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1. Занятие № 13
Тема: «Микробиологическая диагностика анаэробных инфекций, вызванных спорообразующими (газовая гангрена, столбняк, ботулизм, псевдомембранозный колит) и неспорообразующими микроорганизмами».
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.
Анаэробные инфекции выделились в самостоятельный раздел в самом начале 20 века, причем среди них выделялись 3 группы: 1-ботулизм и столбняк, 2- клостридиальные гангрены мягких тканей, 3-гнойно-гнилостные процессы, которые являются частыми осложнением послеоперационных вмешательств.

По современным представлениям одно из ведущих мест принадлежит условно-патогенным анаэробам, не образующим спор (неклостридиальные инфекции). Примерно 90% хирургических инфекций имеют эндогенное происхождение и вызываются ассоциациями анаэробов с аэробами или нескольких анаэробов. Однако следует отметить, что заболевания, вызываемые патогенными клостридиями, отличаясь высокой степенью летальности, остаются актуальной проблемой.

Цель обучения: 

- учебная:
знать: правила работы в микробиологической лаборатории, технику безопасности при работе с микроорганизмами, реактивами и приборами; классификацию, морфологию и физиологию микроорганизмов; их биологические и патогенные свойства, влияние на здоровье населения; молекулярно-генетические основы патогенности и антибиотикорезистентности микроорганизмов, механизмы и методы их изучения; сущность микробиологических, молекулярно-генетических, иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний, области их применения, принципы интерпретации полученных результатов; применение основных антибактериальных и иммунобиологических препаратов; влияние физических и химических факторов на микроорганизмы как основа деконтаминации; микробиологические аспекты развития внутрибольничных инфекций и мер борьбы с ними.
· особенности биологии спорообразующих и неспорообразующих анаэробных бактерий, определяющие их роль в инфекционной патологии человека;
· экологию спорообразующих и неспорообразующих анаэробных бактерий, особенности эпидемиологии, патогенеза и иммунитета, вызываемых ими заболеваний;
· материал и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями;
· профилактику и терапию заболеваний, вызываемых спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

уметь: соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность; пользоваться микробиологическим оборудованием; работать с увеличительной техникой; обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты; использовать полученные знания по резистентности микроорганизмов для определения тактики антимикробной терапии; применить принципы экстренной профилактики и терапии пациентов; анализировать действие лекарственных средств – антибиотиков и иммунобиологических препаратов – по совокупности их свойств и возможность их использования для терапевтического лечения пациентов различного возраста.
· учитывать и оценивать результаты микроскопии исследуемого материала при подозрении на инфекцию, вызванную спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями;
· учитывать и оценивать результаты посева исследуемого материала на питательные среды с целью выделения и культивирования спорообразующих и неспорообразующих анаэробных бактерий (тиогликолевая среда, Китта-Тароцци и др.);
· проводить идентификацию исследуемой культуры с учетом морфо-тинкториальных (метод Грама), биохимических («пестрый ряд»), токсигенных (реакция нейтрализации) свойств.

владеть: основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования во избежание инфицирования врача и пациента; основными навыками работы с современными приборами, применяемыми для диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических и иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний; навыками интерпретации определения чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам с целью выбора средств рациональной терапии; алгоритмом подбора иммунобиологических препаратов с целью профилактики и терапии инфекционных заболеваний.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

Собеседование по контрольным вопросам.

1. Классификация и морфо-биологические свойства спорообразующих анаэробных бактерий – клостридий анаэробной газовой гангрены, столбняка, ботулизма, псевдомембранозного колита.

2. Классификация и морфо-биологические свойства неспорообразующих анаэробных бактерий – бактероиды, превотеллы, порфиромонады, фузобактерии.

3. Ведущий фактор вирулентности патогенных клостридий и метод его определения.

4. Факторы вирулентности неспорообразующих анаэробных бактерий и механизм их действия.

5. Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза анаэробной газовой гангрены, столбняка, ботулизма.
6. Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза псевдомембранозного колита.

7. Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза инфекций, вызываемых неспорообразующими анаэробными бактериями.

8. Материалы и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

9. Ускоренная микробиологическая диагностика анаэробной газовой гангрены.

