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Аннотация
В пособии описан метод выделения чистой культуры различных микроорганизмов, определение их биохимических и серологических характеристик по набору тестов, необходимых для каждого рода (вида) бактерий, что позволяет определять родовую и, при необходимости, видовую принадлежность выделенных микроорганизмов. Обоснована важность исследования особенностей микрофлоры (родов и видов) больных, страдающих аллергией, для определения состояния защитных механизмов организма и выработки рациональной тактики лечения. 

        Пособие предназначено для оториноларингологов, аллергологов, иммунологов, врачей-бактериологов и других специалистов.

Организации-исполнители: ГЦ «НИИ вакцин и сывороток» им. И.И.Мечникова РАМН, ФГУ «Научно-клинический центр оториноларингологии» Росздрава.

Авторы: д.м.н., проф. Батуро А.П., к.б.н. Романенко Э.Е., к.м.н. Улиско И.Н., д.м.н. Мокроносова М.А., д.м.н. Тарасова Г.Д., к.м.н. Сергеев А.В.
Введение
В фундаментальных работах отечественных и зарубежных исследователей, посвященных проблеме взаимосвязи аллергии и инфекции, отмечено, что иммунный ответ на условно-патогенные возбудители в организме атопических больных значительно отличается от такового у здоровых носителей [1, 17]. Во-первых, возрастает численность бактерий, колонизирующих слизистую оболочку верхних дыхательных путей при отсутствии симптомов острого воспаления. Во-вторых, формируется сенсибилизация к белкам, продуктам бактериальной клетки, в том числе, обусловленная IgE-опосредованными реакциями. В-третьих, доказано воздействие суперантигенов, токсинов, продуцируемых некоторыми штаммами Staphylococcus aureus, Steptococcus spp, вирусами респираторной инфекции (RSV, RV), на пролиферацию Т-лимфоцитов с экспрессией (-домена, инфильтрацию эозинофилами, активацию В-лимфоцитов с последующей индукцией IgE-антител.

Инфекционные осложнения способствуют альтерации тканей верхних дыхательных путей, снижая тем самым мукоцилиарный клиренс, и поддерживают хроническое воспаление. Так, приступы удушья больных с бронхиальной астмой при бактериальных и вирусных инфекциях связаны с индукцией IgE-антител к бактериальным и вирусным антигенам и опосредованной либерацией гистамина и лейкотриенов.

А. Oehling считает, что у атопических больных именно персистирующая инфекция провоцирует формирование порочного круга, который и лежит в основе формирования патогенеза хронических аллергических заболеваний. Работы этой школы исследователей доказали способность индукции IgE-антител к бактериальным антигенам у аллергических больных [14, 15]. 

 Показана взаимосвязь бронхиальной астмы, крапивницы, атопического дерматита с персистированием ряда представителей условно-патогенной микрофлоры (Neisseria spp, Streptococcus spp, Staphylococcus spp). Однако до настоящего времени до конца не выяснено, каковы изменения состава микрофлоры верхних дыхательных путей при атопии и особенности иммунного ответа на эти изменения при различных нозологических формах [1, 2, 3, 6].

Бактериологическое обследование больных, страдающих персистирующим аллергическим ринитом, бронхиальной астмой и крапивницей позволило установить особенности выделяемой микрофлоры при указанных состояниях [4].

 Для характеристики как частоты встречаемости отдельных видов, так и биоценоза в целом, использовался показатель постоянства C, который представляет собой отношение, выраженное в процентах:


где р – число выборок, содержащих изучаемый род или вид, 

Р – общее число взятых выборок. 

При С ( 50% изучаемые роды и виды считались постоянными, при С от 25% до 50% - добавочными, при С (25% – случайными. 

 Полученные результаты представлены в таблице 1. 

 При аллергическом рините и бронхиальной астме исследовалась микрофлора слизистых оболочек носа и стенок зева, однако, анализ полученных результатов показал, что наиболее информативные данные получены при исследовании слизистой носа. При крапивнице исследование микрофлоры стенок зева и носа дало однотипные результаты.

Таблица 1

Характеристика микрофлоры слизистых оболочек носа и стенок 

зева у больных при аллергических состояниях (по нашим данным)

	С
	Персистирующий аллергический ринит
	Бронхиальная астма
	Крапивница

	
	Слизистая носа
	Слизистая носа
	Нос + Зев

	( 50%
	S. aureus
	S. aureus
	Streptococcus spp

Neisseria spp

	<50%, но >25%
	S. epidermidis

Corynebacterium spp
	S. epidermidis

Corynebacterium spp
	Corynebacterium spp
Staphylococcus spp

	 (25%
	Streptococcus spp

Neisseria spp

Enterobacteriaceae

Candida 
	Streptococcus spp

Neisseria spp

Candida

Actinomyces spp

Bacillus spp

НГОБ
Enterobacteriaceae
Staphylococcus spp


	Moraxella spp

Candida


Показания и противопоказания к применению метода
Метод показан при обследовании больных, страдающих: 

· бронхиальной астмой,

· аллергическим персистирующим ринитом,

· крапивницей,

· атопическим дерматитом,

· острым и хроническим отитом,

· тонзиллитом,

· при подозрении на перечисленную патологию.

