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Гомель 2004
Микробиологические исследования в Республике Беларусь выполняют 117 лабораторий лечебно-профилактических учреждений и 127 лабораторий центров гигиены и эпидемиологии. В них работает 571 врач-бактериолог и 35 врачей-вирусологов. В 2001г. лабораториями выполнено более 7000000 исследований.
Направления деятельности лабораторий клинической микробиологии в любом стационаре:

1. Исследование материала от больных с признаками заболеваний микробной этиологии.

2. Оценка эпидемиологической ситуации в отделениях на основе анализа результатов бактериологических исследований за определенный период времени, а также по данным, полученным при специальных исследований (микробиологический мониторинг).

3. Участие в разработке тактики использования антибактериальных препаратов на основании данных о микроорганизмах, выделяемых в стационаре, и динамики изменения их чувствительности к антибиотикам.

Клиническая микробиология – это раздел медицинской микробиологии, исследующий микробиологические аспекты этиологии, патогенеза и иммунитета микробных заболеваний в неинфекционной клинике, разрабатывающий и реализующий методы их лабораторной диагностики, специфической терапии и профилактики.

Задачи клинической микробиологии близки к таковым всей медицинской микробиологии. Их специфика вытекает из того, что клиническая микробиология исследует главным образом одну группу микробов - условно-патогенные и одну группу заболеваний - оппортунистические инфекции. Исходя из этого, задачами клинической микробиологии являются:

1) исследование биологии и роли уcловно-патогенных микробов в этиологии и патогенезе инфекционных заболеваний человека;

2) разработка и использование методов микробиологической диагностики, специфической терапии и профилактики микробных заболеваний, встречающихся в неинфекционных стационарах; 

3) исследование микробиологических аспектов проблем внутрибольничных инфекций, дисбактериоза, лекарственной устойчивости микробов;

4) микробиологическое обоснование и контроль за антимикробными мероприятиями в стационарах.

Условно-патогенные (оппортунистические) микробы

Это большая и разнородная в систематическом отношении группа микробов, которые вызывают у человека болезни при определенных условиях. 

В современной патологии человека предполагается  этиологическая роль около ста видов условно-патогенных микробов. Основное значение из них имеют представители родов Staphylococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Serratia, Proteus, Hafnia,Providencia, Pseudomonas, Haemophilus, Branhamella, Acinetobacter, Moraxella, Vibrio, Propionobacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Bacillus, Mycobacterium, Mycoplasma, Actinomyces, Candida, Cryptococcus, Pneumocysta.
В экологическом отношении условно-патогенные микробы неоднородны. Среди них имеется группа свободноживущих видов, главной средой обитания которых являются различные биоорганическив субстраты (пищевые продукты, вода, почва, органические отходы, растворы и аэрозоли лекарственных препаратов). Большинство этих видов способны обитать также в организме человека и при определенных условиях вызывать у него болезни (сапронозы), но для сохранения и продолжения вида живая среда им не обязательна. В стационарах из этой группы микробов обитают акинетобактерии, псевдомонады, серратии, протеи, клебсиелла пневмонии.

Однако большинство условно-патогенных микробов являются постоянными, обязательными обитателями многих органов (биотопов) тела человека и находятся с ним обычно в симбиотических отношениях. При определенных условиях они могут вступать с хозяином в конкурентные отношения и вызывать у него болезни, но это явление не дает им биологических преимуществ, более того, иногда ведет к потере хозяина.

Для облигатно-патогенных микробов - возбудителей антропонозов - человек является единственным хозяином, но поскольку они вступают с ним в конкурентные отношения, то вынуждены постоянно переходить от одного хозяина к другому. Индукция болезни увеличивает численность и ареал популяции облигатно-патогенных микробов и является необходимым для ее существования явлением. 

Потенциальная способность условно-патогенных микробов вызывать инфекционные процессы в большинстве случаев реализуется в условиях пассивного проникновения высокой инфицирующей дозы во внутреннюю среду хозяина c ослабленным естественным иммунитетом и сниженной способностью к иммунному ответу на антигены возбудителя. В отличие от них облигатно-патогенные микробы имеют эволюционно закрепленный, эффективный механизм активного проникновения во внутреннюю среду организма хозяина и способность вызывать у него заболевание в случае попадания небольшой инфицирующей дозы и при нормально функционирующей иммунной системе.
Патогенность

Развитие или неразвитие инфекционного процесса в первую очередь зависит от входных ворот и способности возбудителя к адаптации в них. Большинство облигатно-патогенных микробов имеет специфические входные ворота. Естественное попадание их в другие биотопы не приводит к развитию инфекции. Условно-патогенные микробы способны вызывать инфекцию при попадании в любые органы и ткани. Однако в развитии инфекции имеет значение высокая адгезивная активность УПМ в сочетании с конкурентной активностью в отношении нормальной микрофлоры и устойчивостью к ее конкурентному действию.

Следующий этап инфекционного процесса - инвазия во внутреннюю среду макроорганизма и подавление фагоцитарного и других элиминирующих механизмов внутренней среды организма хозяина. У большинства условно-патогенных микробов в отличие от облигатно-патогенных отсутствуют активные механизмы для инвазии. Поэтому для развития инфекции необходим пассивный занос большого количества микроорганизмов (высокая инфицирующая доза) и дефицит элиминирующих механизмов иммунной системы.

· Повреждение клеток и тканей организма хозяина условно-патогенные микробы вызывают с помощью эндотоксина и ферментов-токсинов.

· УПМ не способны к внутриклеточному паразитированию и, за исключением отдельных штаммов, не выделяют экзотоксинов.

· Эндотоксин грам-отрицательных бактерий является универсальным фактором патогенности условно-патогенных бактерий. Мишенью для него являются поверхности клеток почти всех органов человека, что определяет многогранность и идентичность или близость вызванных ими поражений. Поскольку токсичность эндотоксина невелика, то только высокие концентрации его могут вызвать клинически выявляемые поражения, которые образуются при одновременной гибели и лизисе больших количеств бактерий.

· Условно-патогенные микробы выделяют большое количество экто-ферментов (гиалуронидаза, эластаза, коагулаза, фибринолизин, нейраминидаза, лецитиназа, нуклеазы, дезаминазы, декарбоксилазы и др.), оказывающих деполимеризующее или конформационное действие на свободные или входящие в состав клеток и волокон молекулы. Повреждающее действие микробных эктоферментов обусловлено не только разрушением структур, но и токсическим действием продуктов ферментативного распада (мочевина, сероводород, амины и др.).

Таким образом, условно-патогенные микробы обладает почти тем же набором факторов патогенности, как и облигатно-патогенные. Однако следует иметь в виду, что если у облигатно-патогенных микробов набор факторов патогенности специфичен и универсален для вида, то у условно-патогенных он вариабелен и мало специфичен.
Заболевания, обусловленные условно-патогенными микроорганизмами (оппортунистические инфекции)

Развитие и течение оппортунистических инфекций зависит от следующих факторов:

1. со стороны возбудителя

· высокая инфицирующая доза
· наличие факторов патогенности
· гетерогенность и изменчивость популяции
· пассивное проникновение во внутреннюю среду человека

2. со стороны организма человека

· нарушенная целостность покровов
· сниженная напряженность естественного иммунитета
· недостаточная способность к развитию приобретенного противоинфекционного иммунитета
3. со стороны внешней среды

· наличие факторов эффективной передачи возбудителя от инфицированного человека неинфицированному.

Для оппортунистических инфекций характерны следующие особенности

1. Полинозологичность. Возбудители оппортунистических инфекций не имеют строго выраженного органного тропизма: один и тот же вид может быть причиной развития различных нозологических форм (бронхитов, пневмоний, эмпием, синуситов, отитов, менингитов, остеомиелитов, холециститов, пиелонефритов, конъюнктивитов, инфекции травматических, послеоперационных и ожоговых ран и др.).

2. Полиэтиологичность. Одна и та же нозологическая форма (пневмония, менингит, пиелонефрит и др.) может быть обусловлена любым условно-патогенным микробом.

3. Клиническая картина оппортунистических инфекций в большей мере зависит от пораженного органа, чем от возбудителя заболевания. Например, пиелонефриты, вызванные псевдомонадами, кишечной палочкой, энтеробактером, энтерококком, клебсиеллой пневмонии, стафилококком, не различимы по клинической картине, хотя антибактериальная терапия этих форм должна иметь особенности.

4. Оппортунистические инфекции часто протекают как смешанные, микст-инфекции. Выявляется четкая закономерность: смешанные инфекции более часты при открытых процессах по сравнению с закрытыми, в позднем периоде болезни по сравнению с ранним, при хроническом течении по сравнению с острым, при тяжелых септических формах по сравнению с легкими. Имеются также различия, связанные с характером и локализацией процесса.

5. Частая смена возбудителей в ходе заболевания. В видовом составе возбудителей смешанных инфекций, особенно при стационарном лечении, постоянно происходят количественные и качественные изменения, вызванные вторичной инфекцией, которая облегчается при открытом ведении процесса, связи его с органами, обильно заселенными нормальной микрофлорой, введении в патологический очаг контаминированных микробами инструментов, перевязочного материала, дренажей, аппаратов, лекарств. При постановке диагноза смешанной инфекции надо иметь в виду, что не каждый присутствующий в патологическом очаге микроб является его возбудителем. Для принятия выделенного микроба за возбудителя нужен ряд доказательств, которые будут приведены ниже.

6. Оппортунистическим инфекциям свойственно хроническое течение. У одних больных болезнь с самого начала приобретает медленное, хроническое течение, у других - острая фаза болезни переходит в хроническую.

7. Оппортунистические инфекции имеют выраженную тенденцию к генерализации, к осложнению септикопиемией. Генерализацию оппортунистических инфекций связывают со сниженной способностью организма к отграничению микробного очага от остальной части организма, что является следствием недостаточности механизмов естественного и приобретенного противоинфекционного иммунитета.

8. Медленным развитием и малой напряженностью приобретенного противоинфекционного иммунитета. Это ведет к генерализации и хронизации патологического процесса и его устойчивости к терапевтическим мероприятиям.

9. Оппортунистические инфекции с трудом поддаются терапевтическим мероприятиям. Это обусловлено широким распространением множественно устойчивых к антимикробным препаратам штаммов, гетерогенностью и изменчивостью популяций возбудителей, недостаточной активностью факторов естественного иммунитета и сниженной способностью к развитию эффективного иммунного ответа на антигены возбудителей.

10. Эпидемиологические особенности. Оппортунистические инфекции отличаются от инфекций, вызванных облигатно-патогенными микробами, такими существенными эпидемиологическими особенностями, как 

· широкое распространение в больничных стационарах
· частая связь с оказанием медицинской помощи
· частые случаи эндогенной инфекции
· частая и массивная контаминация объектов внешней среды возбудителями
· способность ряда возбудителей размножаться в объектах внешней среды
· избирательность поражения населения (категории риска)
· невысокая контагиозность больных и носителей
· низкая восприимчивость здоровых людей.