10. Ускоренная и экспресс-диагностика заболеваний, вызываемых спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

11. Специфическая профилактика и терапия анаэробной газовой гангрены, столбняка, ботулизма.

12. Профилактика и терапия заболеваний, вызванных неспорообразующими анаэробными бактериями.


Тесты

1. ВЕДУЩИЙ ФАКТОР ПАТОГЕННОСТИ КЛОСТРИДИЙ
1) высокая биохимическая активность

2) капсула

3) экзотоксины

4) эндотоксины

5) широкая распространенность в почве

2. ОСНОВНОЙ ВОЗБУДИТЕЛЬ ГАЗОВОЙ АНАЭРОБНОЙ ГАНГРЕНЫ
1) C. perfringens
2) C. novyi
3) C. septicum
4) C. histolyticum
5) C. sporogenes
3. У ЧЕЛОВЕКА ВОЗБУДИТЕЛЬ СТОЛБНЯКА ВЫЗЫВАЕТ
1) восходящий столбняк

2) нисходящий столбняк

3) вялые параличи

4) пищевую токсикоинфекцию

5) злокачественный отек

4. БОТУЛИНИСТИЧЕСКИЙ ТОКСИН ПО МЕХАНИЗМУ ДЕЙСТВИЯ НА КЛЕТКУ-МИШЕНЬ
1) эксфолиативный токсин

2) ингибитор синтеза белка

3) активатор аденилатциклазной системы

4) блокатор передачи нервного импульса

5) гемолизин 

5. КЛОСТРИДИИ ВЫЗЫВАЮЩИЕ РАЗВИТИЕ ПСЕВДОМЕМБРАНОЗНОГО КОЛИТА НА ФОНЕ АНТИБИОТИКОТЕРАПИИ
1) C. perfringens
2) C. difficile
3) C. septicum
4) C. histolyticum
5) C. bifermentans
6. МОНОИНФЕКЦИИ ИЗ ЧИСЛА НЕСПОРООБРАЗУЮЩИХ АНАЭРОБОВ ВЫЗЫВАЕТ
1) Prevotella bivia
2) P. intermedia
3) Bacteroides fragilis
4) Porphyromonas endodontalis
5) P. gingivalis
5.2. Основные понятия и положения темы.

Классификация и морфо-биологические свойства спорообразующих анаэробных бактерий – клостридий анаэробной газовой гангрены, столбняка и ботулизма.

Сем. Bacillaceae, род Clostridium. 

Возбудители газовой гангрены:

Виды: C. perfringens, C. novyi, C. septicum, C. histoliticum, C. sordelli. Чаще других заболевание вызывает C. perfringens.
Возбудитель столбняка: C. tetani.
Возбудитель ботулизма: C. botulinum.
Крупные палочки. Образуют споры в организме человека и на питательных средах, диметр которых превышает ширину клеток. Локализация спор: у C. perfringens и других возбудителей газовой гангрены центрально или субтерминально, C. tetani – терминально, C. botulinum – субтерминально. Подвижны (кроме C. perfringens, которые неподвижны, но в отличие от прочих образуют капсулу). Грамположительны. 

Строгие анаэробы. C. perfringens типа А аэротолерантна (может развиваться еще при 40 мм. рт. ст.). Хорошо растут на питательных средах: Китта-Тароцци (помутнение и газообразование); на агаре Цейсслера (у C. perfringens – серые дисковидные колонии; у подвижных видов рост ползучий); в высоком столбике сахарного агара колонии C. perfringens напоминают чечевички, у остальных клостридий – пушинки, комочки ваты; в среде Вильсона-Блера клостридии восстанавливающие сульфит Na с образованием FeS, окрашены в черный цвет.

По биохимическим свойствам клостридии можно разделить на 2 группы:

1) обладающие преимущественно сахаролитическими свойствами: C. perfringens, C. septicum, C. novyi;
2) обладающие преимущественно протеолитическими свойствами: C. histoliticum, C. botulinum.
Только C. tetani биохимически мало активен и не может быть причислен ни к одной группе.

Антигенная структура: возбудителей газовой гангрены разделяют на серовары, отличающиеся по антигенным и биохимическим свойствам своих токсинов. C. perfringens – 6 сероваров (A,B,C,D,E,F). C.novyi – 4 серовара (A,B,C,D). C.septicum – 2 серовара (A,B). C. histoliticum не типируется.

