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Μαθήματα Μικροβιολογίας II για σπουδαστές Ι.Ε.Κ. ειδικότητας Ιατρικών και Βιολογικών Εργαστηρίων

Γιώργος Στάμος, Μικροβιολόγος, Εκπαιδευτικός
Ταξινόμηση – Ονοματολογία βακτηρίων

H κατάταξη των βακτηρίων γίνεται με διάκριση με βάση τις ποικίλες γονοτυπικές και φαινοτυπικές ιδιότητές τους. Χαρακτηριστικά ταξινόμησης είναι η μορφολογία των κυττάρων (Gram χρώση, ύπαρξη βλεφαρίδων, μέγεθος και σχήμα κυττάρου, χαρακτηριστικά πολλαπλασιασμού κ.α.), η μορφολογία των αποικιών σε τεχνητά θρεπτικά υλικά, οι απαιτήσεις διατροφής, η αναπνοή (αερόβια ή αναερόβια), η χρησιμοποίηση των σακχάρων (οξείδωση ή / και ζύμωση), οι συνθήκες ανάπτυξης, οι αντιγονικοί χαρακτήρες και η σύνθεση του γενετικού υλικού.

Ταξινόμηση μικροοργανισμών με βάση το μέγεθος

Πρωτόζωα, Μύκητες >30μ

Βακτηρίδια <5μ

Μυκοπλάσματα <3μ

Χλαμύδια 0,3-1μ

Ρικέτσιες 0,3-0,5μ

Ιοί 20-200 nm
Ταξινόμηση σε βαθμίδες αναπαριστούν τα στάδια εξέλιξης των βακτηρίων φυλογενετικά.

ΒΑΣΙΛΕΙΟ : ΠΡΟΚΑΡΥΩΤΙΚΑ
ΔΙΑΙΡΕΣΗ Ι : Κυανοβακτήρια

ΔΙΑΙΡΕΣΗ ΙΙ : Βακτήρια

ΠΗΓΗ : Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology με συνεχείς αναθεωρήσεις από το 1923.
Είδος είναι η κατώτερη βαθμίδα, και εκεί υπάγονται βακτήρια με ίδιους βασικούς φυσιολογικούς και βιοχημικούς χαρακτήρες.

Το γένος περιλαμβάνει ένα ή περισσότερα είδη με συγγενείς χαρακτήρες.

Ένα ή περισσότερα γένη αποτελούν οικογένεια.

Μία ή περισσότερες οικογένειες αποτελούν μία τάξη.

Μία ή περισσότερες τάξεις αποτελούν το μέρος. 

Τα όνομα των μικροβίων αποτελείται από το γένος (αρχίζει με κεφαλαίο, πλάγια γράμματα, συχνά μόνο το πρώτο γράμμα και τελεία) και το είδος (αρχίζει με μικρό γράμμα, πλάγια γράμματα). Π.χ. Pseudomonas aeruginosa ή P. aeruginosa. Συχνά δίνονται ελληνικά ονόματα, π.χ. ψευδομονάδα πυοκυανική ή αεριογόνος. 

Η οικογένεια έχει κατάληξη –eaea / -ιοειδή (Enterobacteriaceae ή εντεροβακτηριοειδή, Streptococcaxeae, Mycobacteriaceae, Neisseriaceae, Pseudomonaceae κ.λπ.)
Η τάξη έχει κατάληξη –ales / -ακά π.χ. σπειροχαιτιακά (Spirochaetales), ακτινομυκητιακά (Actinomycetales) κ.λπ. 

Tα μέρη είναι 19 πολύ μεγάλες ταξινομικές βαθμίδες (φωτοτρόφα, Gram-αρνητικά αερόβια, Gram-αρνητικά αναερόβια, Gram-αρνητικά προαιρετικώς αναερόβια, Gram-αρνητικοί αερόβιοι κόκκοι,  Gram-αρνητικοί αναερόβιοι κόκκοι, Gram-θετικοί κόκκοι, Gram-θετικά σπορογόνα βακτήρια, Gram-θετικά μη σπορογόνα βακτήρια, Ακτινομύκητες και συγγενή που περιλαμβάνουν και μυκοβακτηρίδια και νοκάρδιες, σπειροειδή κεκαμμένα βακτήρια, ρικέτσιες, μυκοπλάσματα κλπ.)

Συχνά δεν αναφέρεται τάξη και από την οικογένεια μεταβαίνουμε στο μέρος (π.χ. οικογένεια Enterobacteriaceae, μέρος Gram-αρνητικά προαιρετικά αναερόβια).