Общие принципы микробиологической диагностики оппортунистических инфекций

Микробиологические методы имеют решавшее значение в постановке этиологического диагноза, в выработке рациональной схемы терапии и в предупреждении развития вторичных случаев заболевания.

Главным методом диагностики в настоящее время является бактериологический, состоящий в выделении чистой культуры возбудителя и определении необходимых для терапевтических и профилактических целей свойств. Диагностические возможности других методов ограничены.

Микроскопический метод выявляет бактерии только в случае массивного содержания в материале (105 и более бактерий на мл) и из-за близости морфологии бактерий позволяет отнести выявленную культуру только к крупным таксонам (бактерии, кокки, спирохеты, грамположительные, грамотрицательные и др.). Его результаты могут быть использованы для выбора питательных сред и предварительного суждения о возможном возбудителе. 

Серологический метод имеет вспомогательное значение. Ограничивает его возможности выраженная мозаичность антигенной структуры многих условно-патогенных микробов, наличие антител против них у здоровых людей и слабая выраженность иммунного ответа на антигены условно-патогенных микробов. Серологические реакции ставятся обычно с аутокультурой (реакция агглютинации с аутоштаммом), результат оценивается по нарастанию титра антител в процессе болезни (в 4 и более раз).
Биологический метод обычно не используется из-за неспецифичности клинической картины, вызываемой условно-патогенными микробами у экспериментальных животных.

Аллергический метод также не применяют в связи с отсутствием сенсибилизации или ее малой специфичностью.

Бактериологический (культуральный) метод. При использовании этого метода следует учитывать, что в патологическом материале от больного, как правило, присутствует ассоциация микроорганизмов, в которую входят как возбудители заболевания, так и заносные из других органов и внешней среды виды, а также микробы, которые попали в материал при его заборе и доставке. 

ЭТАПЫ ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ПРОЦЕССА В КЛИНИЧЕСКОЙ МИКРОБИОЛОГИИ

Диагностический процесс в клинической микробиологии складывается из четырех основных этапов:

1. формулировка задачи и выбор метода исследования;

2. выбор, взятие исследуемого материала, его хранение и транспортировка;

3. проведение исследований;

4. анализ полученных результатов.

Следует обратить внимание на то, что из четырех указанных этапов только один, да и то не всегда, полностью ложится на персонал лаборатории.

· Формулировка задачи исследования является прерогативой лечащего врача.
· В выборе метода исследования, вида исследуемого материала функции врача-микробиолога только консультативные.
· Взятие и транспортировку материала, чаще всего, осуществляет персонал лечебного учреждения и только в особых случаях - персонал лаборатории.
· Анализ полученных результатов проводится совместно лечащим врачом и врачом микробиологом, однако право и обязанность постановки диагноза больному принадлежат лечащему врачу.
Поэтому ответственность за успех микробиологического исследования не может быть возложена исключительно на лабораторию.
Достоверность и клиническая значимость получаемой информации определяется согласованностью действий лечащего врача и врача-микробиолога.

Формулировка задачи исследования подразумевает создание рабочей гипотезы о возможной этиологии патологического процесса у данного больного. Задача исследования определяет как выбор метода исследований, так и вид исследуемого материала и отражается в бланке направления, который прикладывается к материалу, доставляемому в лабораторию.

Ни один из существующих методов не позволяет искать в материале все микроорганизмы сразу. Поэтому врач-микробиолог, который, как правило,  не видит больного, должен получить представление о предполагаемой этиологии патологического процесса, определенной на основании эпидемиологических и клинических данных.
Известно, что успех выделения чистой культуры микроорганизма определяется правильностью выбора питательной среды и условий культивирования. Универсальной питательной среды, использование которой гарантировало бы выделение любого микроорганизма из любого материала, не существует. Кроме того, обнаружение возбудителей в объектах, содержащих значительное количество сопутствующей флоры, таких как, например, испражнения  требует применения элективных сред, предназначенных для выделения конкретных видов микробов. Для некоторых бактерий необходимы особые условия культивирования (например, микроаэрофильные - для кампилобактеров; анаэробные - для клостридий и бактероидов; атмосфера, обогащенная углекислым газом - для нейссерий). Все это следует учитывать при направлении материала в лабораторию, так как успех исследования во многом определяется правильностью предварительного диагноза клинициста и, следовательно, правильностью поставленного перед лабораторией вопроса. В противном случае, например, если лабораторию не просили специально выполнить дополнительные исследования испражнений на Campylobacter или Clostridium difficile, ответ "патогенные микроорганизмы не обнаружены" может означать, что указанные виды бактерий просто не искали.

Выбор вида исследуемого материала зависит от вида заболевания и преимущественной локализации возбудителя на данном этапе его развития. Классическим примером, подтверждающим значение обоснованного выбора материала в зависимости от этапа патогенеза болезни, является брюшной тиф. Важно осуществить взятие материала в оптимальные сроки. Например, при сальмонеллезе вероятность выделения возбудителя из испражнений на второй неделе заболевания в 2, а на третьей – в 6,8 раза меньше, чем при обследовании на первой неделе.

Процедуры взятия материала для бактериологического исследования зачастую достаточно технически сложны, а правильность их выполнения  имеет решающее значение. Например, нарушение правил взятия крови ведёт к её контаминации микроорганизмами с кожи или из окружающей среды и может стать причиной ошибочного этиологического диагноза.  Тяжесть процедуры должна оправдывать ценность получаемой информации. Так, наиболее эффективным способом получения мочи для бактериологического исследования, максимально гарантирующим от контаминации посторонней микрофлорой, является надлобковая пункция мочевого пузыря. Тем не менее,  на практике, из-за травматичности для пациента ее используют редко, ограничиваясь исследованием средней порции свободно выпущенной мочи.

В большинстве случаев время от момента взятия материала до начала исследования лимитировано, и чаще всего не должно превышать 2 часов. Если необходимо увеличить время от момента взятия до начала работы, то при использовании некоторых методов материал можно законсервировать. Так, материал для бактериологического исследования можно забирать с использованием транспортных сред, что обеспечивает сохранение жизнеспособности микроорганизмов в процессе транспортировки.

Наиболее строгие требования предъявляются к транспортировке материала, подлежащего бактериологическому исследованию на неспорообразующие анаэробные микроорганизмы. Эти бактерии быстро погибают при контакте с кислородом воздуха.

Проведение исследований в лаборатории регламентировано национальными стандартами и инструкциями фирм изготовителей реагентов.

Основным документом, регламентирующим технику исследований в области клинической микробиологии в нашей стране, являются

"Методические указания по применению унифицированных микробиологических (бактериологических) методов исследования, применяемых в клинико-диагностических лабораториях", утвержденные приказом МЗ СССР №535 в 1985.
Анализ результатов исследований включает оценку:

· достоверности результатов;

· полноты полученной информации;

· этиологической значимости обнаруженных микроорганизмов.

Достоверность результатов бактериологического исследования и установления этиологии инфекционного процесса зависит от:

· правильного забора материала для исследования

· применения эффективного набора дифференциально-диагностических сред

· использования количественного посева материала

· этапности идентификации выделенных чистых культур

· определения признаков, указывающих на патогенность культур и их принадлежность к больничным штаммам.

Анализ полноты полученной информации в первую очередь подразумевает решение вопроса: достаточно ли результатов поставленных тестов для постановки этиологического диагноза? А если нет, то какие исследования могут быть выполнены дополнительно?

В то же время нельзя забывать, что результат лабораторного исследования не является "истиной в последней инстанции" и диагноз больному ставит в конечном счете врач-клиницист на основании всего комплекса многообразной информации, включающего как данные объективных методов исследования, так и жалобы больного, анамнез и т.д.

При оценке диагностической значимости бактериологического исследования необходимо, прежде всего, помнить о неравнозначности положительного и отрицательного результатов исследования. Если обнаружение микроорганизма в исследуемом материале однозначно говорит о его присутствии в организме больного в момент исследования (конечно, если исключить случайную контаминацию пробы персоналом), то отрицательный результат не всегда свидетельствует об их отсутствии. Причины, по которым возбудитель не удается выделить от больного тем или иным инфекционным заболеванием многообразны. Среди них следует отметить неравномерность распределения микроорганизмов в общей массе исследуемого материала, неравномерность выделения возбудителей из организма больного по времени. В связи с этим вероятность обнаружения патогенных микроорганизмов резко возрастает по мере увеличения кратности обследования больного и увеличения числа исследованных видов материала.

Таким образом, отрицательный результат бактериологического исследования, особенно однократного, еще не является достаточным основанием для исключения данного инфекционного заболевания.

Возможной причиной диагностической ошибки является и неверная оценка локализации выделенного патогена в организме больного, обусловленная особенностями получения отдельных видов исследуемого материала. Например, Streptococcus pneumoniae, являющийся одним из наиболее значимых этиологических агентов при пневмониях, удается обнаружить на слизистой верхних дыхательных путей у 60-100% детей в возрасте 3 месяцев и у 1-70% детей более старшего возраста и взрослых. В тоже время избежать контаминации мокроты, во время ее прохождения через верхние дыхательные пути, практически невозможно. Случайная контаминация мокроты пневмококком может явиться причиной ошибки при определении этиологии пневмонии.
Общие правила забора, хранения и пересылки материала

Результаты диагностики многих микробных заболеваний во многом зависят от правильного выбора материала и соблюдения следующих условий его забора, доставки, хранения и обработки.

1. Вид материала определяется клинической картиной заболевания, т.е. он должен соответствовать локализации предполагаемого возбудителя на данном этапе патогенеза болезни. Например, при бронхолегочных заболеваниях для исследования берут мокроту, при поражениях мочевой системы - мочу. В случаях отсутствия или неясности локальных очагов для исследования берут кровь.

2. Собирают достаточное количество материала (например, при исследовании крови берут 5-10 мл крови).

3. Материал берут по возможности в начальном периоде болезни, т.к. именно в этот период возбудители выделяются чаше, их больше, они имеют более типичную локализацию. Ранний этиологический диагноз предполагает более раннее и, следовательно, более эффективное лечение и профилактику новых случаев болезни.

4. Забор материала должен осуществляться до начала антимикробной терапии. Если такая терапия начата, то ее при необходимости надо прервать на 1-2 дня, а потом производить забор материала. Так же поступают при повторных исследованиях.

5. Необходимо предупредить возможную контаминацию материала собственной нормальной микрофлорой больного и микробами окружающей среды. Для этого получение материала должно проводиться в асептических условиях, в процедурном кабинете, стерильными инструментами, в стерильную посуду. Кроме того, пути, через которые выделяется или берется материал, должны быть максимально освобождены от нормальной микрофлоры, например, прополаскиванием полостей рта и глотки при взятии мокроты, промыванием входа в уретру при заборе мочи, удалением поверхностных масс язвы, гнойной раны и др.