Клостридии столбняка делятся на 10 сероваров. Разделение сероваров производят по Н-антигену, а на серогруппы – по О-антигену. Возбудители всех сероваров продуцируют токсин, который нейтрализуется антитоксической сывороткой любого типа.

Возбудителей ботулизма по антигенным свойствам нейротоксина делят на семь сероваров (A,B,C,D,E,F,G). Наиболее частой причиной заболевания ботулизмом являются токсины сероваров А, В и Е, и реже C, D, F. Токсины серовара G мало изучены. 

Ведущий фактор вирулентности патогенных клостридий и метод его определения.

Патогенные клостридии образуют экзотоксины, обладающие сильным некротическим, гемолитическим и летальным действием.

Возбудитель столбняка.

Вырабатывает сильный токсин, состоящий из двух компонентов тетаноспазмина и тетанолизина. Основной компонент – тетаноспазмин, представлен белком, непрочно связанным с бактериальной клеткой. Этот токсин поражает двигательные клетки нервной ткани, что приводит к спазтическому сокращению мышц. Тетанолизин гемолизирует эритроциты.

Возбудитель ботулизма.

Продуцирует самый сильный из биологических токсинов. Токсин состоит из двух компонентов: нейротоксина и гемагглютина. Поражающее действие токсина связано с высокой тропностью к нервной ткани, в частности к синапсам. Доказано, что возбудитель ботулизма помимо экзотоксина еще вырабатыват протоксин, который в ЖКТ под действием протеолитических ферментов превращается в токсин, усиливая его действие в 50-100 раз.

Особенности экологии, эпидемиологии и патогенеза анаэробной газовой гангрены, столбняка и ботулизма.

Естественной средой обитания возбудителей газовой гангрены является кишечник человека и животных, а из кишечника человека и животных они попадают в почву в виде вегетативных форм и длительно сохранятся в споровой форме. В организм человека они в основном попадают при травматических ситуациях: ранениях, осложнениях открытой травмы. Обязательным условием развития инфекции является наличие некротической ткани и понижение в зоне ранения окислительно-восстановительного потенциала. В этих условиях быстро развивается некротический отек и нарушается микроциркуляция, создавая таким образом, благоприятные условия для размножения возбудителя и дальнейшему распространению в прилежащие ткани. В дальнейшем происходит выделение токсинов. 

C.tetani широко распространен в природе. Являясь естественным обитателем кишечника травоядных и 5-40% людей, он попадает вместе с фекалиями в почву и длительно там сохраняется в виде спор, а в некоторых почвах и может размножаться. Возникновение заболевания связано с попаданием C. tetani в рану. Особенно опасны колотые или имеющие «карманы» раны, где создаются условия анаэробиоза, способствующие размножению возбудителя столбняка. Размножение возбудителя сопровождается выработкой высокопатогенного экзотоксина (тетаноспазмина), который влияет на передачу импульсов в головном и спинном мозге. Продвижение токсина происходит по двигательным волокнам периферических нервов в спинной мозг, продолговатый мозг и ретикулярную формацию ствола. 

Он фиксируется ганглиозидами клеток спинного мозга и ствола головного мозга. Токсин блокирует передачу нервных импульсов, что приводит к резким спазмам скелетных мышц в ответ на любое раздражение. Смерть обычно наступает в результате нарушения дыхания. Летальность составляет около 50%. После перенесенного заболевания иммунитет не вырабатывается.


При инфицировании пуповины у новорожденных возможно развитие столбняка. Больной столбняком не опасен для окружающих.

Ботулизм относят к сапронозам, хотя роль почвы, как среды активной деятельности C. botulinum, оспаривается, полагая что она лишь промежуточная среда. Основным резервуаром являются травоядные животные и реже холоднокровные (рыбы, моллюски, ракообразные). Причем сам возбудитель не способен размножаться в организме больного. Вегетативные формы C. botulinum и ботулотоксин попадают в организм при употреблении инфицированных продуктов. Всосавшись через слизистую оболочку желудка и кишечника в кровь, токсин, вызывает парез гладкой мускулатуры и кровеносных сосудов, что ведет к ломкости капилляров. Особой чувствительностью к токсину обладают мотонейроны спинного и продолговатого мозга. Резко угнетается парасимпатическая нервная система. Токсин блокирует освобождение ацетилхолина, что обуславливает развитие периферических параличей. Развиваются зрительные расстройства, нарушение координации глазных мышц, затруднение глотания и расстройство речи. Смерть наступает от паралича дыхательных мышц или остановки сердца.