Противопоказаний  нет.

Материально-техническое обеспечение метода
 Для выполнения исследований по предлагаемому методу необходимы следующие реагенты и предметы медицинского назначения:

· чашки Петри одноразовые стерильные диаметром 90 мм;

· пастеровские пипетки одноразовые или стеклянные;

· предметные стекла обезжиренные ГОСТ 9284-75;

· термостат ТС-1/80 СПУ;

· микроскоп ЛОМО МИКМЕД-1;

· сыворотка крови крупного рогатого скота для лабораторных целей (предприятие «ПАНЭКО», каталожный №027);

· кровь баранья цитратная или дефибрилированная без антисептиков, или донорская любой группы;

· генциант фиолетовый, ТУ МЗ-127-49;

· фуксин основной;

· метиловый красный;

· перекись водорода (пергидроль), ГОСТ 177-88;

· спирт этиловый;

· йодистый калий, химически чистый;

· йод кристаллический;

· хлорное железо (FeCl3), химически чистое;

· сульфаниловая кислота безводная, чистая, ГОСТ 5821-51;

· (-нафтол, ТУ-6-09-5417;

· (-нафтиламин, химически чистый;

· диски с оптохином;

· нефлюоресцирующее иммерсионное масло;

· питательные среды для выделения и идентификации исследуемых бактерий: 

а) питательный агар (фс 42-0048-00),

б) питательный бульон (фс 42-0049-00),

в) кровяной агар (агар с добавлением 5% крови),

г) сывороточный агар и бульон (с добавлением 10% сыворотки),

д) среды Гисса (НПО «Питательные среды», Махачкала),

е) среды с аминокислотами,

ж) среда Сабуро;

· диагностикумы для выявления стрептококков  групп А, В, С, G, (НПП «АКВАПАСТ», Санкт-Петербург);

· диагностикум для идентификаци золотистого стафилококка (НПП «АКВАПАСТ», Санкт-Петербург);

· Api-20A (BioMerieux Vitek Inc., Франция);

· любые коммерческие тест-системы для идентификации стафилококков, стрептококков, нейссерий, грамотрицательных и грамположительных палочек и других бактерий.
Описание метода
Материал для исследования берут ватными тампонами со слизистой передних отделов носа и слизистой зева, не трогая поверхности языка, и для выделения чистых культур засевают на шоколадный, кровяной агар, МЖСА, среды Эндо и Сабуро. Чашки с кровяным агаром инкубируют при 37°С в эксикаторе со свечой в течение 24-48 часов. Чашки с шоколадным агаром, МЖСА, средой Эндо помещают в термостат при 37°С на 24 - 48 часов. Посевы на чашках со средой Сабуро выдерживают до 7 суток при температуре 28°С. Получив чистую культуру (отбирают все многообразие выросших колоний), проводят поэтапную идентификацию микроорганизмов. 

 На первом этапе производят  накопление биомассы изучаемой колонии для дальнейшего исследования. С этой целью проводят высев на сектор сывороточного агара  в чашке Петри. 

Второй этап – приготовление мазков, окраска по Граму. 

Третий этап – микроскопирование окрашенных мазков. 

Четвертый этап – определение каталазной и оксидазной активности. 

Пятый этап – определение видовой (родовой) принадлежности выделенных бактерий.

Далее излагаются особенности идентификации представителей различных родовых групп бактерий.

I. Грамположительные кокки

1. Стафилококки

Обнаружение стафилококков в назальном секрете, в глотке или смывах с небных миндалин является наиболее важным в связи с тем, что доказано воздействие суперантигенов, токсинов, продуцируемых некоторыми штаммами Staphylococcus aureus на пролиферацию Т-лимфоцитов с экспрессией (-домена, инфильтрацию эозинофилами, активацию В-лимфоцитов с последующей индукцией IgE-антител, то есть таким образом провоцируется и поддерживается аллергическое воспаление.

 Так, известно, что Staphylococcus aureus распространен повсеместно и часто входит в состав нормальной микрофлоры человека, обычно колонизирует носовую полость. Его находят у детей в возрасте нескольких дней, но в течение нескольких месяцев число носителей резко сокращается, и основную группу составляют лица старшего возраста (у 15-30 % клинически здоровых взрослых лиц). В большинстве случаев носительство ограничено несколькими неделями и месяцами. Носительство типично для персонала медицинских учреждений, пациентов, страдающих атопическим дерматитом. Преимущественно инфекции носят эндогенный характер. Приблизительно у 10 % пациентов с бактериемией могут развиваться эндокардиты.

Кроме того, выявлено, что Staphylococcus epidermidis наиболее часто колонизирует гладкую кожу и поверхность слизистых оболочек. Подавляющее большинство инфекций носит нозокомиальный характер, их чаще наблюдают у пациентов с пониженной резистентностью.

Таким образом, обнаружение стафилококков у пациентов, страдающих атопией, поможет подобрать наиболее рациональную тактику их ведения. 