6. Следует предупредить возможность попадания в материал  антимикробных препаратов (дезинфектантов, антисептиков, антибиотиков), исключить контакт с металлами, с ватой, содержащей свободные жирные кислоты.

7. Любой клинический материал должен расцениваться как потенциально опасный для человека. Поэтому при его заборе, хранении, доставке, обработке во избежание заражения должны соблюдаться такие же меры техники безопасности, как в бактериологической лаборатории.

8. После взятия материал в возможно более короткие сроки необходимо доставить в лабораторию и начать его исследование. При отсутствии возможности быстро доставить его в лабораторию (например, ночью), его помещают в бытовой холодильник (или добавляют консервант).

9. Любой доставляемый в лабораторию материал должен иметь направление с указанием в нем названия учреждения, фамилии, имени, отчества, возраста, адреса больного, даты заболевания, вида материала, дня и часа его взятия, предполагаемого клинического диагноза, цели и метода исследования. Направление подписывает врач.

10. В процессе доставки материал следует оберегать от действия света, тепла, холода, механических повреждений. Лучше всего доставлять в специальных металлических контейнерах, которые удобно очищать и обеззараживать. Нельзя отправлять материал с больными и случайными людьми.

11. Неоднородный по консистенции материал в лаборатории гомогенизируют, например, мокроту обрабатывают муколитиками, а однородный материал может быть обогащен центрифугированием, адсорбцией.

12. После исследования остатки материала подлежат уничтожению (лучше автоклавированием или сжиганием), а посуда, контейнеры, инструменты - обеззараживанию.

ОБОБЩЕННАЯ (ТИПОВАЯ) СХЕМА ВЫДЕЛЕНИЯ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОППОРТУНИСТИЧЕСКИХ ИНФЕКЦИЙ

1-й день

1. Забор и доставка материала в лабораторию.

2. Обработка материала с целью его гомогенизации и концентрации (в необходимых случаях).

3. Приготовление бактериального мазка, окраска его по методу Грама, микроскопия в световом микроскопе с иммерсионным объективом

4. Приготовление разведений материала в 101, 102, 103 и 104 раз в теплом 0,5% растворе хлорида натрия.

5. Посев одной капли 102 и 104  разведений (0,05 мл) на секторы питательных сред в бактериологических чашках или в отдельные чашки. Посев на секторы чашки может быть сделан также калибровочной платиновой петлей с диаметром ушка в 2 мм (объем водной суспензии в этом случае равен 0,005 мл). При этой методике засевают разведения 101 и 103. В стандартный набор сред желательно включить: желточно-солевой агар (для стафилококков), среду Эндо (для энтеробактерий), кровяной агар (для стрептококков и ряда других требовательных к питательным средам видов), среду Сабуро (для кандид и других грибов), среду для контроля стерильности или другую среду для анаэробов. В случаях, когда имеются указания на вероятный возбудитель (клиническая симптоматика, вид патологического материала, результаты микроскопии), должны быть использованы более селективные среды (например, среда с фурагином, шоколадный агар и др.).

2-й день

1. Определение характера роста на питательных средах.

2. Подсчет количества колоний каждого типа на чашках с посевом разведений с перерасчетом КОЕ на один мл материала по формуле

X КОЕ = n * ФПД * ФР

где n - число колоний, ФПД - фактор посевной дозы (для капельного метода эта величина равна 20, для посева петлей - 200) и ФР - фактор разведения.

3. Микроскопия окрашенных по Граму мазков из всех типов колоний, КОЕ которых 1000 и более.

4. Отсев на среду накопления с колоний, КОЕ которых 1000 и более.

5. Ускоренная идентификация (при наличии методов и возможностей).

3-й день

1. Установление "чистоты" культуры на средах накопления путем осмотра характера роста и микроскопией мазка.

2. Идентификация чистых культур. Тесты идентификации зависят от предполагаемого вида или рода выделенной культуры. Она проводится с помощью традиционных методик или полуавтоматических и автоматических систем.

3. Определение чувствительности выделенных культур к антибиотикам и в необходимых случаях к антисептикам.

4-5-й день

1. Учет тестов, использованных для идентификации.

2. Оформление заключения о:

а)
семействе, роде, виде выделенных культур;

б)
количестве КОЕ выделенных культур в I мл материала;

в)
спектре и уровнях чувствительности к антимикробным препаратам;

г)
этиологической значимости выделенных культур и составе их популяций.

3.
По клиническим и эпидемиологическим показаниям определяют факторы патогенности и эпидемиологические маркеры (фаго-, серо-, резистено-, бактериоциноваров и др.) у этиологически значимых культур.

Критерии этиологической роли выделенной культуры

Для установления этиологической роли облигатно-патогенных микробов, как известно, достаточно выделения представителя того или иного вида из патологического очага (независимо от количества), обнаружения в сыворотке крови больного антител против видовых антигенов микроба в диагностическом титре или нарастание титра антител к ним в процессе болезни в 4 и более раз, наличие корреляции между выделенным микробом и клинической картиной болезни. Вспомогательное значение имеют результаты биопробы и выявление сенсибилизации организма к аллергенам микроба.

Критерии этиологической роли условно-патогенных микробов более сложны и менее надежны. К ним могут быть отнесены:
1. Выделение возбудителя из патологического материала. Этот критерий имеет решающее значение при выделении культуры из крови, спинномозговой жидкости. При остальных нозологических формах он самостоятельного значения не имеет, если даже выделена монокультура. Отрицательный результат бактериологического исследования не является основанием для отрицания инфекционной природы болезни. Он может быть обусловлен методическими причинами. В этих случаях инфекционная природа болезни устанавливается на основании клинических данных.
2. Численность популяции обнаруженного микроба в пораженном органе, так называемое "критическое число", которое рассчитывают на 1 мл исследуемого материала. Обычно за такое "критическое число" для бактерий принимают дозу в 105 особей и выше в 1 мл; для грибов и простейших она меньше - 103 -104. Этому критерию придают решающее значение при диагностике оппортунистических инфекций.

В случаях выделения из патологического материала нескольких видов или вариантов микроорганизмов в оценке этиологической роли важное значение имеет установление количественных соотношений ассоциантов: за ведущего возбудителя в этом случае принимают доминирующую популяцию.

3. В сомнительных случаях, например, при подозрении на микробную контаминацию исследуемого материала (крови, мочи, спинномозговой жидкости, пунктата), внести ясность может повторное, в течение 12-24 часов, исследование этого же материала: выделение того же вида и варианта и в этот раз подтверждает вывод о его этиологической роли.
4. Принадлежность выделенной культуры к больничным штамму или эковару.
5. Обнаружение у выделенной культуры факторов патогенности. Ценность этого критерия повышается при выявлении нескольких факторов и в достаточно высокой дозе или активности. 
6. Нарастание в 4 и более раз в сыворотке больного антител к аутокультуре.
7. Выявление прямой корреляции между чувствительностью культуры к антибиотикам и эффективностью терапии.
8. Выделение идентичных культур от группы больных (в случае вспышки заболевания).
9. Наличие прямой корреляции между клиническим улучшением и уменьшением массивности или полной элиминацией микробной популяции.

Основное значение в установлении этиологии заболевания имеют 1 и 2 критерии. Остальные критерии имеют одностороннее значение: присутствие их указывает на этиологическую роль культуры, отсутствие - не позволяет исключить ее роль в возникновении болезни.

Микробиологическая диагностика септических инфекций
Определение понятий

Бактериемия представляет собой фазу патогенеза общих и системных инфекционных заболеваний, выполняющую функцию передачи возбудителя другим хозяевам или переноса его в иные места локализации и выделения. На определенном этапе патогенеза возбудитель из первичного очага локализации проникает в кровь, циркулирует в ней определенный срок, значительная часть возбудителя гибнет, вызывая интоксикацию, остальные захватываются клетками лимфоидной и макрофагальной систем и уничтожаются или персистируют в них. Размножение возбудителя в крови не происходит, поскольку кровь сохраняет свои антимикробные свойства.

Фаза бактериемии закономерна при заболеваниях, передающихся кровососущими насекомыми (например, сыпном и возвратном тифах, малярии) и с помощью иных механизмов (брюшном тифе, лептоспирозе, бруцеллезе, листериозе, менингококковой инфекции). Она нередко осложняет течение тяжелых форм инфекций, вызываемых условно-патогенными микробами. В этих случаях бактериемия часто переходит в сепсис.

Кратковременная (транзиторная) бактериемия возможна при голодании, переутомлении, перегревании, переохлаждении, травмах, некоторых медицинских вмешательствах (при удалении зубов, абортах, оперативных вмешательствах на инфицированных органах, иммуносупрессивной терапии и др.).

Сепсис - это тяжелое генерализованное самостоятельное острое или хроническое инфекционное заболевание крови, обычно развивающееся на фоне глубокого иммунодефицита или сенсибилизации организма к антигенам возбудителя. Единственным или главным местом обитания и размножения возбудителя при сепсисе является кровь. В настоящее время наблюдается тенденция нарастания заболеваемости сепсисом и утяжеления его течения, что связывают с увеличением среди стационарных больных лиц с иммунодефицитами, широким распространением больничных штаммов условно-патогенных микробов и другими причинами, обусловившими рост числа оппортунистических инфекций. Выделяют две формы сепсиса: септицемию и септикопиемию.

При септицемии (первичном сепсисе) возбудитель сразу из входных ворот проникает в кровь, размножается в ней и вызывает сепсис. Первичный локальный очаг воспаления отсутствует, вторичные метастатические очаги нередко развиваются. Септикопиемия (вторичный, метастатический сепсис) возникает в результате генерализации локального инфекционного процесса. В зависимости от первичного локального очага, точение которого осложнилось сепсисом, выделяют раневой, послеродовый, пупочный, урогенный, стоматогенный, отогенный, ожоговый, генитальный и другие формы сепсиса. Сепсис часто развивается при тяжелых формах перитонита, менингита, при политравмах с шоком и большой потерей крови, при инфекционных процессах у новорожденных, у пожилых людей, у больных болезнями крови, декомпенсированными формами диабета, СПИДом, в предмортальный период многих болезней. Широко используются в учении о сепсисе понятия хирургический, внутрибольничный, острый и хронический сепсис.