Материалы и методы микробиологической диагностики заболеваний, вызываемых спорообразующими и анаэробными бактериями

Исследуемый материал.

Материалом для исследований при газовой гангрене: отделяемое раны, отечная жидкость, кусочки омертвевшей ткани, кровь, перевязочный и шовный материал. При столбняке исследованию подлежат: кусочки ткани, перевязочный и шовный материал. При ботулизме: рвотные массы, промывные воды желудка, фекалии, кровь, остатки пищевых продуктов.

Микроскопический метод.

Микроскопия исследуемого материала, обнаружение характерных по морфо-тинкториальным свойствам микроорганизмов позволяет дать предварительный ответ.

Из исследуемого материала делаются препараты и окрашивают по Граму и Ожешко для выявления спор.

Бактериологический метод.

Окончательный диагноз ставится на основании морфо-тинкториальных, биохимических свойств выделенной культур, биологической пробы на мышах для определения экзотоксина и реакции нейтрализации выделенной культуры с соответствующими антисыворотками.

Ускоренная диагностика.

Предварительный ответ при диагностике газовой гангрены получают при посеве исследуемого материала на среду Китта-Тароции, Вильсон-Блера, обезжиренное молоко. При положительном результате через несколько часов на среде Китта-Тароцци – пенообразование, на Вильсон-Блера – почернение, на молоке – губкообразное свертывание с образованием пузырьков газа («штормовая реакция»).

Экспресс-диагностика: РИФ.
Приготовленные из патологического материала мазки окрашивают специфической люминесцирующей сывороткой антиперфрингенс. При люминесцентной микроскопии в мазке обнаруживают крупные микробные клетки, флюоресцирующие специфическим желто-зеленым светом.

Специфическая профилактика и терапия анаэробной газовой гангрены.

Вакцины.

1. Адсорбированный секстанатоксин содержит очищенные анатоксины против возбудителей газовой гангрены (C. perfingens, C. novyi), столбняка (C. tetani) и ботулизма (C. botulinum типов А, В, Е).

2. АКДС. Адсорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина содержит взвесь коклюшных бактерий, убитых формалином, и очищенные дифтерийный и столбнячный анатоксины, адсорбированных на гидроокиси алюминия.

Сыворотки.

1. Антитоксические сыворотки - антиперфрингенс, антинови, антисептикум. Содержат антитела к токсинам возбудителей газовой гангрены; получены из крови лошадей, гипериммунизированных анатоксинами возбудителей. Вводится дробно по методу Безредки А.М. с предварительной внутрикожной пробой на чувствительность.
2. Противостолбнячная сыворотка. Содержит антитела к токсину возбудителя столбняка. Получена из крови лошадей, гипериммунизированных столбнячным анатоксином. Вводится дробно по методу Безредки А.М. с предварительной внутрикожной пробой на чувствительность.

3. Противоботулинические сыворотки. Содержат антитела к токсинам возбудителя ботулизма типов: А,В,Е и F. Получены из крови лошадей, гипериммунизированных ботулиническими анатоксинами. Вводится дробно по методу Безредки А.М. с предварительной внутрикожной пробой на чувствительность.

Иммуноглобулины.
Иммуноглобулин человеческий пpoтивостолбнячный содержит антитела к токсину возбудителя столбняка. Получен из гаммаглобулиновой фракции крови людей-доноров, ревакцинированных очищенным сорбированным столбнячным анатоксином. 
Классификация и морфо-биологические свойства возбудителя псевдомембранозного колита.

