофлоры человека

5) особо опасный микроб

3. ДЛЯ СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ ХАРАКТЕРНЫ

1) ферментативный тип метаболизма

2) L-трансформация 

3) всеядность и убиквитарность

4) стабильная чувствительность к антибиотикам

5) устойчивость к высушиванию

4. ОСНОВНЫМИ ФАКТОРАМИ ПАТОГЕННОСТИ СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ ЯВЛЯЮТСЯ: 
1) ЭКЗОТОКСИН А; 2) ГЕМОЛИЗИНЫ; 3) ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ; 4) ГЛИКОПРОТЕИД ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНОЙ СЛИЗИ; 5) НЕЙРОТОКСИН. ВЫБЕРИТЕ ЕДИНСТВЕННУЮ КОМБИНАЦИЮ, В КОТОРОЙ УЧТЕНЫ ВСЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ
1) 1,2,3,4

2) 1,2,4,5

3) 2,3,4,5

4) 1,4,5

5) 2,4,5

5. ОСОБЕННОСТЬ ПАТОГЕНЕЗА СИНЕГНОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ

1) развитие Т-гиперчувствительности

2) гнойно-воспалительный характер

3) хронический характер

4) дифтеритическое воспаление

5) цикличность развития

6. ИСТОЧНИК СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

1) больные люди

2) реконвалесценты

3) носители

4) медицинский инструментарий

5) предметы обихода больных

7. НЕБЛАГОПРИЯТНЫЙ ПРОГНОЗ СИНЕГНОЙНЫХ ИНФЕКЦИЙ СВЯЗАН С

1) трудностями микробиологической диагностики

2) отсутствием средств этиотропной терапии

3) отсутствием средств специфической профилактики

4) развитием в иммуноскомпроментированном организме, высокой резистентностью к антибиотикам

5) высокой стоимостью лечения

8.  «ЗОЛОТЫМ СТАНДАРТОМ» В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ЯВЛЯЕТСЯ МЕТОД
1) микроскопический

2) бактериологический

3) биологический

4) серологический

5) аллергический

9. ОСНОВНОЙ МЕТОД МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

1) микроскопический

2) аллергический

3) бактериологический

4) биологический

5) серологический

10. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

1) моча

2) мокрота

3) кровь

4) раневое отделяемое

5) все вышеперечисленные

11. ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ ПРИ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

1) биоптаты пораженных тканей

2) кровь

3) моча

4) мокрота

5) все вышеперечисленное

12. МИНИМАЛЬНОЕ КОЛИЧЕСТВО СИНЕГНОЙНОЙ ПАЛОЧКИ, ВЫДЕЛЕННОЕ ИЗ РАНЕВОГО ОТДЕЛЯЕМОГО, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩЕЕ ОБ ЕЕ ЭТИОЛОГИЧЕСКОЙ РОЛИ

1) 102
2) 103
3) 104

4) 105
5) 106
13. МЕТОД КОЛИЧЕСТВЕННОГО ПОСЕВА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА ПРИ ДИАГНОСТИКЕ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ

1) глубинного посева

2) секторных посевов (метод Gould)

3) Дригальского

4) посев в среду накопления

5) посев газоном

14. ДЛЯ ПЛАНОВОЙ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОФИЛАКТИКИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ИСПОЛЬЗУЮТ

1) анатоксин

2) вакцину

3) иммуноглобулин

4) антибиотики

5) не проводится

15. С ЦЕЛЬЮ РАЦИОНАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ СИНЕГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИИ ПРОВОДЯТ
1) вакцинотерапию

2) определение вирулентности синегнойной палочки

3) определение количества синегнойной палочки

4) определение антибиотикограммы синегнойной палочки

5) определение плазмидного профиля

5. 2. Основные понятия и положения темы.
Семейство Pseudomonadaceae включает 4 рода. В патологии человека наиболее значимы представители рода Pseudomonas. Он включает более 20 видов. Многие из них (P. putida, P. cepacia, P. fluorescens) могут вызывать заболевания человека, но наибольшее значение в патологии имеет вид P. aeruginosa (синегнойная палочка). 