Для сепсиса, в отличие от бактериемии, характерны утрата кровью антимикробных свойств и, как следствие этого, размножение возбудителя в крови, сочетание признаков инфекции, микробной интоксикации и повышенной реактивности организма, характерная температурная кривая, склонность к образованию вторичных очагов инфекции, геморрагический синдром, потеря веса, тахикардия, отсутствие наклонности к самовыздоровлению и положительной динамики в первичном очаге. Исход сепсиса тяжелый
Этиология
Сепсис относится к полиэтиологичным заболеваниям. Ранее главным возбудителем сепсиса был S.pyogenes. В настоящее время в этиологии большинства форм сепсиса ведущее место занимают S. epidermidis и S. aureus , далее следуют E.coli, Proteus sp., К. pneumoniae и другие условно-патогенные виды энтеробактерий, P. aeruginosa, Streptococcus pyogenes, pneumoniae, faecalis, Bacteroides sp., Acinetobacter sp., Candida albicans. Описаны случаи сепсиса, вызванные многими другими видами условно-патогенных микробов. Обычно сепсис вызывается каким-либо одним видом микроба, но примерно в 7-10% случаев его причиной является ассоциация из двух и даже трех возбудителей.

Этиологическая структура септикопиемии значительной мере отражает структуру возбудителей первичных очагов воспаления, которые осложнились сепсисом. Например, раневой сепсис чаще вызывается стафилококками, урогенный - грамотрицательными бактериями, стоматогенный - аспорогенными анаэробами, ожоговый - синегнойными бактериями. Однако в конкретных случаях видовой состав микробов, выделенных из крови и первичного очага, нередко не совпадает, что связывают с несовершенством методических приемов и сменой микрофлоры первичного очага в процессе болезни.

Ведущее значение в развитии сепсиса принадлежит недостаточности иммунной системы, особенно ее неспособности локализовать возбудителя в месте первичного очага, но вероятность развития сепсиса также резко повышается при попадании в кровь больших количеств возбудителя и высокой его вирулентности. Штаммы, выделенные из крови больных сепсисом, часто относятся к больничным штаммам или эковарам, обладающим не только более высокой вирулентностью, но и множественной устойчивостью к антибиотикам.

Микробиологическая диагностика

Клиническая картина разных этиологических форм сепсиса идентична или близка. Поэтому в диагностике сепсиса и особенно в определении тактики химиотерапии решающая роль принадлежит микробиологическому исследованию.

Бактериоскопический метод, как правило, не применяется. Лишь в отдельных случаях используется микроскопия толстой капли крови (например, при менингококковом сепсисе).

Бактериологический метод является основным методом диагностики. Он проводится путем выделения возбудителя из крови (гемокультура), а при септикопиемии вспомогательное значение для постановки диагноза имеет выделение культуры из первичных и вторичных локальных инфекционных очагов. В большинстве случаев, особенно при бактериемии, микробы находятся в крови в небольших количествах, в связи с чем вероятность их выделения нарастает с увеличением посевной дозы, при повторных исследованиях (при острых процессах - 2-3 раза, хронических - 5-6 раз), заборе материала в период подъема температуры, до начала химиотерапии. Присутствующие в крови пенициллины могут быть нейтрализованы добавлением пенициллиназы, сульфаниламиды - перааминобензойной кислоты. Для устранения антимикробного действия сывороточных белков кровь засевают в большие объемы сред в соотношении 1:5-1:10.Кровь забирают из локтевой вены в количестве 5-10 мл с соблюдением правил асептики и засевают ее на питательные среды сразу же или спустя короткое время. В последнем случае к крови добавляют цитрат или оксалат натрия, гепарин.

Для выявления бактериемии, которая наблюдается при многих инфекционных заболеваниях, применяют специальные методы исследования. Например, при брюшном тифе, паратифах сальмонеллезе 5-10 мл крови засевают на среду Раппопорт или желчный бульон (в колбы с 50-100 мл среды) и инкубируют в аэробных условиях.

Выбор питательных сред и условий культивирования зависит от вида, предполагаемого возбудителя. Рекомендуется производить посев на несколько питательных сред, чтобы обеспечить возможность роста максимально большему числу возможных возбудителей. По меньшей мере следует использовать две среды: "двойную среду" и "среду для контроля стерильности". Оправдан также посев на полужидкую среду Тароцци и жидкую среду Сабуро. Процент положительных исследований повышается при использовании оригинальной "среды со стаканчиком", что обеспечивает культивирование после предварительного лизиса форменных элементов крови. При этом методе происходит высвобождение микроорганизмов, адсорбированных на эритроцитах или подвергшихся незавершенному фагоцитозу. Посев гемолизированной крови позволяет выявить бактериемию в ряде случаев, когда на других средах роста нет.
Среды для первичного посева:

1. «Двойная среда», состоящая из скошенного во флаконе 150 мл питательного агара и 150 мл полужидкой среды, приготовленной на питательном бульоне с добавлением 15 г глюкозы и 0,15 г агара. Кровь засевают в жидкую часть среды. Инкубируют в термостате при 37 °С. Флаконы ежедневно просматривают, при этом, наклоняя флакон смачивают поверхность скошенного агара бульоном. Это исключает необходимость высева на плотные питательные среды и, следовательно, уменьшает риск загрязнения при пересевах.

2. «Среда для контроля стерильности». Эту среду следует обогатить, добавив дрожжевой экстракт до 20 г на 1 литр (не менее 15 г) и агар до 5 г на 1 литр (не менее 4,25 г). Добавляют к среде 0,001 г резазурина — индикатора кислорода. Анаэробные условия контролируют по розовому окрашиванию среды. При покраснении более 20% столбика среды можно ее регенерировать на водяной бане в течение 20 минут при 100°C. Однако, эту операцию можно производить только один раз. Среда дает возможность получить рост некоторых анаэробных и полуанаэробных микроорганизмов.

3. «Среда со стаканчиком» - для предварительного лизиса форменных элементов крови. Для приготовления этой среды во флаконы с широким горлом (диаметром 30 мм), емкостью 250 мл наливают 50 мл дистиллированной воды, содержащей 0,1% агара. В этот флакон пинцетом опускают стеклянный стаканчик или пробирку длиной 70 мм и диаметром 20-22 мм, в которой находится 12 мл концентрированной питательной среды: (состав: на 100 мл перевара Хоттингера с остаточным азотом 750—800 мг%, 2 г глюкозы, 2 г хлористого натрия, рН 7,5—7,4). Стерилизуют 30 минут при 0,5 атм. Для получения гемокультуры в «среде со стаканчиком» в агаризованную воду помещают 3—5 мл крови. Оставляют флакон при комнатной температуре на 30—40 минут для гемолиза форменных элементов крови. Затем, наклоняя флакон, выливают содержимое стаканчика в водный раствор с кровью, флакон ставят в термостат. Посев гемолизированной крови позволяет выявить бактериемию в ряде случаев, тогда, когда на других средах роста нет. Высвобождение микроорганизмов, адсорбированных на эритроцитах или подвергшихся незавершенному фагоцитозу, а также снижение антибактериальной активности гемолизированной крови, делает эту среду особенно ценной при заболевании, для которого характерна незавершенность фагоцитарной реакции.

4. Полужидкая среда Тароцци с 0,5% глюкозы и 0,1% агара во флаконах по 300 или 150 мл. Во флаконы сеют 5 мл и 3 мл крови (соответственно количеству среды).

5. Жидкая среда Сабуро служит для выявления грибковых септических состояний. Приготовление: на 1 литр дистиллированной воды берут 10 г пептона, 25 г хлористого натрия, 40 г глюкозы. Разливают во флаконы по 150—200 мл, стерилизуют при 0,5 атм. 20 минут (рН 5.5).В жидкую среду Сабуро засевают 3—4 мл крови.

Засеянные кровью среды инкубируют в течение 6 недель в термостате при 37°С. Просматривают ежедневно в течение первых 8 дней. При появлении видимого роста делают мазки, окрашивают их по Граму, выделяют на соответствующих средах чистую культуру, проводят ее идентификацию и определяют чувствительность к антибактериальным препаратам. При отсутствии роста на 9-10 день дают отрицательный ответ. Однако флаконы с засеянной средой не выбрасывают, их держат в термостате до 4-6 недель (в расчете на замедленный рост персистирующих бактерий, бактерий в L-форме и т.д.), проверяя появление роста 2-3 раза в неделю.

Выделение из крови как облигатно-патогенных, так и условно-патогенных микробов, независимо от их количества, расценивается как бактериемия или сепсис. Такой подход вытекает из того, что кровь здоровых людей, за редким исключением, микробов не содержит (стерильна). Заключение становится более надежным в случаях повторного выделения аналогичной культуры, а также изоляции ее из локальных очагов воспаления. Как указано выше, выделенные культуры обязательно испытываются на чувствительность к антибактериалъным препаратам.

Серологическая диагностика может быть использована как вспомогательный метод и проводится путем постановки реакции агглютинации с аутогемокультурой. В отдельных этиологических формах сепсиса с помощью серологических реакций могут быть обнаружены циркулирующие в крови видовые антигены.

При постановке диагноза сепсис, а также дифференциации бактериемии и сепсиса при отрицательных данных лабораторного исследования необходимо опираться на клинические данные.

Наряду с установлением возбудителя сепсиса следует обязательно исследовать иммунный статус больного, так как исход сепсиса зависит не только от рациональной химиотерапии, но и от применения средств, нормализующих функцию иммунной системы организма.
Методы микробиологической диагностики гнойно-воспалительных заболеваний

Гнойными (гнойно-воспалительными, гноеродными) инфекциями называют заболевания, сопровождающиеся развитием гнойного или серозно-гнойного воспаления тканей микробной этиологии. Они могут быть острыми и хроническими, местными (локальными), системными и генерализованными. Локальные (местные) инфекции, в свою очередь, разделяют на несколько групп, различающихся по этиологии и ряду других признаков, что обусловливает необходимость их раздельного рассмотрения.

Гнойные инфекции травматических, операционных и ожоговых ран (раневая и ожоговая инфекция)

Под ранами понимают механические травмы тканей с нарушением их целости. По происхождению их разделяют на операционные, бытовые, производственные и боевые. Практически во все боевые, бытовые, производственные и многие операционные раны в момент образования и после образования вносятся микроорганизмы, т.е. большинство ран являются "бактериально загрязненными". Однако попадание возбудителей в раны далеко не всегда сопровождается развитием инфекции. Развитие раневой инфекции зависит от инфицирующей дозы, вирулентности попавшего микроба, тяжести ранения и состояния раны, своевременной и  правильной ее обработки, состояния общего и местного иммунитета. Рана - это искусственный для микроба биотоп. Собственной микрофлоры в ней нет. Все заселяющие рану микробы являются заносными. Поэтому для раны характерны выраженные конкурентные отношения как между сочленами вновь образовавшегося микробиоценоза, так и между ним и организмом хозяина. Защита от микробной инфекции раны осуществляется на первых порах лейкоцитами и макрофагами, иммигрировавшими в рану из сосудов и тканей, комплементом, лизоцимом и другими антимикробными белками крови и лимфы, в последующем - эффекторами иммунного ответа (антителами и сенсибилизированными лимфоцитами) в кооперации с фагоцитами и комплементом. Развитию раневой инфекции способствуют наличие некротических масс, нарушение иннервации и микроциркуляции, местный ацидоз, гипоксия.