Clostridium difficile – спорообразующий, анаэробный микроорганизм впервые описанный в 1935 г.; роль токсинов C. difficile в развитии псевдомембранозного колита была установлена только к 1978 г. Токсин А – летальный энтеротоксин, вызывает развитие диареи, токсин В – цитотоксин, вызывает воспаление тканей в кишечнике). 
Патогенез заболевания включает следующие этапы: нарушение нормальной микрофлоры толстой кишки; колонизация толстой кишки продуцирующими токсин штаммами C. difficile; выработка токсинов (А и В); воспаление и повреждение слизистой оболочки толстой кишки (до некроза эпителия и образования мембран в тяжелых случаях).

Чаще всего к развитию заболевания приводит применение клиндамицина, цефалоспоринов, ампициллина. Кроме применения антибиотиков риск развития инфекции повышен у лиц старше 60 лет, стационарных больных, пациентов с ослабленным иммунитетом, онкологическими заболеваниями и у лиц получающих антисекреторную терапию.
Микробиологическая диагностика.

Исследуемый материал: фекалии. Методы диагностики: бактериологический метод (практически не используется ввиду трудности выделения); определение в испражнениях токсинов А и В с помощью ИФА, иммунохроматографическим методом.
Специфическая профилактика не разработана.
Возбудители неклостридиальных анаэробных инфекций.
Особенностью этиологии неклостридиальных анаэробных инфекций является большое количество облигатных анаэробов из разных таксономических групп, входящих в состав нормальной микрофлоры человека и при ишемии тканей вызывающих гнойно-воспалительные заболевания различной локализации. К числу возбудителей относятся представители родов Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus и др. 
Микробиологическая диагностика включает
· микроскопию исследуемого материала (низкая специфичность);

· экспресс-диагностику: ПЦР, ГЖХ. 
Использование газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ) основано на хроматографическом определении в исследуемом материале специфических продуктов метаболизма анаэробов — летучих жирных кислот С2-С7 (ЛЖК). При этом маркёрами анаэробов являются изовалериановая, изокапроновая, уксусная, пропионовая кислоты; время исследования 30-40 мин. Аэробные бактерии ЛЖК не продуцируют.
· бактериологический метод с соблюдением анаэробных условий при транспортировки и исследовании патологического материала!
5.3. Самостоятельная работа по теме: 
1. Проведите микробиологическое исследование биоптата (аутоптата) из глубины раны больного с подозрением на анаэробную газовую гангрену:
1.1. Промикроскопируйте препарат из биоптата, окрашенный по Граму. Сделайте заключение.

Учитывая быстрое развитие клиники газовой гангрены и зависимость исхода заболевания от своевременности и целенаправленности специфического (иммунотерапия) и неспецифического лечения, важно использовать ускоренные методы диагностики.

К числу ускоренных методов микробиологической диагностики относится микроскопическое исследование мазков-отпечатков полученных биоптатов. Клостридии – крупные (0,4-1,2х3-10 мкм) грамположительные палочки, не образующие капсулы, за исключением C. perfringens. Обнаружение характерных микроорганизмов позволяет дать ориентировочный ответ о присутствии в исследуемом биоптате C. perfringens (капсульные бациллы) или других клостридий.

1.2. Учтите результаты посева биоптата в среду Вильсона-Блера и молоко. Сделайте заключение.

Посев на среды Вильсона-Блера и молоко позволяет получить ориентировочный ответ о наличии C. perfringens – основного возбудителя анаэробной газовой гангрены уже через 2-6 ч культивирования. На среде Вильсона-Блера отмечают почернение среды, на среде с молоком образуется губкообразный сгусток, пронизанный пузырьками газа («штормовая реакция»). Остальные клостридии также изменяют среду Вильсона-Блера (почернение и образование газа у газообразователей) и молоко (пептонизируют, как C. histolyticum, или свертывают), но происходит это медленнее по сравнению с C. perfringens.

1.3. Проведите бактериологическое исследование по выделению и идентификации предполагаемого возбудителя с целью установления этиологии заболевания.

На 1 этапе, помимо вышеуказанных исследований, производят посев исследуемого материала на среду для контроля стерильности (СКС) или какую-либо среду для выделения анаэробов (анаэробный кровяной агар, среда Китта-Тароцци и т. д.).

На 2 этапе изучите и оцените результаты посева исследуемого материала на СКС визуально и на основании микроскопии препаратов, окрашенных по Граму, сделайте вывод.