Диагностика стафилококков

При обнаружении на кровяном или шоколадном агаре крупных (2 мм и более в диаметре) выпуклых, с гладкой поверхностью, ровными краями, с желтым пигментом или без него, с зоной гемолиза вокруг колоний или без таковой, при наличии каталазной активности у исследуемых колоний и обнаружении в мазках, окрашенных по Граму, мелких (или не очень) кокков, расположенных гроздьями, скоплениями разной величины, можно предположить, что выделенная культура относится к роду Staphylococcus.

Для подтверждения данного предположения и определения видовой принадлежности необходимы дальнейшие исследования. В зависимости от поставленной задачи возможны следующие пути: 

1) реакция коагглютинации на стекле выделенной культуры с КИТ-набором, при положительном результате выделен S. aureus; 

2) постановка реакции плазмокоагуляции, определение способности ферментировать маннит в анаэробных условиях, наличие летициназной активности на желточно-солевом агаре; положительный результат в указанных тестах свидетельствует о выделении S. aureus;

3) определение видовой принадлежности выделенных стафилококков с помощью микротест-систем фирмы «Лахема» или других тест-систем для идентификации стафилококков; 

4) при отсутствии возможности использовать какие-либо коммерческие тест-системы определить видовую принадлежность выделенных стафилококков можно по набору биохимических тестов.

Видовую идентификацию стафилококков предлагаем проводить по тестам, представленным в таблице 2.

Таблица 2

Характеристика видов стафилококков, встречающихся 

в клиническом материале
	Вид стафилококка
	Реакция Фогеса-Проскауэра
	Мочевина
	Сахароза
	Трегалоза
	Маннит
	Манноза
	Глюкоза
	Дополнительные тесты

	S. aureus
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	ксил.-, гем.+, коаг.+

	S. xylosus
	d
	+
	+
	+
	+
	d
	+
	ксил.+, гем.-, коаг.-

	S. saprophyticus
	+
	+
	+
	+
	+
	--
	+
	ксил.-, гем.-, коаг.-

	S. intermedius
	--
	+
	+
	+
	d
	+
	+
	ксил.-, эск.+, коаг.+

	S. galinarum
	--
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	ксил.-, раф.+

	S. simulans
	--
	+
	+
	d
	+
	d
	+
	арг.+, ксил.-, коаг.-

	S. equorum
	--
	+
	+
	d (>+)
	d (>+)
	+
	+
	гем. D

	S. arlettae
	--
	--
	+
	+
	+
	d
	+
	эск.-

	S. lentus
	--
	--
	+
	+
	+
	+
	+
	эск.+, окси.+, раф.-

	S. sciuri
	--
	--
	+
	+
	+
	+
	+
	цел.+, окси.+, раф.-

	Aerococcus viridans
	--
	--
	+
	+
	d (>+)
	+
	+
	кат.-, в мазке тетрады

	S. auricularis
	--
	--
	d
	d
	_
	_
	+
	

	Micrococcus spp
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	окси.+, подв.+

	S. capitis
	d
	d
	d (>+)
	--
	d (>+)
	+
	+
	

	S. schleiferi
	+
	d
	--
	d
	--
	+
	+
	коаг.+/-, гем. +/-

	S. cohnii  

spp. Cohnii
	+
	--
	--
	+
	d (>+)
	d
	+
	

	S. kleoosii
	d
	d
	--
	+
	+
	--
	+
	

	S. caprae
	+
	d
	--
	d
	--
	+
	+
	гем.+

	S. carnosus
	--
	--
	--
	+
	+
	+
	--
	

	S. chromogenes
	--
	+
	+
	+
	--
	+
	--
	

	S. cohnii  

spp. urealyt.
	d
	+
	--
	+
	+
	d (>+)
	+
	

	S. haemoliticus
	+
	--
	+
	+
	d
	--
	--
	гем.+

	S. hominis
	d
	+
	+
	+
	--
	--
	--
	гем.-

	S. epidermidis
	+
	+
	+
	--
	--
	d
	--
	

	S. warneri / pasteurii
	+
	+
	+
	+
	d (>+)
	--
	--
	

	S. lugolunensis
	+
	d
	+
	+
	--
	+
	--
	


Примечание. Здесь и далее в таблицах: 

«+» – 90 и более % штаммов дают положительную реакцию; 

«--» – 90 и более % штаммов дают положительную реакцию; 

«d» – биохимические варианты. 


2. Стрептококки

Результаты работ отечественных и зарубежных  исследований доказывают непосредственное участие Steptococcus spp. в развитии аллергических реакций. Наибольшее распространение имеют стрептококки группы А и В.