Этиологическая структура раневой инфекции зависит от типа и локализации раны, времени и места инфицирования. При ранении во внебольничных условиях (бытовые, производственные, боевые раны) в рану проникают условно-патогенные микробы ранящего орудия, одежды, поврежденного участка кожи и органов, содержащих собственную микрофлору. Попавшие в этих случаях в рану микроорганизмы относятся к внебольничным эковарам, обладающим низкой вирулентностью и широким уровнем и спектром чувствительности к антибиотикам и антисептикам. Во время пребывания в больничном стационаре естественным путем или при диагностических и лечебных процедурах происходит инфицирование раны другими видами микробов (вторичная инфекция) или тем же видом, но иным вариантом (суперинфекция). Как правило, эти вновь попавшие в рану микробы относятся к больничным эковарам: они более устойчивы к элиминирующим механизмам хозяина и антимикробным препаратам, в результате чего происходит вытеснение внебольничных вариантов из раны. Главным этиологическим агентом ран кожи и мягких тканей на первом этапе являются золотистый и эпидермальный стафилококки. Значительно реже раневая инфекция вызывается пиогенным стрептококком, протеем, синегнойными бактериями, энтеробактериями, бактероидами. В этих случаях в ране нередко обнаруживается монопопуляция. Исключение составляют раны промежности, а также малого таза и брюшной полости с повреждением внутренних органов, при которых резко возрастает удельный вес бактероидов, энтеробактерий, псевдомонад и их ассоциаций. На последующих этапах процент смешанных инфекций резко увеличивается, причем частыми сочленами микробных ассоциаций становятся: кишечная палочка, клебсиеллы, энтеробактер, протей, синегнойные бактерии, аспорогенные анаэробы. Происходит также смена чувствительных к антибиотикам и антисептикам форм бактерий на устойчивые и множественно устойчивые.

Операционные раневые инфекции делятся на ранние (первичные) и поздние (вторичные). Ранняя инфекция развивается на первой неделе, а поздняя на 2-4 недели после вмешательства. Ранняя раневая инфекция возникает в результате эндогенной или экзогенной инфекции. При эндогенном инфицировании возбудители попадают в рану с кожи операционного поля, вскрытых инфекционных очагов и полых органов, содержащих собственную микрофлору. Видовой состав возбудителей в этом случае соответствует видовому составу оперированных тканей и органов: раневая операционная инфекция головы, шеи, груди, верхних конечностей преимущественно вызывается стафилококками, иногда ассоциацией их с аэробными и анаэробными стрептококками. В этиологии раневой операционной инфекции живота, промежности, нижних конечностей кроме стафилококков часто участвуют энтеробактерии, псевдомонады, аспорогенные грамотрицательные анаэробы. Ранняя операционная инфекция раны может возникнуть также в результате экзогенного заноса возбудителей при оперативном вмешательстве (с воздуха, инструментов, аппаратов, обезболивающих, антибактериальных растворов и др.). В этом случае возбудителями раневой инфекции являются больничные штаммы, циркулирующие в данном отделении. Это могут быть представители тех же видов (стафилококки, энтеробактерии, синегнойные бактерии), но обладающие более высокой вирулентностью и множественной устойчивостью к антибиотикам и антисептикам, т.е. относящиеся к больничным эковарам. Поздняя раневая инфекция, а также ранняя инфекция на позднем этапе развития в основном обусловлена больничными вариантами бактерий, причем она чаще носит смешанный характеру удельный вес грамотрицательных микробов при ней значительно выше.

К первой группе гнойно-воспалительных инфекций также относится ожоговая инфекция. Она по многим параметрам близка к раневой инфекции. Под ожогами понимают повреждение целости тканей организма, вызванное местным действием высокой температуры, химических веществ, электрического тока, излучениями. Ожоги дифференцируют на поверхностные и глубокие, неинфицированные и инфицированные.

Утрата кожного или слизистого покрова, выполняющего барьерную и антимикробную функцию, наличие некротических масс экссудата, нарушение микроциркуляции, токсическое поражение окружающих тканей создают благоприятные условия для проникновения в рану и размножения в ней микробов. Кроме того, у больных ожогами, особенно глубокими и обширными, происходит резкое снижение активности факторов естественного иммунитета и способности к иммунному ответу на инфекционные агенты, что повышает вероятность развития ожоговой инфекции, утяжеляет течение местного инфекционного процесса и содействует его генерализации, развитию септикопиемии и микробной токсемии.

Инфицирование ожоговой раны начинается сразу же после ожога. В рану попадают микроорганизмы с неповрежденных участков кожи и слизистой оболочки, воздуха, одежды и других объектов внешней среды. В стационаре эта внебольничная, как правило, мало вирулентная и чувствительная к антибактериальным препаратам микрофлора сменяется на больничные штаммы. Возбудителями ожоговой инфекции в этот период являются золотистый и эпидермальный стафилококки, пиогенный стрептококк, синегнойные бактерии, кишечная палочка, энтеробактерии. При глубоких ожогах часто выделяют анаэробные бактерии. Среди названных видов бактерий ведущее место принадлежит стафилококку, хотя его удельный вес снижается, а грамотрицательных бактерий, особенно синегнойной палочки, возрастает. Для ожоговой инфекции, особенно позднего периода, характерны: частое присутствие в ране нескольких видов бактерий, выраженная гетерогенность популяций, их высокая устойчивость к антибиотикам и антисептикам, постоянное количественное и качественное изменение видового и вариантного, состава возбудителей. Ожоговая инфекция нередко осложняется сепсисом, который, особенно псевдомонадный, протекает тяжело и дает высокую летальность.
Гнойно-воспалительные заболевания кожи и подкожной клетчатки

К этой группе относятся следующие хирургические заболевания: фурункулы, карбункулы, абсцессы, флегмоны, гидроаденит, пиодермия, панариций, рожа и другие более редкие формы. Возбудители инфекции проникают из внешней среды через трещины, ссадины, царапины, уколы, расчесы кожи, но могут быть занесены гематогенным и лимфогенным путями из инфицированных очагов в других частях тела. Абсцесс, флегмона, рожа нередко развиваются в результате заноса возбудителя при медицинских вмешательствах (инъекциях лекарственных препаратов, вакцин, биопсиях, заборе крови для анализа). Развитию гнойно-воспалительных заболеваний способствуют тяжелые общие заболевания, например, диабет, ожирение, авитаминозы, недостаточность белкового питания, низкий уровень личной гигиены и др.

Возбудителем рожи является пиогенный стрептококк. Остальные нозологические формы полиэтиологичны. Ведущими возбудителями являются золотистый и эпидермальный стафилококки. Реже их вызывают пиогенный стрептококк, кишечная палочка, протей, синегнойные бактерии, бактероиды, иногда микобактерии. Первичные закрытые процессы обычно вызываются однородной по своим признакам популяцией одного вида, чаше представителями микрофлоры кожи самого организма или бактериями, колонизовавшими участки кожи. После спонтанного или хирургического вскрытия часто происходит суперинфекция больничными штаммами этого же вида или вторичная инфекция другими видами, чаще грамотрицательными бактериями (кишечной палочкой, протеем, синегнойными бактериями и др.). Постинъекционные абсцессы и флегмоны вызываются больничными вариантами бактерий тех же видов, что и послеоперационные инфекции.
Гнойные воспаления других органов и тканей

Для этиологии этой cборной группы характерны общие закономерности c рассмотренными выше гнойно-воспалительными заболеваниями. При эндогенной инфекции возбудителями являются аутохтонные для пораженного или смежных органов больного виды, относящиеся к внебольничным эковарам. При экзогенном инфицировании во внебольничных условиях гнойные процессы вызываются внебольничными эковарами гноеродных бактерий, в больничных стационарах - больничными эковарами тех же видов. В начальном периоде болезни инфекция вызывается чаще одним видом, в поздняя период болезни видовой состав возбудителей расширяется в основном за счет появления грамотрицательных и других больничных бактерий. Хронические процессы по сравнению с острыми и открытые процессы по сравнению о закрытыми имеют более широкий спектр возбудителей с более частым присутствием гетерогенных популяций больничных эковаров.

Острый средний отит является осложнением заболеваний верхних дыхательных путей или результатом гематогенного заноса возбудителя из других инфекционных очагов. У взрослых людей его вызывают стафилококки, пиогенный и пневмонийный стрептококки, у детей - стрептококк пневмонии, инфлюэнца-бактерия, клебсиелла пневмонии, кишечная палочка, а также анаэробные стрептококки. В большинстве случаев хронический средний отит вызывают ассоциации грамотрицательных бактерий, прежде всего протея, синегнойных бактерии, а также бактероидов, фузобактерий.

Гайморит, фронтит обычно является осложнением ринита или периодонтогенного воспаления, но могут возникать и самостоятельно за счет гематогенного заноса возбудителей. При острых формах в содержимом пазух находят стафилококки, стрептококки, инфлюэнца - бактерию. В отделяемом хронических синуситов нередко обнаруживается ассоциации видов, вызывающих острые формы. Однако здесь чаше и в большем количестве встречаются протей, клебсиелла пневмонии, кишечная палочка, синегнойные бактерии.

Гнойный паротит - воспаление (обычно одностороннее) железистой и интерстициальной ткани околоушной слюнной железы - развивается обычно при проникновении в железу микробов из полости рта и при нарушении процесса выделения слюны. Ограниченные гнойные очаги чаще вызывают стафилококки, флегмонозные и гангренозные процессы - пиогенный стрептококк.

Гнойный медиастенит чаще является осложнением оперативных на сердце и легких; вызываются анаэробными стрептококками и больничными эковарами стафилококков.

Гнойный перикардит - воспаление околосердечной сумки - обычно является осложнением ран сердца, воспалительных заболеваний средостения, легкого, брюшной полости, а также ревматизма, ангины и др. Внутригрудные операции также нередко осложняются перикардитом. Ведущими возбудителями являются золотистый стафилококк, пиогенный стрептококк, пневмококк, анаэробные стрептококки.

Мастит - воспаление железистой и интерстициальной ткани молочной железы - частое осложнение послеродового периода и периода грудного вскармливания. В этиологии послеродового мастита ведущим возбудителем является золотистый стафилококк. В отдельных случаях его вызывают пиогенные стрептококки, грамотрицательные бактерии. После самостоятельного или хирургического вскрытия состав возбудителей резко расширяется за счет грамотрицательных бактерий. Не связанный с кормлением мастит, кроме названных видов, может быть вызван актиномицетами, микобактериями.