На среде СКС клостридии вызывают помутнение и газообразование. При микроскопии выявляют крупные грамположительные палочки, образующие споры, превышающие диаметр клетки и занимающие субтерминальное или центральное расположение. В случае получения накопительной культуры, соответствующей характеристике клостридий, осуществляется ее посев на плотную питательную среду с целью получения изолированных колоний. Чашки инкубируют в анаэробных условиях.

На 3 этапе характерные колонии отсевают на соответствующие питательные среды для выделения и накопления чистой культуры.

На 4 этапе полученная чистая культура подлежит идентификации. Укажите в протоколе свойства и методы, позволяющие определить видовую принадлежность.

· учтите результаты посева культуры на «пестрый ряд»; для оценки результатов используйте таблицу 1.
Таблица 1

Основные свойства возбудителей газовой гангрены, столбняка, ботулизма
	В и д
	Капсула
	Подвижность
	Лецитиназа
	Ф е р м е н т а ц и я
	Разжижение
	Молоко

	
	
	
	
	глюкозы
	мальтозы
	сахарозы
	лактозы
	маннита
	желатина
	свернут. сыв-ки
	

	C. perfringens

	+


	-


	+


	кг


	кг


	кг


	кг


	-


	+)


	-


	бурное свертыван (3-6 ч)

	C. novyi 

(тип А)
	-


	+


	+


	кг


	кг


	-


	-


	-


	+


	-


	медл. свер-

тывание

	C. septicum

	-


	+


	-


	кг


	кг


	-


	кг


	-


	(

	+


	медл. свер-

тывание

	C. histolyticum

	-


	+


	-


	(

	-


	-


	-


	-


	+


	+


	пептонизация

	C. tetani

	-


	+


	-


	-


	-


	-


	-


	-


	+)


	-


	медл. сверт. или не сверт.

	C. botulinum
	-
	+
	+
	кг
	(
	(
	-
	-
	+
	+
	пептонизация


Примечание: +) – медленно

· учтите и оцените результаты РН на белых мышах с центрифугатом культуральной жидкости и противогангренозными антитоксическими сыворотками (таблица 2, 3)
Таблица 2

	№ пп
	Введено животным
	Результат

	
	культуральная 
жидкость
	антитоксическая

сыворотка
	

	1.
	+
	противоперфрингенс
	Мыши живы

	2.
	+
	противонови
	Мыши пали

	3.
	+
	противосептикум
	Мыши пали

	4.
	+
	противогистолитикум
	Мыши пали

	5.
	+
	противосорделлии
	Мыши пали

	6.
	+
	--
	Мыши пали


Таблица 3

	№ пп
	Введено животным
	Результат

	
	культуральная 
жидкость
	антитоксическая

сыворотка
	

	1.
	+
	противоперфрингенс
	Мыши пали

	2.
	+
	противонови
	Мыши пали

	3.
	+
	противосептикум
	Мыши пали

	4.
	+
	противогистолитикум
	Мыши живы

	5.
	+
	противосорделлии
	Мыши пали

	6.
	+
	--
	Мыши пали


Для определения токсигенности культуры путем постановки РН смесь центрифугата исследуемой культуры с антитоксическими сыворотками вводят подкожно белым мышам. В случае нейтрализации токсина животные остаются живыми; при отрицательной РН – животные погибают.

На основании полученных результатов определите видовую принадлежность выделенной культуры, занесите результаты в протокол, заполните бланк-направление и бланк-ответ из бак. лаборатории.
2. Промикроскопируйте препарат из культуры, выделенной при подозрении на столбняк, окрашенный по Граму. Сделайте вывод.
С. tetani – крупные (0,3-0,8х4-8 мкм) грамположительные палочки, подвижны, капсул не образуют. Характерно образование терминальной споры шаровидной формы, что придает возбудителю столбняка вид «барабанной палочки».
3. Учтите и оцените результаты развернутой РН на белых мышах центрифугата рвотных масс и промывных вод желудка обследуемого с клиническим диагнозом «пищевая токсикоинфекция. Ботулизм?» (таблица 4).