Среди стрептококков группы А большинство изолятов принадлежит к виду   S. pyogenes, оба термина рассматриваются как синонимы. В древности являлся причиной эпидемий скарлатины, часто осложнявшейся абсцессами паратонзиллярных пространств, клетчатки подъязычного, поднижнечелюстного и подбородочного пространств (ангина Людвига); многочисленные случаи фарингитов, нередко заканчивавшихся пневмониями и др. Колонизирует кожные покровы и слизистые оболочки человека; в частности, в холодный сезон частота носительства в носоглотке у школьников может достигать 25 %. Резервуар – больной человек или носитель; основные пути передачи – контактный и воздушно-капельный, а также через инфицированные пищевые продукты. Участвует в запуске аутоиммунных реакций.  Наиболее типичные проявления – фарингиты. Иногда приводит к стрептококковому синдрому токсического шока. 

Стрептококки группы В колонизируют носоглотку, их идентифицируют как   S. agalactiae. Они тропны к тканям ЦНС и дыхательных путей, наиболее часто вызывают менингиты у новорожденных. Путь заражения обычно вертикальный: при прохождении плода по родовым путям, инфицированным стрептококками; подобным образом инфицируются не менее 50 % детей, составляющих группу риска. Часто S. agalactiae вызывают стрептококковые пневмонии, развивающиеся на фоне респираторных вирусных инфекций. В подавляющем большинстве эти инфекции обусловлены активацией микрофлоры в глотке и носоглотке, реже регистрируют заражение от больного. 

Резервуаром другой разновидности стрептококка – пневмококка (S. pneumoniae) – являются больные и носители  (20-50 % детей дошкольного возраста и 20-25 % взрослых лиц). Основной путь передачи – контактный, а в период вспышек – также и воздушно-капельный. Пик заболеваемости обычно приходится на холодное время года. В подавляющем большинстве случаев клинические формы инфекции развиваются при нарушениях резистентности организма (вследствие холодовых стрессов), а также на фоне иной патологии. Патогенез пневмоний включает аспирацию слюны, содержащей микроорганизм, и проникновение в нижние отделы воздухоносных путей. Существенное значение имеет вызываемое нарушение защитных дренирующих механизмов – кашлевого толчка и мукоцилиарного клиренса. Довольно часто            S. pneumoniae вызывают синуситы, мастоидиты, средние отиты и др. 

Вызываемые негемолитическими стрептококками системные заболевания можно рассматривать как оппортунистические после проникновения бактерий в кровоток при травматизации слизистых оболочек.

При обнаружении стрептококков у длительно болеющих пациентов, особенно воспалительными заболеваниями дыхательных путей, позволит определить врачам (оториноларингологу и иммунологу) необходимую в этой ситуации тактику лечения.

Диагностика стрептококков
Стрептококки определяют как грамположительные, каталазоотрицательные факультативные анаэробы, сферической или овоидной формы, не менее 2 мм в диаметре, в парах или цепочками, иногда удлиненных вдоль оси цепочки. Рост многих стрептококков стимулируется в среде с повышенным содержанием CO2 . Стрептококки требовательны к питательным средам, поэтому выделение и накопление материала возможно на МПА с добавлением 5 % крови или 10 % сыворотки КРС. На агаре с кровью через 24-48 часов образуют два типа колоний – крупные (> 0,5 мм) и мелкие (<0,5 мм), с наличием (-, (-гемолиза или отсутствием такового ((-гемолиз).

Стрептококковые колонии варьируют по цвету: от серого до беловатого, блестящие (сверкающие). Встречаются и сухие колонии. 

(-гемолитические стрептококки серогрупп A, C, G образуют через 24 часа инкубации при 37(С большие колонии; (-гемолитические стрептококки, образующие малые колонии, могут относится к серогруппам A, C, G, F или не группироваться.

Культуры, образующие малые (-гемолитические колонии, могут давать запах, ассоциирующийся с масленным, или запахом карамели.

Колонии стрептококков группы B имеют тенденцию к увеличению и менее выраженную зону гемолиза, чем другие (-гемолитические стрептококки. Некоторые штаммы этой группы могут не давать зоны гемолиза. 

 Среди не-(-гемолитических стрептококков, (-штаммы могут быть предварительно отнесены к S. pneumoniae и “viridans division”. (-гемолитические колонии с вогнутым центром («блюдечки») характерны для пневмококка. Пневмококки некоторых к-типов в больших количествах продуцируют полисахариды, что придает колониям слизистый характер. Колонии штаммов «viridans division» имеют куполообразную поверхность.

  Серологическая идентификация типичных колоний проводится коммерческими препаратами: диагностикумами для выявления стрептококков групп B, C, G, A в реакции коагглютинации, жидкими, (Научно-производственное предприятие «АКВАПАСТ», г. Санкт-Петербург) или Slidex-Kit A, B, C, D, F, G (BioMerieux, Франция). Однако, если детекция антигена группы В, по-видимому, тесно коррелирует с идентичностью штаммов S. agalactiae, а представители группы F, образующие мелкие колонии, являются «S. Milleri», то антигены А, С, G не являются специфическими для единственного вида стрептококков.

Наличие R-форм у S. pneumoniae также не всегда оправдывает применение Slidex-pneumo-Kit. При отрицательных и сомнительных результатах определения групповых антигенов, видовую принадлежность выделенных стрептококков устанавливают по биохимическим свойствам при помощи тест-систем для идентификации стрептококков. 