Панариции - гнойные воспаления пальцев. Выделяют кожный, подкожный, сухожильный (тендовагинит); суставной, костный, подногтевой панариции, паронихию (воспаление околоногтевого валика). Ведущая роль в этиологии принадлежит золотистому и эпидермальному стафилококкам; иногда вызываются стрептококком, кишечной палочкой. После вскрытия состав возбудителей расширяется за счет присоединения грамотрицательных бактерий. В большинстве случаев заболевание возникает после производственной, реже бытовой травмы. Гнойный аппендицит - воспаление червеобразного отростка - вызывается ассоциацией аутохтонных для кишечника микроорганизмов: кишечной палочкой, бактероидами, протеем, другими энтеробактериями. Во время оперативного вмешательства возможен экзогенный занос больничных штаммов стафилококков, кишечных палочек.

Холецистит - воспаление желчного пузыря. Желчь обладает бактерицидными свойствами, тем не менее в норме в ней, а также в желчных ходах нередко выявляют кишечную палочку, стафилококки, протей. Заболевание может развиться за счет этих микробов или в результате гематогенного и энтерального заноса таких же или других видов бактерий. Для проявления патогенного действия микробов большое значение имеют нарушение кровообращения в стенках желчного пузыря, нарушение оттока желчи, присутствие камней и др. факторы.

Гнойный панкреатит - воспаление поджелудочной железы - вызывается при сочетании заноса микробов в железу (энтерального, гематогенного, контактного) с нарушением структуры и функции органа, особенно переваривание ткани железы собственными ферментами. Возбудителями панкреатита являются кишечная палочка, протей, стафилококк.

Гнойный парапроктит - воспаление клетчатки, окружающей прямую кишку. Вызывается ассоциацией грамотрицательных и грамположительных, аэробных и анаэробных бактерий, в которой ведущая роль принадлежит кишечной палочке и бактероидам.

Гнойный перитонит - диффузное воспаление брюшины. Наиболее тяжелая после сепсиса форма гнойной инфекции. Собственной микрофлоры брюшная полость не имеет. Инфекционный процесс возникает в результате заноса микробов из органов брюшной полости в результате нарушения проницаемости или разрыва стенок этих органов, гематогенным и лимфогенным путем из других органов больного, а также во время оперативных вмешательств и при ранениях. Возбудителями перитонита при эндогенной инфекции являются ассоциации аутохтонных для кишечника бактерий: кишечной палочки, протея, энтеробактера, клебсиелл, фекального стрептококка, часто в ассоциациях присутствуют стафилококки, бактероиды. В развитии послеоперационных перитонитов велика роль больничных штаммов: стафилококков, кишечных палочек и других грамотрицательных бактерий. Общий разлитой перитонит сопровождается выраженной интоксикацией, бактериемией и нередко осложняется сепсисом.

Гнойный менингит - гнойное воспаление мозговых оболочек. Встречаются первичный менингит, вызываемый менингококками, и вторичный, возбудителями которого являются золотистый и эпидермальный стафилококки, пиогенный и пневмонийный стрептококки, кишечная палочка, инфлюэнца-бактерия. Возбудители заносятся в субарахноидальное пространство из инфекционных процессов в других органах гематогенным, лимфогенным, контактным путями, а также при травмах.

Остеомиелит - воспаление костной ткани. Различают специфические (туберкулезный, сифилитический, лепрозный и др.) и неспецифические (оппортунистические) остеомиелиты. Возбудители проникают в костную ткань из инфекционных очагов в других частях организма, а также при травмах. Острый гематогенный остеомиелит вызывается золотистым стафилококком и пиогенным стрептококком, хронические и травматические - ассоциацией стафилококков с грамотрицательными бактериями, в которой часто присутствуют множественно устойчивые больничные варианты.

Омфалит - воспаление культи пуповины - развивается обычно в первые 10 дней после рождения в результате инфицирования пупочной ранки собственными бактериями кожи (эпидермальный и золотистый стафилококк) и кишечника (кишечная палочка, синегнойные бактерии), а также микрофлоры матери и медицинского персонала. В связи с незрелостью иммунной системы новорожденных, особенно в локализации инфекционных процессов, омфалит часто осложняется сепсисом.

Микробиологическая диагностика

Гнойные инфекции подлежат обязательному микробиологическому исследованию с целью установления этиологического диагноза, чувствительности возбудителя к антибиотикам и антисептикам, а также для выявления источника и факторов передачи инфекции. При тяжелых и хронических инфекциях определяют иммунологический статус с целью назначения препаратов, стимулирующих или замещающих дефицитное звено иммунной системы.

Для установления возбудителя (возбудителей) гнойной инфекции основное значение имеет бактериологический (культуральный) метод исследования. Вспомогательные данные могут быть получены при микроскопии окрашенных мазков, особенно при использовании нммунолюминисцентной техники. В неясных случаях, при затяжном и хроническом течении, отрицательных результатах бактериологического исследования, диагностическую ценность представляет нарастание титра антител к доминирующей аутокультуре. 

Материалом для исследований служат гной, серозно-гнойный экссудат, некротические массы, которые забирают из очага поражения в достаточном количестве. Из закрытых процессов материал получают пункцией шприцем, из открытых – пипеткой, шприцем, сухим тампоном,  ложечкой Фолькмана  (желательно из глубины патологического очага после очистки поверхностных масс). Материал доставляют в лабораторию и сразу же исследуют (не позднее 3 часов после взятия).

Микроскопическое исследование
Из материала готовят мазки, окрашивают их по Граму,  микроскопируют. Результаты микроскопии имеют ориентировочное значение, так как чувствительность этого метода низка - около 100 тыс. бактерий / мл материала.

Бактериологическое исследование
На первом этапе ив гноя или другого материала готовят 10-кратные разведения (10-1-10-4). По одной капле (0,05 мл) разведений 10-2, 10-4 засевают на сектора чашек со средами: ЖСА (на стафилококки), среду Левина (на энтеробактерии), кровяной агар (на стрептококки и др. бактерии), МПА с фурагином (на псевдомонады), среду Сабуро (на кандиды и др. грибы), на среды для бактероидов и других анаэробов. Посевы инкубируют в термостате 1-2 суток (среду Сабуро - около 5 суток).

На втором этапе изучают колонии в посевах разведений материала, делают из каждого типа колоний мазки по Граму и 3-5 однотипных колоний пересевают на соответствующие микробам среды накопления. Одновременно подсчитывают число колоний каждого типа и определяет количество бактерий в I мл материала.

На третьем этапе определяют чистоту культур на средах накопления и идентифицируют их о выявлением признаков, используемых для идентификации того иди иного вида. На этом этапе также определяют чувствительность выделенных культур к антибиотикам, выявляют факторы патогенности и по эпидемиологическим показателям проводят внутривидовое типирование.

Заключение о возбудителе основывается на критериях этиологической значимости. Главным из них является количественный критерий. В случае выделения монокультуры из закрытых гнойных очагов за этиологически значимые могут быть приняты количества в 104 или даже в 103 и выше. При открытых процессах этиологически значимыми являются культуры, численность которых равна 105 и больше. Если из материала в таких количествах выделены два или более видов, то ставится диагноз смешанной инфекции. В таких случаях полезно установить доминирующий вид. Бактериологическое исследование повторяют каждые 5-7 дней, поскольку в течение болезни состав возбудителей часто меняется.
Микробиологическая диагностика воспалительных заболеваний бронхолёгочной системы

Инфекции дыхательных путей разделяет на специфические, вызываемые облигатно-патогенными микробами, и неспецифические (оппортунистические), вызываемые условно-патогенными микробами. К специфическим инфекциям относят грипп, парагрипп, корь, оспу ветряную, эпидемический паротит, дифтерию, скарлатину, коклюш, легочный туберкулез, склерому, озену, Ку-лихорадку, орнитоз, болезнь легионеров. Большинство перечисленных инфекций протекают с поражением всего организма, но поскольку заражение ими происходит воздушно-капельным путем и главным местом локализации патологического процесса являются органы дыхания, то их относят к инфекциям дыхательных путей (респираторным). Чума, сибирская язва и другие острозаразные инфекции также иногда протекают с выраженными явлениями пневмонии.

Оппортунистические инфекции бронхов и легких протекают в виде бронхита, пневмонии, абсцесса и гангрены легкого, эмпиемы плевральной полости. Ведущее место в этой группе заболеваний занимают хронический и острый бронхит.

Заражение возбудителями оппортунистических инфекций происходит главным образом воздушно-капельным путем из внешней среды или верхних дыхательных путей самого больного. Но возбудители нередко проникают также из крови (при сепсисе), при оперативных вмешательствах, эндоскопических процедурах, во время интратрахеального введения контаминированных микробами аэрозолей и растворов.

Верхние дыхательные пути и полость рта имеют собственную микрофлору. В предверии носа широко представлена микрофлора воздуха. В полости носа здоровых людей постоянно обитают дифтероиды, псевдодифтерийные бактерии, микрококки, нейссерии, эпидермальный стафилококк, негемолитические и бета-гемолитические стрептококки. К факультативным обитателям носа относят золотистый стафилококк,  стрептококк пневмонии, клебсиеллу пневмонии, бранхамеллу, вейлонеллы, бактероиды, анаэробные кокки,  актиномицеты, трепонемы, микоплазмы. При заболеваниях носа, особенно хронических, а также развитии дисмикробиоценоза в полостях носа и околоносовых пазух в больших количествах появляются кишечная палочка,  протей, псевдомонады, что увеличивает риск развития бронхолегочных заболеваний. Микрофлора носоглотки в качественном отношении близка к микрофлоре носа, а ротоглотки – к микрофлоре полости рта. Некоторые из представителей микрофлоры носа и носоглотки обнаруживаются в гортани, трахее и крупных бронхах, но в относительно небольшом количестве. Из внешней среды в бронхи заносятся эпидермалъный и золотистый стафилококки, пиогенный и пневмонийный стрептококки, клебсиелла пневмонии и реже другие грамотрицательные бактерии.

Занос условно-патогенных микробов в дыхательные пути не обязательно ведет за собой развитие инфекции. У здоровых людей бронхи обладают выраженной способностью к самоочищению от микробов и чужеродных частиц, которое осуществляется кооперативным действием системы мукоцилиарного клиренса, альвеолярными и бронхиальными макрофагами, лизоцимом, секреторным иммуноглобулином А,  комплементом, лимфоидным аппаратом слизистых оболочек и перибронхиальных лимфатических узлов. Кроме того, слизистая оболочка дыхательных путей обладает выраженными барьерными свойствами против условно-патогенных микробов. Поэтому для возникновения инфекции необходимо попадание тем или иным путем высокой инфицирующей дозы возбудителя, нарушение целости слизистой оболочки и снижение самоочищающей функции дыхательных путей. Повышают риск развития инфекций иммунодефицитные состояния, в том числе развивающиеся при СПИДе.