Таблица 4
	№

пп
	Введено животным
	Результат

	
	исследуемый материал
	противоботулинистическая сыворотка
	

	1.
	+
	Тип А
	Мыши живы

	2.
	+
	Тип В
	Мыши пали

	3.
	+
	Тип С
	Мыши пали

	4.
	+
	Тип Е
	Мыши пали

	5.
	+
	--
	Мыши пали


C. botulinum является возбудителем пищевой токсикоинфекции – ботулизма, протекающей с преимущественным поражением центральной и вегетативной нервной систем.

Для идентификации токсинов с целью микробиологической диагностики заболевания используют РН на белых мышах с моновалентными антитоксическими сыворотками типов А, В, С, Е. Все типы токсинов обуславливают одинаковую клиническую картину заболевания, но токсин каждого типа специфичен и нейтрализуется только соответствующим антитоксином.

Смесь исследуемого материала и противоботулинистических сывороток типов А, В, С, Е инкубируют при 37( в течение 30 мин и вводят п/к белым мышам. Контрольной паре мышей вводят только исследуемый материал.

Учет результатов производится через 4-6 ч, 24 ч и далее на протяжении 4-х дней. Мыши, получившие смесь токсина с гомологичной сывороткой, выживают при гибели всех остальных мышей. Картина болезни и гибели мышей очень характерна: учащенное дыхание, состояние полного расслабления мышц, западание мышц брюшной полости («осиная талия»), параличи и судороги перед смертью.

В заключении бак. лаборатории о наличии в исследуемом материале ботулотоксина обязательно указывают его тип. До установления типа токсина для лечения используется поливалентная (типов А, В, С, Е) противоботулинистическая лошадиная сыворотка. После определения типа токсина вводят сыворотку только данного типа.
4. Промикроскопируйте препарат из биоптата флегмоны стопы больного «А», окрашенный по Граму (фотографии 1, 2). Сделайте вывод.

Больной «А», 42 л, госпитализирован в тяжелом состоянии с диагнозом: «флегмона стопы». 

Объективно: кожа на стопе умеренно гиперемирована, имеется болезненный отек. Сопутствующая патология: инсулинзависимый сахарный диабет в течение 10 лет, варикозное расширение вен.

Больной прооперирован – произведено вскрытие флегмоны двумя разрезами; выпущено 100 мл зловонного гноя. При перевязке на следующий день обнаружены 2 раны с обильным зловонным гноетечением бурого цвета с капельками жира; обширный некроз подкожной клетчатки, фасций и мышц. Больному проведена экстренная операция: некротические ткани иссечены, произведен обильный лаваш раневой поверхности перекисью водорода, хлоргексидином, для лучшей аэрации и хорошего оттока раневого отделяемого края раны подшиты к коже. Динамика течения раневого процесса представлена на фотографиях 1, 2.

Одними из основных возбудителей гнойно-воспалительных заболеваний являются грамотрицательные неспорообразующие анаэробные бактерии родов Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium. Это грамотрицательные мелкие палочки и коккобактерии; фузобактерии чаще имеют удлиненную веретенообразную форму с заостренными концами.
5. Ознакомьтесь со средами, методами и приборами для создания анаэробиоза (см. протокол практического занятия).

Питательные среды: среда для контроля стерильности (СКС), Китта-Тароцци, полужидкий сахарный агар (высокий столбик).

Методы: Фортнера, Биттнера.

Приборы: микроанаэростат, эксикатор, газ-пак.
6. Ознакомьтесь и опишите в протоколе биопрепараты: АКДС, антитоксические противогангренозные сыворотки – моновалентные, адсорбированный столбнячный анатоксин (АДС), противостолбнячная сыворотка, указав, что они содержат, для чего и как применяются.
5.4. Итоговый контроль знаний: 
- вопросы для самоконтроля:
1. Особенности забора и доставки материала при микробиологической диагностике инфекций, вызванных спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

2. Обоснуйте выбор питательных сред и условий культивирования возбудителей инфекций, вызванных спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

3. Методы ускоренной диагностики инфекций, вызванных спорообразующими и неспорообразующими анаэробными бактериями.

4. Назовите основные тесты идентификации и дифференциации возбудителей анаэробной газовой гангрены.

5. Обоснуйте, почему возбудителей анаэробной газовой гангрены и столбняка называют некропаразитами.

6. Назовите основного возбудителя анаэробной газовой гангрены и обоснуйте его ведущее патогенетическое значение. 