Для подтверждения принадлежности к S. pneumoniae используются коммерческие диски с оптохином. На чашку с кровяным агаром сектором наносится густой штриховой посев колоний, предположительно отнесенных к S. pneumoniae, на этот посев накладывается диск с оптохином. Учет результатов производится через 24-48 часов. Отсутствие роста в диаметре 14 и выше милиметров свидетельствует о принадлежности штамма к S. pneumoniae.

II. Грамположительные неспорообразующие палочки неправильной формы

Коринеформные бактерии, или дифтероиды, нередко выделяют от клинически здоровых лиц. Наиболее часто выделяют со слизистых оболочек носоглотки, а также из различных ран. Наиболее известна Corynebacterium pseudodiphteriticum (C. hofmannii). 

 Для Arcanobacterium (ранее Corynebacterium) haemolyticum резервуаром является больной человек. При этом основной путь передачи – воздушно-капельный. В настоящее время микроорганизм выделяют у больных с хроническим тонзиллитом; у части пациентов наблюдают беловатые бляшки на миндалинах, у большинства воспаление сопровождается двусторонним увеличением шейных и подчелюстных лимфатических узлов.

Обнаружение коринеформных бактерий у пациентов, страдающих затяжным течение воспалительных заболеваний дыхательных путей, позволит проводить адекватную терапию, особенно при носительстве этих патогенов среди представителей детских коллективов (детские сады, школы).

Диагностика коринеформные бактерии

Коринеформные бактерии создают большое число нерешенных проблем в таксономии и классификации. Широкое использование терминов «коринеформный», или «дифтероидный», для описания любой неспорообразующей палочки неправильной формы привело к значительной путанице в вопросах о том, какие организмы или группы должны относится собственно к роду Corynebacterium .

а) Исследования последних десятилетий прошлого столетия внесли новые изменения в таксономию и номенклатуру коринебактерий. Так, Corynebacterium haemolyticum предлагается классифицировать как Arcanobacterium haemolyticum, C. pyogenes, как Actinomyces pyogenes, C. equi – Rodococcus equi, Bacterionema matruchtotii, как новый вид С. matruchtotii.

б) Анаэробные дифтероиды, определяемые как C. acnes, C. avidum  и C. granulosum, переведены в род Propionibacterium.

в) Вид С. paurometabola был выведен в 1988 году из рода Corynebacterium и рассматривается как один из видов рода Tsukamurella [8, 9 , 10, 11, 12, 16].

СДС группа «jk» рассматривается как новый вид Corynebacterium jeikeium. Группа СДС «E» отнесена к аэротолерантным Bifidobacterium adolescentis. Изучается таксономическое положение и других СДС-групп, обозначенных специфическими эпитетами.

В последнее время появились сообщения о случаях оппортунистических инфекций, вызываемых Corynebacterium spp, и имеющим к ним отношение микроорганизмами, как у ослабленных, так и у неослабленных лиц. Среди микроорганизмов, вызывающих инфекции у ослабленных больных, были названы C. pseudodiphthericum, С. jeikeium, C. xerosis, Rhodococcus equi и C. matruchtotii; у неослабленных – C. ulceraus, C. pseudotuberculosis, A. haemolyticum, C. minutissimum .
Представители вышеназванных видов – плеомофные грамположительные палочки, иногда с гранулами, часто имеют булавовидные вздутия. «Щелкающее» (snapping) деление приводит к угловому и палисадному расположению клеток; могут быть кокковидные формы, встречаются рудиментарные «ветви», но мицелия не образуют. Также не образуют спор. Аэробы или факультативные анаэробы. В основном положительные по каталазе.

 C. matruchtotii в мазках имеют кнутообразную форму, C. xerosis – бочкообразную, Actinomyces spp и Arcanobacterium haemolyticum напоминают цепочки стрептококков, однако, для Actinomyces spp наиболее характерны ветвящиеся нити, особенно на жидких питательных средах. По признаку образования каталазы Actinomyces spp вариабельны.

Выделение коринеформных бактерий проводится на шоколадном агаре и агаре с добавлением 5 % крови. Для отдельных видов (A. pyogenes, A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis и др.) рост стимулируется в микроаэрофильных условиях. Однако, некоторые Actinomyces spp плохо растут даже с добавлением CO2. 

На кровяном агаре колонии A. haemolyticum, A. pyogenes, C. pseudotuberculosis, C. ulceraus образуют (-гемолиз. Некоторые представители C. kutsheri также могут иметь (-гемолиз. Колонии этих бактерий могут быть очень мелкие (до 1 мм в диаметре) или более крупные (1-3мм), непрозрачные гладкие или шероховатые. 

 C. paurometabolum (Tsukamurella paurometabola) образует мелкие суховатые колонии.C. jekeium  медленно растут с образованием блестящих колоний.

Особенностью рода Corynebacterium и родственных с ним микроорганизмов        (C. pseudodiphthericum, R. equi, C. kutscheri и др.) является окраска колоний от ярко-белых, кремовых до бледно-желтых, оранжево-красных и коралловых цветов.