Pseudomonas aeruginosa – прямые или слегка изогнутые подвижные палочки средней величины; спор и капсул не образуют. Продуцируют внеклеточную слизь, тонким слоем окружающую микробную клетку. Грамотрицательны. 

Аэробы; метаболизм окислительный. Каталазо- и оксидазоположительны. Не требовательны к питательным средам. На мясопептонном агаре образуются довольно крупные, полупрозрачные колонии сероватого цвета с перламутровым оттенком. У многих штаммов наблюдают спонтанно развивающийся феномен радужного лизиса. Характерной особенностью роста является окрашивание колоний и питательной среды уже к концу первых суток в сине-зеленый цвет. Это объясняется продукцией водорастворимого пигмента – пиоцианина. Подавляющее большинство штаммов образуют также зеленый пигмент – флуоресцин, а некоторые – пигменты других цветов (от красного до коричнево-черного). Могут встречаться беспигментные варианты P. aeruginosa. Культура часто имеет специфический запах жасмина. Мясопептонный бульон равномерно мутнеет с образованием сероватой пленки на поверхности.

Синегнойные палочки обладают слабой сахаролитической активностью, более выражена протеолитическая активность. Имеют соматический О-, жгутиковый Н- и М-антиген внеклеточной слизи. П строению О-антигена делятся на серогруппы. Обладают многочисленными факторами патогенности. Продуцируют различные экзотоксины, важнейшим из которых является экзотоксин А, в основе действия которого лежит нарушение синтеза белка на рибосомах; лейкоцидин вызывает нейтропению; гемолизины (фосфолипаза С) разрушают цитоплазматические эукариотческих клеток, инактивируют опсонины, гидролизуют сурфактант; экзоэнзим S ингибирует биосинтез белка, проявляет цитотоксичность в отношении легочной ткани. Нейраминидаза гидролизует межклеточную соединительную ткань, способствует пенетрации микроорганизма в межклеточные пространства, облегчает адгезию. К факторам патогенности относятся также эндотоксин и ряд ферментов агрессии и защиты (коллагеназа, протеаза и др.). Эндотоксин индуцирует активацию цитокинового каскада, который приводит к развитию местного и системного воспаления.

Для P. aeruginosa характерно разнообразие механизмов регуляции экспрессии факторов вирулентности. При пребывании микроорганизма во внешней среде факторы вирулентности не образуются. Сигналами для синегнойной палочки о попадании во внутреннюю среду организма могут быть изменения рН, температуры, контакт с мембраной эукариотических клеток. В результате происходят активация генов и синтез факторов вирулентности отдельным микроорганизмом.

Кроме того, регуляция синтеза факторов вирулентности происходит и на уровне популяции. Речь идет о феномене «кооперативной чувствительности» или «чувстве кворума» (quorum sensing), заключающемся в накоплении в микробной популяции низкомолекулярных соединений (гомосеринлактонов), осуществляющих при достижении определенной плотности популяции индукцию синтеза факторов вирулентности. 

Синегнойная палочка широко распространена в природе и высоко устойчива во внешней среде, поэтому синегнойная инфекция может рассматриваться как сапронозная. P. aeruginosa обладает естественной устойчивостью ко многим антибиотикам и антисептикам. Может обитать в кишечнике человека, обнаруживается на коже и слизистых оболочках. Инфекция (в том числе и внутрибольничная) возникает как экзогенная (источники – больной, носитель) с контактным путем передачи или эндогенная.

Синегнойная палочка вызывает у человека самые различные заболевания. Особенно часто она вызывает гнойно-воспалительные осложнениях у пациентов с ожогами, острым лейкозом, муковисцидозом, больных, находящихся на ИВЛ. Инфекция обычно локализуется в местах скопления и застоя жидкости: в трахеостомах, нижних отделах легких, постоянных катетерах мочевого пузыря, мокнущих ранах и др. P. aeruginosa играет важную роль в этиологии катетерной инфекции и ангиогенного сепсиса.