7. Обоснуйте тактику специфической профилактики и терапии анаэробной газовой гангрены, столбняка, ботулизма.

8. Условия развития инфекций, вызванных грамотрицательными неспорообразующими анаэробными бактериями – представителями нормальной микрофлоры (родов Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium).

9. Столбняк новорожденных – причины развития и меры профилактики.

10. Псевдомембранозный колит – причины развития и меры профилактики.
- решение ситуационных задач.

ЗАДАЧА №1.  В хирургический стационар поступил больной с газовой гангреной, в дальнейшем диагноз подтвердился, при бактериологическом исследовании обнаружен возбудитель С. рerfringens.
1. Назовите возможные пути распространения анаэробной инфекции внутри стационара.
2. Мероприятия по предотвращению распространения инфекции.
3. Объекты и методы санитарно-бактериологического контроля.
ЗАДАЧА №2. После употребления в пищу грибов домашнего консервирования в семье отмечено два случая острого отравления с неврологическими симптомами (двоение в глазах, затруднение глотания, охриплость голоса, мышечная слабость).

1. О каком заболевании идет речь.
2. С помощью какого лабораторного исследования может быть установлена этиология данного заболевания?
3. Какие экспресс-методы нужно применить для диагностики?
4. Какие биопрепараты следует экстренно назначить больному?
ЗАДАЧА №3. В приемный покой обратился 50-летний мужчина, травмировавшийся на приусадебном участке: поранился вилами во время земляных работ, имеется колотая рана правой голени. Беспокоят тянущие боли в ране, судорожные сокращения жевательной и мимической мускулатуры. Микроскопическое исследование отделяемого раны выявило наличие крупных грамположительных палочек.

1. Какой диагноз можно предположить? Назовите возбудителя.
2. Какой препарат необходимо назначить больному для специфической терапии? Принцип введения данного препарата.
3. Какие методы микробиологической диагностики необходимо использовать для подтверждения диагноза? Их суть.
ЗАДАЧА №4. У ребенка с глубокой колотой раной голени и симптомами газовой гангрены при хирургической обработке раны взят биопсийный материал. На основании микроскопического исследования дан предварительный положительный ответ.

1. Какие морфологические формы бактерий могут быть обнаружены при данном исследовании?
2. Какими методами следует продолжить исследование?
3. Какие препараты должен назначить врач для лечения?
ЗАДАЧА №5. Пострадавший в автотранспортной аварии был доставлен в стационар с обширными ранами, загрязненными почвой.

1. Какие возбудители могли быть занесены в рану с почвой?
2. Какие меры специфической профилактики следует принять в этом случае?
ЗАДАЧА №6. Во время прогулки на детской площадке ребенок четырех лет получил травму с повреждением кожных покровов. Через 3 дня во время перевязки хирург заподозрил газовую гангрену.

1. Какой материал следует взять для исследования?
2. Какие методы микробиологической диагностики используются для подтверждения диагноза?
3. Какой экспресс-метод позволяет подтвердить диагноз?
4. Какие препараты следует назначить для лечения?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по теме занятия, тестовые задания, ситуационные задачи).
7. Список тем по НИРС, предлагаемый кафедрой:

1. Токсины как фактор патогенности спорообразующих анаэробных бактерий.

2. Псевдомембранозный колит.

3. История создания и применения антитоксических сывороток в лечении анаэробных инфекций.

8. Рекомендуемая литература по теме занятия:
Основная литература:

1. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология: учебник / Л. Б. Борисов. - 5-е изд., испр. - Москва: Медицинское информационное агентство, 2016. - 785 с. - Текст: электронный.
Дополнительная литература:

2. 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.

3. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 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. Лелевич, С. В.Клиническая микробиология: учебное пособие / С. В. Лелевич, О. М. Волчкевич, Е. А. Сидорович. - Санкт-Петербург: Лань, 2021. - 308 с. - Текст: электронный.
Электронные ресурсы:
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/)

Российские национальные рекомендации Хирургические инфекции кожи и мягких тканей (http://nasci.ru/?id=3392&download=1)

Роспотребнадзор; МУ 3.1.2436-09 Эпидемиологический надзор за столбняком (https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=4793)
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