При микроскопии культур, выделенных со слизистой носа и стенок зева, нередко встречаются не типично расположенные грамположительные палочки, а кокко-овоидные формы, которые порой трудно дифференцировать со стафилококками. 

Видовую принадлежность выделенных коринебактарий можно определить с помощью коммерческих тест систем или по предлагаемым нами признакам, указанным в таблице 3.

Таблица 3

Видовая характеристика коринебактерий
	Вид микроорганизма
	Метиловый краситель
	Мочевина
	Сахароза
	Трегалоза
	Маннит
	Манноза
	Глюкоза

	C. ulcerous
	--
	+
	+
	--
	--
	+
	+

	C. xerosis
	--
	--
	+
	--
	--
	+
	+

	C. bovis
	--
	--
	--
	d
	--
	--
	+

	C. minutissimum
	--
	--
	+
	d
	--
	--
	+

	C. renale
	--
	+
	--
	d
	--
	+
	+

	C. striatum
	+
	--
	--
	d
	--
	+
	+

	C. pseudotuberculosis
	+
	+
	d
	--
	--
	+
	+

	C. kutscheri
	--
	+
	+
	d
	--
	+
	+

	C. pseudodiphthericum
	--
	+
	--
	--
	--
	--
	--

	C. matruchotii
	--
	d
	+
	--
	--
	+
	+

	C. jekeium
	--
	--
	--
	--
	+
	--
	+

	C. paurometabolum
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--


Примечание: см. стр. 11.

Актиномикозы человека в большинстве случаев связывают с Actinomyces israelli. Кроме того, клиническими значимыми агентами названы Arachnia propionica (Actinomyces propionicus), A. naesulundii, A. odontolyticus, A. viscosus [13].

Для рода Acninomyces в первую очередь характерны «паукообразные» колонии с многочисленными ветвящимися нитями, или зернистые с периферическими нитями. Однако все виды Acninomyces также способны образовывать гладкие колонии до 2 мм в диаметре, белые, тусклые или блестящие. Поэтому морфология колоний не всегда имеет дифференцирующее значение.

Дифференциация  видов рода Acninomyces затруднена из-за вариабельности реакций. Некоторые виды легче определяются с помощью метода электрофореза белков.

III. Грамотрицательные оксидазаположительные кокки (Neisseria spp и Moraxella catarrhalis)

Микроорганизмы рода Neisseria как правило обитают на слизистых оболочках. Непатогенными для человека являются Neisseri sicca, N. flavescens, N.  perflava, N.  mucosa, N. lactamica и др.

Диагностика нейссерий

На средах для первичного посева (шоколадном агаре) нейссерии и M. catarrhalis образуют разной величины, чаще крупные, полупрозрачные, серые или с желтоватым оттенком плоские с гладкой или точечной поверхностью колонии. Оксидазаположительны, обладают каталазной активностью, встречаются и каталазаотрицательные. В мазках, окрашенных по Граму, обнаруживаются разной величины грамотрицательные диплококки или небольшие палочки (N. elongata).

Видовую принадлежность нейссерий можно определить, используя коммерческие микротест-системы (фирмы «Лахема» и др.). При отсутствии тест-систем возможно определение ферментативной активности выделенных штаммов на средах Гисса с глюкозой, мальтозой, сахарозой, лактозой. Добавление к этому ряду теста на выявление способности восстанавливать нитраты до нитритов позволяет дифференцировать N. sicca и N. mucosa, N. cinerea и M. catarrhalis.

Таблица 4

Дифференциация видов нейссерий

	Тест или субстрат
	N. subflava
	N. sicca
	N. mucosa
	N. lactamica
	N. elongata
	N. polysachar
	N.cinerea
	M. catarrhalis

	Глюкоза
	+
	+
	+
	+
	--
	+(o)*
	--
	--

	Мальтоза
	+
	+
	+
	+
	--
	+
	--
	--

	Сахароза
	d
	+
	+
	--
	--
	+
	--
	--

	Лактоза
	--
	--
	_
	+
	--
	--
	--
	--

	Нитраты
	--
	--
	+
	--
	--
	--
	--
	+

	Каталаза
	d
	+
	+
	+
	--
	+
	+
	+


* (o) - окисление 

IV. Неферментирующие грамотрицательные бактерии

Род Pseudomonas – это типичные внеклеточные паразиты, их размножение прямо обусловлено способностью противостоять действию факторов резистентности. В частности, слизь и секретируемые цитотоксины затрудняют их элиминацию фагоцитами и иммунокомпетентными клетками, что особенно выражено у пациентов с иммунодефицитными состояниями. Однако, несмотря на наличие большого набора факторов вирулентности, синегнойную палочку следует рассматривать как оппортунистический патоген, так как инфекции, обусловленные ею, редко наблюдают у людей с нормальной резистентностью и неповрежденными анатомическими барьерами.   