Роль P. aeruginosa в этиологии внебольничных инфекций невелика, исключением являются случаи наружного отита на фоне сахарного диабета и остеомиелита, развившегося как осложнение инфицированных ран стопы.

Иммунитет после перенесенной синегнойной инфекции обусловлен как клеточный, так и гуморальными механизмами.

Материал для исследования определяется клиническими проявлениями инфекции. Основной метод микробиологической диагностики – бактериологическое исследование. В качестве критерия диагноза является обсемененность материала 105 и выше клеток в 1 г (мл). 

Этиотропная терапия проводится антибиотиками. Препаратами выбора являются бета-лактамы (карбапенемы: меропенем, имипенем), аминогликозиды и фторхинолоны. Актуальной проблемой является приобретенная лекарственная резистентность. При поверхностных поражениях применяется синегнойный фаг.

5.3. Самостоятельная работа по теме:
1. Проведите бактериологическое исследование раневого отделяемого от обследуемого с подозрением на синегнойную инфекцию:

1.1. Изучите результат посева раневого отделяемого от обследуемого на кровяной агар (КА) и среду Эндо, дайте характеристику выросшим колониям, подсчитайте их количество на секторах и в 1 г исследуемого раневого отделяемого.

На плотных питательных средах синегнойная палочка образует колонии средних размеров, сероватые, непрозрачные, часто отливающие металлическим блеском, плоские, с неровными краями; характерным является образование сине-зеленого пигмента и своеобразный запах «жасмина», «фиалки». На КА наблюдается хорошо выраженная гемолитическая активность.

Для определения количества микроорганизмов в 1 г (мл) исследуемого материала и оценки его клинической значимости посев раневого отделяемого осуществляется методом секторных посевов (метод Gould). 

Исследуемый материал засевают стандартной бактериологической петлей на сектор I чашки с питательной средой 30-40 штрихами. После этого петлю прожигают и производят 4 штриха через сектор I в сектор II и аналогичным образом из сектора II - в сектор III и из сектора III – в сектор IV, каждый раз прожигая петлю (рис. 1).

Чашки инкубируют при 37(С 18-24 часа, после чего подсчитывают число колоний, выросших в разных секторах и по таблице №1 определяют количество микроорганизмов в 1 г исследуемого материала. Количество микроорганизмов, равное 105 и выше клеток в 1 г (мл), свидетельствует об их клинической значимости.

1.2. Оцените биохимическую активность на среде Клиглера культур, выделенных на предыдущем этапе из колоний предполагаемого возбудителя, приготовьте фиксированный препарат из тех же культур на МПА, окрасьте по Граму и промикроскопируйте.

Синегнойная палочка при росте на среде Клиглера (Олькеницкого и др.) образует темный пигмент с перламутровым блеском; цвет среды не меняется, т. к. синегнойная палочка не ферментирует глюкозу, лактозу, не образует сероводород. P.aeruginosа - грамотрицательные, средних размеров (1,5-3,0 х 0,5-0,8 мкм) палочки, расположенные одиночно, парами, короткими цепочками, не имеют диагностически значимых включений, спор, подвижны. Оптимальные условия для роста: рН-7,2, t(-37(С; может расти при t( от +6(С до +45(С.

1.3. Учтите результаты III этапа исследования по идентификации полученных культур: окисление-ферментацию глюкозы на среде Хью-Лейфсона, подвижность и образование индола на полужидком агаре, оксидазную активность и способность расти при t( +42(С.

Способность только окислять, но не ферментировать глюкозу (О/F +/-) определяют на среде Хью-Лейфсона. Посев производится уколом и результаты учитываются через 18-24 часа по изменению цвета индикатора только в верхней части столбика. На полужидком агаре по диффузному характеру роста определяют подвижность и по изменению цвета индикаторной бумажки с белого на розовый – образовывать индол (см. протоколы занятий № 4,5).

Оксидазную активность определяют путем нанесения культуры на специальную индикаторную бумагу. Положительный результат – интенсивное посинение в течение 20-40 сек. (демонстрация). Синегнойная палочка растет при. t( +42(С.