Этиологическая структура бронхолегочных заболеваний в значительной мере зависит от нозологической формы заболевания. Острые бронхиты в основном первоначально возникают как вирусные инфекции, вызванные обычно вирусами гриппа, парагриппа, пневмонии, адено- и риновирусами и др. Но в ряде случаев первичными этиологическими агентами могут быть стрептококк пневмонии, палочка инфлюэнцы и возможно другие бактерии. К вирусной инфекции в большинстве случаев вскоре присоединяются вторичная бактериальная, микоплазменная или реже грибковая инфекции и процесс приобретает гнойно-воспалительный характер. В качестве вторичных инфекционных агентов чаще выступают стрептококк пневмонии, инфлюэнца-бактерия, золотистый и эпидермальный стафилококки, клебсиелла пневмонии, кишечная палочка.

Хронический бронхит, согласно современным данным, в начальной стадии в основном протекает как неинфекционное заболевание, которое в последующем по мере снижения самоочищающей функции бронхов и нарушения проходимости бронхов переходит в инфекционный процесс, вызванный разнообразными микробными ассоциациями. Ведущими членами ассоциаций являются стрептококк пневмонии, инфлюэнца-бактерия, золотистый и эпидермальный стафилококки. С большей или меньшей частотой в зависимости от целого ряда факторов совозбудителями хронического бронхита могут быть: кишечная палочка, клебсиелла пневмонии, протей, синегнойная бактерия, пиогенный стрептококк, нейссерии, акинетобактерии, энтеробактер, бактероиды, фузобактерии, пептострептококки, кандиды и др. Количественный и качественный состав ассоциаций постоянно меняется. Если больной находится в больничном стационаре, то ведущее место в этиологии приобретает больничные штаммы условно-патогенных бактерий.

Абсцесс и гангрена легкого обычно являются осложнением острой и деструктивной пневмонии, острого и хронического, особенно гнойного, обструктивного бронхита. В этиологии абсцесса ведущее место занимают гноеродные кокки (стафилококки, стрептококки) в ассоциации с грамотрицательными бактериями (протей, кишечная палочка, инфюэнца-бактерии, синегнойные бактерии), гангрены - анаэробные бактерии (бактероиды, пептострептококки, фузобактеии  в ассоциации о гноеродными кокками и грамотрицательными бактериями.

Эмпиема плевральной полости также чаще вызывается ассоциацией бактерий, среди которых ведущее место принадлежит анаэробным бактериям, гноеродным коккам, протею, синегнойным бактериям.

Острая пневмония чаще вызывается стрептококком пневмонии в монопопуляции или в ассоциации с золотистым и эпидермальным стафилококками и грамотрицательными бактериями. Острые пневмонии у детей вызываются в 10-30% случаев респираторными вирусами и микоплазмами. Часто возбудителем тяжело протекающей пневмонии у детей в ряде вспышек является представитель подцарства простейших - Pueumocysta carinii, у взрослых - Legionella pneumophilus (болезнь легионеров).

Микробиологическая диагностика

Клинический диагноз респираторных заболеваний не составляет трудностей. Однако для проведения антимикробной терапии и эпидемиологических целей необходимо знание этиологического агента и его свойств, что может быть установлено только с помощью микробиологического исследования.

Микробиологический диагноз специфических респираторных инфекций устанавливают с помощью специальных методов.

Этиологическая диагностика оппортунистических инфекций основана на применении микроскопического, бактериологического и серологического методов.

Микроскопический метод применяют в качестве ориентировочной экспресс-диагностики, а также для выбора основного направления бактериологического исследования. Чувствительность и специфичность этого метода повышается при использовании реакций иммунофлюоресценции и иммуноферментного анализа.

Серологический метод используют чаще при затяжных и хронических формах. В связи с полиэтиологичностью заболеваний и выраженной мозаичностью возбудителей в качестве диагностикума используют количественно доминирующие аутокультуры. Поскольку последние нередко являются представителями нормальной микрофлоры, к которым в организме обычно имеются антитела, реакции ставят в динамике. Результаты серологического метода в меньшей степени зависят от этиотропной терапии по сравнению с другими методами. К недостаткам метода относят ретроспективность результатов и сложность получения диагностических препаратов при изучении антителогенеза.

Ведущим методом диагностики считают культуральный, так как он позволяет более точно установить возбудителя (-лей), а также определить антибиотики и антисептики, к которым чувствителен возбудитель. Метод используется при острых и хронических процессах. Главной особенностью применения метода в современных условиях является определение количества присутствующих в материале микробов. Чувствительность, специфичность и достоверность метода также зависят от срока и строгого соблюдения правил забора и доставки материала, широты спектра использованных сред, достаточной выборки идентифицируемых культур, использования современных тестов для идентификации выделенных культур.

Материалом служит мокрота, промывные воды бронхов (ПВБ), бронхиальный секрет, взятый при бронхоскопии (БС), плевральный экссудат, пунктат инфильтрата или абсцесса легкого, кровь. Мокрота является наиболее доступным материалом, но ценность ее как материала для исследования снижается тем, что она обильно обсеменена микрофлорой полостей рта и глотки, часто возникают сложности с ее получением, особенно у детей, микробы в ней распределены неравномерно.

ПВБ - более стандартный материал, получаемый в любое время у разных категорий больных. Рекомендуют брать при отсутствии мокроты или же параллельно с нею.

Бронхиальный секрет ценен тем, что не содержит посторонних микроорганизмов, однако его ценность снижается в связи с ограниченным участком исследования и тяжестью процедуры для больного. Пунктаты закрытых процессов, как правило, дают достоверные результаты.

Чаще всего берут мокроту или ПВБ.

Мокроту необходимо забирать на раннем этапе болезни, утром, натощак. Если мокроты выделяется мало, секрецию ее можно усилить ингаляцией теплого гипертонического или щелочного раствора, назначением бронхолитиков. С целью снижения контаминации мокроты микрофлорой глотки и полости рта больной чистит зубы порошком, многократно прополаскивает рот и глотку стерильной водой или физиологическим раствором (без антисептиков!), после чего больной откашливает мокроту в стерильную широкогорлую банку и сразу же закрывает ее стерильной крышкой. Чтобы не допустить попадания больничной микрофлоры в мокроту, желательно ее забор проводить в процедурном кабинете.

ПВБ забирают специально или в сочетании с лечебными процедурами. Больной тщательно прополаскивает глотку и полость рта стерильной водой или физиологическим раствором. Под контролем гортанного зеркала в дыхательные пути вводят 4 мл стерильного физиологического раствора. Откашливаемое содержимое собирают в стерильные широкогорлые банки. Обрабатывают, как мокроту.

БС отсасывают через бронхоскоп или катетер. При вязкой консистенции секрета делают смыв из бронхов физиологическим раствором. Пунктат получают при трансторакальной пункции из очага.

Полученный материал отмывают от неспецифической микрофлоры и гомогенизируют. Слизисто-гнойные комочки отмывают в питательном бульоне трижды с помощью пипетки или на центрифуге.

Гомогенизацию материала проводит с помощью муколитиков, ферментов (трипсином или др.) или механическими способами (в тканевом измельчителе, стеклянными бусами, на магнитной мешалке).

Обработка и посев материала должны проводится не позднее 1-2 часов (до 3 часов при 4-8 0С) после забора материала, так как более длительное пребывание его в условиях комнатной температуры приводит к гибели чувствительных к влиянию внешней среды микробов (пневмококков, пиогенных стрептококков, инфлюэнца-бактерии) и размножению устойчивых.

Из материала готовят мазок, высушивают, фиксируют над пламенем горелки, окрашивают по Граму, иногда другими методами (при подозрении на капсульные микробы - по Гинсу-Бурри, на грибы - раствором Люголя и т.д.). При микроскопии обращают внимание на морфологию, тинкториальные свойства, количество микрофлоры, ее расположение (рядом с клетками!), наличие и число гранулоцитов, характерных для воспалительных процессов нижних дыхательных путей. Их отсутствие, а также большое число эпителиальных клеток свидетельствует о неправильном взятии материала (с примесью слюны). Соотношение количества микрофлоры и клеток иногда позволяет ориентировочно судить об этиологической значимости микроба, а иногда - и тяжести или стадии развития заболевания. Например, обнаружение более 10 пар пневмококков в 10 полях зрения считают этиологически значимым. Однако чаще всего метод не позволяет точно решить вопрос об этиологической роли обнаруживаемой микрофлоры, а лишь ориентировочно предположить возбудителя. Так, обнаружение большого количества грамположительных ланцетовидных диплококков, окруженных капсулой, позволяет предположить пневмококковую природу заболевания. При выявлении мелких грамотрицательных кокковидных или нитевидных палочек - гемофильную природу и т.д.

Для посева используют следующие питательные среды: 5% кровяной агар (лучше с кровью животных или отмытые эритроциты человека) или среду ВНИИП (кровяной агар на основе перевара Хоттингера с дрожжевым гидролизатом) - для выделения стрептококков, желточно-солевой агар - для стафилококков, агар с прогретой кровью - для гемофильных бактерий (для сокращения исследования с целью выделения гемофилов на кровяной агар можно накладывать сапонин-бацитрациновые диски. Сапонин вызывает гемолиз - освобождает гемин, бацитрацин угнетает некоторые грамположительные бактерии), среду Левина (Эндо) - для энтеробактерий, среду Сабуро - для грибов. Пунктаты из абсцессов, плевральный экссудат исследуют на наличие анаэробов (посев в среду Китт-Тароцци, среду для контроля стерильности или кровяной агар с культивированием в анаэростате).

Выделение возбудителей проводят двумя методами.

I. Качественный анализ с полуколичественной оценкой численности микрофлоры. Этот метод более простой и быстрый, но недостаточно точный. Из материала забирают 2-3 слизисто-гнойных комочка, трехкратно отмывают в чашках со стерильным физиологическим раствором (для удаления посторонней микрофлоры), после чего равномерно засевают шпателем по поверхности каждой из сред. Точно так же можно засевать 0,1 мл материала (1:10) после отмывки и гомогенизации. Через 18-24 часа культивирования проводят полуколичественную оценку выросших колоний: до 10 колоний - единичные (I степень), от 10 до 25 - скудный рост (П), 50 сосчитываемых колоний - обильный рост (III), сплошной рост - IV. Как этиологически значимые оценивается Ш и IV степень. Далее проводят идентификацию микрофлоры, оценку этиологической значимости, определение чувствительности к антибиотикам.