Pseudomonas aeruginosa обладает поверхностными микроворсинками, обеспечивающими адгезию к эпителию (наиболее выраженную в воздухоносных путях). Взаимодействие с клетками реализуется через рецепторы, а также определенную роль играет и вырабатываемая бактериями слизь. Для Pseudomonas aeruginosa нехарактерна высокая инвазивность, но ее повсеместная распространенность (особенно в стационарах) делает ее основным возбудителем раневых инфекций и осложнений при ряде состояний. Нередко поражения регистрируют у людей с нормальным иммунитетом – наружный отит или синусит у спортсменов-пловцов. Течение инфекций обычно тяжелое, особенно госпитальных, нередко приводят к септицемии и летальности.

Род Moraxella – неферментирующие грамотрицательные бактерии, обитающие на слизистых оболочках человека. Они являются возбудителями респираторных инфекций, острых и хронических конъюнктивитов, септических менингитов. При нарушениях иммунитета они способны вызывать тяжелые поражения – перикардиты, абсцессы легких, остеомиелиты, менингиты и сепсис.

Кроме того, считается, что острые воспалительные заболевания среднего уха также нередко вызывает этот патоген, особенно в детском возрасте.

Диагностика грамотрицательных бактерий

Неферментирующие грамотрицательные бактерии (НГОБ) – мелкие или средних размеров палочки, располагающиеся в мазке беспорядочно и парами, иногда цепочками (Pseudomonas spp).
Бактерии рода Moraxella – палочки короткие, толстые, напоминающие «бревна», в парах или коротких цепочках. Бактерии  рода Acinetobacter имеют форму коротких или округлых палочек. Для представителей обоих родов характерен плеоморфизм, могут встречаться разнообразные формы: от кокковых до нитевидных. 

НГОБ не образуют спор и капсул. Встречаются подвижные и неподвижные формы, описаны «дергающаяся» форма подвижности, обусловленная полярно расположенными жгутиками.

НГОБ – аэробы с метаболизмом чисто дыхательного типа, но некоторые  штаммы могут расти и в анаэробных условиях. 

Бактерии рода Pseudomonas на кровяном агаре образуют различные колонии (плоские неправильной формы; слизистые; складчатые – «цветок маргаритки»; карликовые), могут давать гемолиз и продуцировать или не продуцировать сине-зеленый (пиоцианин), зеленовато-желтый, флюоресцирующий и т. д. Некоторые представители Pseudomonas spp обладают запахом черемухи или земляничного мыла при выращивании на питательных средах.

Бактерии рода Moraxella хорошо растут на кровяных и сывороточных средах в виде крупных непрозрачных, влажных, иногда слизистых колоний с небольшой зоной гемолиза или без нее.

Таблица 5

Ключевые признаки, использующиеся для дифференциации 

некоторых НГОБ

	Тесты и признаки
	НГОБ – роды, виды

	
	Pseudomonas
	Achromobacter
Alcoeigenes
B. bronchosetica
	Moraxella
E. corradens
	Acinetobacter
	Flavobacterium

	Пигментообразование
	+(--)
	--
	--
	--
	+

	Число и расположение жгутиков
	Монотрихи, лофотрихи
	перитрихи
	--
	--
	--

	Оксидаза
	+(--)
	+
	+
	--
	+

	OF – тест* 
	О
	О
	--
	О (--)
	О


«О» – окисление, «--» – отрицательная реакция

Микробы рода Acinetobacter хорошо растут как на кровяных и сывороточных средах, так и на питательных средах без добавок белка, в виде белых, блестящих колоний, часто слизистых. Можно наблюдать небольшую зону гемолиза вокруг колоний (непостоянно).

НГОБ, за исключением Acinetobacter и некоторых Pseudomonas, положительны по оксидазному типу. Полная дифференциация НГОБ возможна с использованием коммерческих тест- систем API-20NE.

V. Бактерии семейства Enterobacteriacaea
За последние 20-30 лет существенно возросла роль семейства Enterobacteriaceae в патологии человека. При различных состояниях, сопровождающихся ослаблением резистентности организма, энтеробактерии, способные проникать в ткани и тканевые жидкости, могут составлять до 80 % клинических изолятов всех грамотрицательных бактерий и вызывать до 50 % всех случаев септицемий. Потенциальной патогенностью обладают практически все представители семейства Enterobacteriaceae, особенно при попадании в кровоток.

Диагностика энтеробактерий

Энтеробактерии – грамотрицательные палочки различных размеров, спор не образуют, каталазаположительные, оксидазаотрицательные, углеводы утилизируют по ферментативному типу. На кровяном или шоколадном агаре образуют разной величины плотные серые выпуклые гладкие, иногда очень слизистые колонии. 

Для определения родовой и видовой принадлежности выделенных культур можно воспользоваться микротест-системами фирмы «Лахема», тест-системами ММТЕ-1 и ММТЕ-2, производства ФГУП «Аллерген», Ставрополь, СИБ (системы индикаторные бумажные), производства Нижегородского предприятия или другими системами для идентификации энтеробактерий.

Предлагаемая нами схема идентификаций энтеробактерий позволяет определять не только родовую, но и видовую принадлежность всех типичных представителей этого семейства.