1.4. Определить антибиотикограмму исследуемой культуры методом дисков (см. протоколы занятий бакметод). 

На основании полученных результатов определите видовую принадлежность культуры, оцените ее клиническую значимость и отношение к антибиотикам. Заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.

II. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты: синегнойный бактериофаг, интести-бактериофаг, иммуноглобулин, гипериммунная плазма, инактивированная синегнойная вакцина, указав, что содержат, для чего и как применяются.








                         

 Рис. 1   Метод секторных посевов (метод Gould)

Таблица №1

Показатели микробной обсемененности жидких материалов в зависимости 

от числа колоний, выросших на секторах плотной питательной среды

	Кол-во м/о в 1 мл материала
	Число колоний

	
	I сектор
	II сектор
	III сектор
	IV сектор

	( 103
	1-6
	
	
	

	103
	8-20
	
	
	

	5 х 103
	20-30
	
	
	

	104
	30-60
	
	
	

	5 х 104
	70-80
	
	
	

	105
	100-150
	5-10
	
	

	5 х 105
	( 150
	20-30
	
	

	106
	не сосчитать
	40-60
	
	

	5 х 106
	не сосчитать
	100-140
	10-20
	

	107
	не сосчитать
	не сосчитать
	30-40
	

	5 х 107
	не сосчитать
	не сосчитать
	60-80
	единичные

	108
	не сосчитать
	не сосчитать
	80-140
	до 25


5.4. Итоговый контроль знаний:

- ответы на вопросы по теме занятия:
1. Назовите отличительные особенности P. aeruginosa,  как возбудителя внутрибольничных инфекций.

2. Биологический смысл феномена «чувство кворума», характерного для P. aeruginosа.

3. Что является критерием этиологической роли P. aeruginosа при исследовании материала из заведомо нестерильных локусов?

4. Назовите основные факторы передачи P. aeruginosа в ЛПУ.

5. Назовите заболевания, наиболее часто вызываемые P. aeruginosа как возбудителя внутрибольничных инфекций и обоснуйте причину их развития.

6. Назовите меры профилактики развития внутрибольничных инфекций, вызываемых синегнойной палочкой.

- решение ситуационных задач:

ЗАДАЧА №1. После 5 дней пребывания больного в хирургическом отделении стационара во время очередной перевязки врач заметил, что бинты окрасились в сине-зеленый цвет, состояние пациента резко ухудшилось. Эмпирическая антибиотикотерапия не привела к улучшению состояния. 
Ваши предположения об этиологии заболевания. С чем связана низкая эффективность химиотерапии?

ЗАДАЧА №2. В направлении в бак. лабораторию врач-хирург указал предварительный диагноз «Синегнойная инфекция?». Из лаборатории был получен ответ «При бактериологическом исследовании гноя выделена и идентифицирована Pseudomonas aeruginosa». 
Может ли хирург, получив такой ответ, подтвердить этиологическую значимость синегнойной палочки в гнойно-воспалительном процессе? Обоснуйте свой ответ. 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (см. контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой:

1. Устойчивость синегнойной палочки к антимикробным химиопрепаратам на современном этапе.

2. Антипсевдомонадные препараты.

3. Роль синегнойной палочка в развитии нозокомиальных инфекций ОРИТ.

4. Биологический смысл феномена «чувства кворума», характерного для P. aeruginosа.

8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Основная:

1. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

2. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.

Дополнительная:

3. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный.

4. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - Текст: электронный.

5. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 с. - Текст: электронный.

Электронные ресурсы:
Сайт и журнал, освещаюший проблемы инфекционных заболеваний и антимикробной терапии (http://www.antimicrob.net)

НТД, статистика по заболеваемости (http://rospotrebnadzor.ru)

ЭЛЕКТРОННЫЙ АТЛАС - руководство по бактериологии, микологии, протозоологии и вирусологии с иммунологией и аллергологией (под ред. акад. РАМН, проф. Воробьева А.А., проф. Быкова А.С.) (http://medicine-live.ru/page/atlas/micro/)
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