2. Количественный метод. Готовят серийные десятикратные разведения гомогенизированного материала в питательном бульоне от 10-1 до 10-7. Исходный бронхиальный секрет условно считают разведением 10-1. Разведения мокроты или ПВБ 10-1, 10-3, 10-5 засевают шпателем по 0,1 мл на разные чашки c кровяным и шоколадным агаром (или же 10-2, 10-4 по 0,05 мл на сектора одной чашки). На остальные среды засевают разведения 10-1 и 10-3. Среды инкубируют при 37°С 1-2 суток; среду Сабуро - до 5 суток при 30°С. Посевы на кровяном агаре культивируют в условиях насыщения СО2. После инкубации изучают характер роста и определяют КОЕ/мл материала. Из 3-5 колоний, взятых из высоких разведений, готовят мазки, окрашивают по Граму. В случае однородности колоний их идентифицируют по схемам для соответствующих возбудителей. При необходимости определяют факторы патогенности (капсулу, ферменты патогенные, токсины и др.).

Результаты оценивают исходя из критериев для условно-патогенных бактерий. Главным критерием является количественный.  Этиологически значимым считают такое количество условно-патогенных бактерий (диагностический титр или "критическое число"), которое не встречается у здоровых людей в данном биотопе и которое способно вызвать заболевание. Для мокроты и ПВБ это число составляет следующие величины: для стрептококка пневмонии – 106 и больше, для стафилококка - 105 и больше, для знтеробактерий - 104 и больше,  для кандид - 103 и больше КОЕ/мл материала. Количества на порядок меньшие в случаях доминирования в ассоциации или отсутствия других видов в материале должны быть оценены как возможно патологически значимые.


Кроме количества, для установления этиологической роли выделенных культур в развитии бронхита или другого респираторного заболевания имеет значение повторное (через сутки или несколько часов) выделение аналогичной культуры, обнаружение факторов патогенности у выделенной культуры, нарастание титра антител в процессе болезни к аутокультуре. У этиологически значимых культур определяют чувствительность к антибиотикам и по эпидемиологическим показаниям - эпидемиологические метки (фаго-, серо-, резистено- и колициновары).

В заключении (ответе) указывают вид (виды) и вариант (варианты) возбудителя, их чувствительность к антибиотикам (ориентируясь на наиболее высокие уровни и широкие спектры членов популяции).
Поскольку в процессе болезни часто наблюдается смена видового и вариантного состава возбудителей, через 5-7 дней бактериологическое исследование повторяют по описанной выше методике.
Микробиологическая диагностика воспалительных заболеваний уросистемы

На уроинфекции, по ориентировочным данным, приходится около 2% всех обращений к врачу. Среди них выделяют группы специфических и неспецифических (оппортунистических) инфекций. Специфические уроинфекций (гонорея, туберкулез, микобактериозы, актиномикоз, хламидиоз, микоплазменная инфекция) имеют специфических возбудителей и специфическую клиническую картину болезни. Такие общие инфекции, как бруцеллез, лептоспироз, сепсис, брюшной тиф сопровождаются выделением возбудителя с мочой - бактериурией.

Оппортунистические уроинфекции различной этиологии протекают в виде гломерулонефрита, пиелонефрита, пиелита, околопочечных абсцессов, осложненной инфекцией почечнокаменной болезни, цистита, простатита, уретрита, послеоперационной инфекции, в том числе связанной с пересадкой почек; Течение перечисленных локальных инфекций нередко осложняется уретральной лихорадкой, уросепсисом и иногда бактериальным шоком. Длительное выделение с мочой больших количеств бактерий при отсутствии клинических проявлений обозначается как бессимптомная бактериоурия.

Этиология

В дистальных отделах уретры и у краев входа в уретру в норме вегетируют S. epidermidis, S.  faecalis, Corynebacterium sр.,  Lactobacillus sр., E. coli, Proteus sp., Bacteroides sр., Treponema и др.


В выше расположенные отделы мочевой системы условно-патогенные бактерии проникают гематогенным путем, при травмах органов мочеполовой системы, при их контакте с инфицированными органами малого таза и восходящим путем, через уретру. Последний путь является главным. Он может быть результатом медицинских вмешательств (катетеризация, цистоскопия, бужирование, надлобковая пункция, промывание мочевого пузыря контаминированными растворами антисептиков и антибиотиков) или происходит самопроизвольно, например, при поражении спинного мозга. Судьба проникших в мочеполовую систему условно-патогенных микробов зависит от инфицирующей дозы возбудителя и особенно от состояния местного и общего естественного и приобретенного противоинфекционного иммунитета. Категориями риска развития уроинфекций является больные с врожденными пороками развития мочевой системы, почечно-каменной болезнью, нарушениями проводимости спинного мозга, инфекционными очагами в малом тазу, хирургическими вмешательствами на мочеполовой системе, в том числе пересадкой почки, при инструментальных исследованиях этой системы, диабете и других общих заболеваниях, сопровождающихся иммунодефицитом, иммуносупрессивной терапией.

Бессимптомная бактериурия может быть у новорожденных детей, пожилых людей, при беременности, голодании, тяжелой физической работе. У женщин уроинфекции и бессимптомная бактериурия встречается в несколько раз чаше, чем у мужчин.

Гломерулонефрит обычно вызывается нефрогенными штаммами S. pyogenes, а также стафилококками. Остальные уроинфекции вызываются главным образом грамотрицательными бактериями, прежде всего E. coli и Proteus sp. В перечень возбудителей также входят К. pneumoniae,  Enterobacter sр.,  Citrobacter freundii,  P.  aeruginosa, S. epidermidis, S aureus, Streptococcus pyogenes et  faecalis, Bacteroides sp., Candida.

Уропатогенные кишечные палочки, на которые приходится большинство уроинфекции, относятся к определенным сероварам, содержат адгезины и часто выделяют гемотоксин, образуют капсулу, хорошо размножаются в кислой среде. Адгезины уропатогенных кишечных палочек имеют фимбриальную природу (Р-фимбрии). Они обеспечивают специфическое прикрепление бактерий на гликосфингополипептидных рецепторах поверхности эпителия мочевых путей. Кишечные палочки вызывает острые и хронические формы инфекций. Протей, клебсиелла и псевдомонады вызывают чаще хронические формы. Острые инфекции обычно вызываются одним видом, хронические и послеоперационные инфекции - ассоциацией возбудителей. При уроинфекциях в процессе болезни нередко происходит смена видового и вариантного состава возбудителей.

Микробиологическая диагностика. При подозрении на специфические уроинфекции используется комплекс микробиологических и серологических методик, применяемых при соответствующих заболеваниях (туберкулез, микобактериоз, актиномикоз, гонорея, урогенитальный хламидиоз, микоплазменная инфекция). Кроме того, мочу на присутствие возбудителей исследуют при бруцеллезе, лептоспирозе, цитомегаловирусной инфекции, носительстве сальмонелл. Основное значение при этой группе заболеваний имеет выделение возбудителя болезни (независимо от количества).

Микробиологический диагноз оппортунистических уроинфекций, также как бессимптомной бактериоурии, устанавливают выделением культуры. Ориентировочные данные о возбудителе могут быть получены микроскопией осадка мочи, дополнительные данные - с помощью серологических реакций с аутокультурами этиологически значимых видов.

Забор материала для исследования

Мочу с соблюдением правил асептики берут в стерильный сосуд в количестве 10 мл из средней порции первого утреннего мочеиспускания, после обильного обмывания наружных мочеполовых органов стерильными водой или физиологическим раствором. Катетеризация допустима лишь при раздельном исследовании почек, а также введении катетера по лечебным и диагностическим показаниям. В особых случаях забор мочи может быть произведен пункцией мочевого пузыря. Для установления этиологической роли условно-патогенных микробов моча должна быть забрана и исследована дважды (с интервалом в 24 часа или менее). Мочу следует исследовать не позже часа после забора (при условии хранения в холодильнике - не позже суток), так как при хранении одни микроорганизмы погибают, другие размножаются.

Микроскопическое исследование мочи. 5 мл мочи центрифугируют при 8-10 тыс. об/мин 10-15 минут. Надосадок сливают, из осадка делают мазки и окрашивают водным фуксином и по Граму. При подозрении на туберкулез - по Цилю-Нильсену, кандидоз - раствором Люголя. При микроскопии получают ориентировочное представление о присутствующих микроорганизмах и их приблизительном количестве в I мл (число бактерий в поле зрения умножают на разрешающий фактор - 100000 и делят на объем взятой для исследования мочи).

Бактериологическое исследование

При исследовании на условно-патогенные микроорганизмы проводят двухкратное количественное изучение мочи. Для этого мочу разводят стерильным физиологическим раствором в 100, 10000 раз и мерное количество (0,05 мл или одну каплю) указанных разведений капельным методом засевают на участки питательной среды на чашках Петри. Посев можно делать также калиброванной (с диаметром ушка в 2 мм) платиновой петлей, объем жидкости в которой равен 0,005 мл. Выбор питательной среды зависит от предполагаемого возбудителя, на которого ориентировочно указывает клиническая картина болезни, цитологическое исследование и результаты микроскопии. Посев по меньшей мере необходимо сделать на среду Эндо (энтеробактерии), кровяной агар (стрептококки и др. бактерии), ЖCA (стафилококк), агар с фурагином (псевдомонады). Методики исследования чистых культур и их идентификация зависят от выявленных культуральных, морфологических и тинкториальных свойств выросших культур. Чистые культуры выделяют из всех типов колоний, выросших в посевах высоких разведений материала. Одновременно проводят подсчет числа бактерий в 1 мл мочи, сопоставляют результаты 2 последовательных посевов, определяют чувствительность к антибиотикам и в случае необходимости - факторы патогенности и эпидемиологические маркеры.

Оценка результатов исследования сложна. Пузырная моча здоровых людей стерильна. При прохождении через дистальный отдел уретры она, как правило, обсеменяется представителями нормальной микрофлоры, большинство из которых одновременно является и главными возбудителями оппортунистических уроинфекций. Для отличия возбудителя уроинфекции от микробов-контаминантов и других этиологически незначимых видов используют количественный метод. Содержание выделенной культуры в количестве 106 и более особей в 1мл мочи безусловно указывает на этиологическую роль выделенной культуры. Величина в 105 в большинстве случаев также оценивается как этиологически значимая. Величины 104-103 могут содержаться в моче здоровых и тем более больных людей и поэтому требуют получения дополнительных критериев (повторный посев, принадлежность культуры к больничным эковарам, патогенность ее и др.) и совместной с урологом оценки.

Для установления источника инфицирования мочевой системы на присутствие идентичного микроба исследуют кровь, материал из патологических другой локализации, медицинский персонал, инструментарий, аппаратуру, которые использовались при медицинском вмешательстве.

Диагноз бессимптомной бактериурии выставляется в тех случаях, когда при отсутствии симптомов поражения мочеполовых путей из мочи повторно выделяют большое число бактерий (106 и более).

Для экспресс-диагностики и при массовых профилактических исследованиях определяют степень бактериурии (без идентификации) с помощью ускоренных методов, основанных на использовании редокс-индикаторов (трифенил-тетразолий хлорида), нитритного теста, теста каталазной активности.
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