Она включает в себя следующий ряд признаков: подвижность, способность образовывать индол, гидролизовать мочевину, утилизировать цитрат в качестве единственного источника углеводов (на среде Симмонса), ферментировать глюкозу и лактозу, образовывать сероводород (на агаре Клиглера), ферментировать адонит, инозит, сорбит, рамнозу (на средах Гисса), способность дазаминировать фенилаланин, декарбоксилировать лизин и орнитин, образовывать ацетилметилкарбинол и реакцию с метиловым красным. Характеристика энтеробактерий по предлагаемым признакам представлена в таблице 6.                             

                                             Таблица 6

Межродовая дифференциация представителей семейства Enterobacteriaceae, имеющих клиническое значение
	Тест или субстрат
	Escherichia
	Shigella
	Edwardsiella
	Citrobacter
	Salmonella
	Klebsiella
	Enterobacter
	Habnia
	Serratia
	Proteus
	Providencia
	Morganella
	Yersinia
	Erwinia

	Глюкоза
	кг,к
	к1
	кг
	кг
	кг2
	кг
	кг
	кг,к
	кг,к
	кг
	Кг
	кг
	К
	К

	Лактоза
	+/-
	-/(+)
	-
	+/-
	-/+
	+/-
	+
	+/-
	+
	--
	--
	--
	--
	+/-

	Сероводород
	--
	--
	+
	+/-
	+3
	--
	--
	--
	--
	+
	--
	--
	--
	--

	Индол
	+/-
	-/+
	+
	-/+
	--
	-/+
	--
	--
	--
	+/-
	+
	+
	-/+
	-/+

	Цитрат Симмонса
	--
	--
	--
	+
	+
	+/-
	+
	+/-
	+
	+/-
	+
	--
	--
	+/-

	Фенилаланин
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	--
	+
	+
	+
	--
	--

	Лизин
	+/-
	--
	+
	--
	+
	+
	-/+
	+
	+
	--
	--
	--
	--
	--

	Орнитин
	-/+
	--
	-/+
	-/+
	--
	--
	+
	+
	+
	--
	--
	+
	+/-
	--

	Метил-рот
	+
	+
	+
	+
	+
	-/+
	--
	-/+
	+
	+
	+
	+
	+
	+/-

	Реакция Фогеса – Проскауэра 
	--
	--
	--
	--
	--
	+/-
	+
	-/+
	+
	--
	--
	--
	--
	-/+

	Адонит
	-/+
	--
	--
	-/+
	--
	+
	-/+
	--
	-/+
	--
	-/+
	--
	--
	--

	Инозит
	+
	--
	--
	-/+
	--
	+
	-/+
	--
	-/+
	--
	--
	--
	--
	--

	Сорбит
	+
	--
	--
	+
	+
	+
	+
	--
	+
	--
	-/+
	--
	+/-
	--

	Рамноза
	+
	-/+
	--
	+
	+
	+
	+
	+
	--
	--
	-/+
	--
	-/+
	+/-

	Мочевина
	--
	--
	--
	--
	--
	(+)
	(+)
	--
	--
	+
	-/+
	+
	+4
	-/+

	Подвижность
	+/-
	--
	+
	+/-
	+/-
	--
	+
	+/-
	+/-
	+
	+
	+/-
	-/+5
	+/-


Примечания: «кг» - кислота-газ; «к» – кислота; «+/-» - разные биовары или виды рода; (+) – замедленная или слабовыраженная реакция; 1 – кроме     S. flexneri 6; 2 – кроме S. typhi, 3 – кроме некоторых редко встречающихся серовариантов; 4 – кроме Y. pestis; 5 – при 25 (С.

Эффективность использования метода

По предлагаемой схеме выделено и идентифицировано 3700 штаммов стафилококков, 1900 штаммов стрептококков, 3100 штаммов коринебактерий и актиномицетов, 3100 штаммов нейссерий и моракселл, 900 штаммов НГОБ, 900 штаммов энтеробактерий.

  Предложенный набор тестов для разных бактерий позволяет определять родовую принадлежность выделенных штаммов и, при необходимости, видовую. Кроме того, при использовании разработанных методик удается в любом материале выявить микроорганизмы, снижая ответы «посевы роста не дали» до минимума. Эти данные позволяют врачам клиницистам определить причину ряда заболеваний или их хронического или затяжного течения, а также дают возможность разработки рациональной тактики ведения больных с учетом родовой и видовой принадлежности возбудителя и его чувствительности к антибиотикам. Это представляет неоспоримую ценности при ведении пациентов, страдающих атопией.

Нами проведено лечение 180 больных в возрасте с 5 до 50 лет, страдающих хроническими инфекционными ринитами. Обследование всех пациентов включало идентификацию микрофлоры в назальном секрете и определение ее чувствительности к различным группам антибиотиков. Используя полученные данные при ведении этих больных, терапевтическая эффективность повысилась на 70 %, а продолжительность лечения сократилась на 10-12 дней по сравнению с контрольной группой, в состав которой вошли 2 пациентов того же возраста и с той же патологией, которым антибактериальные средства были применены эмпирически.  
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