Ένας πολύ χρήσιμος όρος είναι ο όρος ΣΤΕΛΕΧΟΣ ενός βακτηρίου. Ένα είδος βακτηρίου αποτελείται από πολλά στελέχη. Το στέλεχος προέρχεται από μία αποι​κία ενός είδους βακτηρίου. Τα στελέχη ενός είδους έχουν όλες τις βασικές ιδιότη​τες που χαρακτηρίζουν το είδος αλλά μπορεί να διαφέρουν σε δευτερεύουσες ι​διότητες. Έτσι γράφουμε ότι μελετήσαμε 100 στελέχη Staphylococcus aureus που απομονώσαμε από λοιμώξεις. Αυτό σημαίνει ότι και τα 100 στελέχη έχουν όλες τις βασικές ιδιότητες του Staphylococcus aureus, αλλά μπορεί να έχουν διαφορές σε σχέση με την ευαισθησία τους σε αντιβιοτικά ή την ικανότητα τους να διασπούν ορισμένα σάκχαρα, δηλαδή ιδιότητες δευτερεύουσες που δεν α​ποτελούν ταξινομικά κριτήρια για να χαρακτηρίσουν το συγκεκριμένο είδος βακτη​ρίου. Συμπερασματικά μπορούμε να πούμε ότι κάθε στέλεχος βακτηρίου έχει βασι​κούς χαρακτήρες που το κατατάσσουν σε ένα ορισμένο είδος, αλλά έχει και ιδιότη​τες  που το ξεχωρίζουν από άλλα στελέχη του ίδιου είδους.
Για την κατάταξη των διαφόρων στελεχών του ίδιου βακτηρίου χρησιμοποιείτο ο όρος ΒΙΟΤΥΠΟΣ. Ένα είδος βακτηρίου μπορεί να χωρίζεται σε ένα ή περισσότε​ρους βιότυπους (π.χ. με το σύστημα API 20 βιοχημικών δοκιμασιών). Η κατάταξη αυτή γίνεται συνήθως ανάλογα με την ικανότητα των στελεχών να διασπούν ορισμένα σάκχαρα ή να παράγουν ορισμένες ουσίες. Έτσι π.χ. τα στελέχη του βακτηρίου Staphylococcus epidermidis κατατάσσονται σε 4 βιότυπους. Και στην περίπτωση αυτή όμως στελέχη που ανήκουν στον ίδιο βιότυ​πο μπορεί να διαφέρουν σε μία άλλη ιδιότητα, π.χ. την ευαισθησία σε ένα αντιβιο​τικό.

Μία άλλη κατάταξη των στελεχών ενός είδους βακτηρίου μπορεί να γίνει με βά​ση την αντιγονική σύσταση του κυτταρικού τους τοιχώματος ή την αντιγονική σύ​σταση των βλεφαρίδων, αν πρόκειται για κινητό βακτήριο. Tα στελέχη του είδους κατατάσσονται σε διάφορους ΟΡΟΛΟΓΙΚΟΥΣ ΤΥΠΟΥΣ ή ΟΡΟΤΥ​ΠΟΥΣ. Για να γίνει η ορολογική τυποποίηση των στελεχών πρέπει πρώτα να έχουν παραχθεί ειδικοί αντιοροί που ο καθένας να περιέχει αντισώματα ειδικά για ένα μόνο από τα κυτταρικά ή βλεφαριδικά αντιγόνα. Οι αντιοροί παράγονται μετά από  ένεση του αντιγόνου σε κουνέλι και παραλαβή των αντισωμάτων που δημιουργούνται στο αίμα του. Η κατάταξη  στελεχών σε ορολογικούς τύπους γίνεται συνήθως με τη μέθοδο της συγκολλητ​ινοαντίδρασης πάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα.

φυσιολογική χλωρίδα

Φυσιολογική χλωρίδα είναι τα βακτήρια που απομονώνονται σε φυσιολογικές συνθήκες από τις διάφορες περιοχές του σώματος. Τα είδη διαφέρουν ανά περιοχή και οι περιοχές που δεν φέρουν χλωρίδα λέγονται στείρες. 

Ορισμένα από τα μικρόβια που αναφέρονται παρακάτω θεωρείται ότι αποτελούν μέλη της χλωρίδας εφόσον συνυπάρχουν με τα άλλα και δεν είναι σε αποκλειστική ανάπτυξη ή υπερβολική σε σχέση με τις συνήθεις καταστάσεις ανάπτυξη. Επίσης εννοείται ότι όταν αναφερόμαστε σε γενικές κατηγορίες, εννοούμε τα μη παθογόνα μέλη τους (π.χ. στις ναϊσσέριες δεν περιλαμβάνεται ο γονόκοκκος που είναι παθογόνος ή ο μηνιγγιτιδόκοκκος), αν και μερικά παθογόνα μπορεί να υπάρχουν στη χλωρίδα των υγιών, που ονομάζονται φορείς και μπορεί να μεταδίδουν λοιμώδεις νόσους.

Χλωρίδα φέρουν 

Ανώτερο αναπνευστικό σύστημα: η στοματική κοιλότητα, η μύτη και ο ρινοφάρυγγας (σταφυλόκοκκοι, διφθεροειδή, πρασινίζοντες στρεπτόκοκκοι, αιμόφιλοι, ναϊσσέριες, μύκητες, μυκοπλάσματα, αναερόβια, gram αρνητικά κ.α.)

Ο επιπεφυκότας του οφθαλμού (σταφυλόκοκκοι, στρεπτόκοκκοι, ναϊσσέριες, διφθεροειδή, αιμόφιλοι, κ.α.)

Το δέρμα (σταφυλόκοκκοι, διφθεροειδή, βάκιλλοι, προπιονικά βακτηρίδια, πρασινίζοντες στρεπτόκοκκοι, ναϊσσέριες, μύκητες, gram αρνητικά κ.α.)

Ο έξω ακουστικός πόρος του αυτιού (όπως το δέρμα)

Το ουρογεννητικό σύστημα: τα έξω γεννητικά όργανα, ο γυναικείος κόλπος (γαλακτοβάκιλλοι, αναερόβια, σταφυλόκοκκοι, διφθεροειδή, εντεροβακτηριοειδή, στρεπτόκοκκοι, μύκητες, χλαμύδια, μυκοπλάσματα κ.α.) και η πρόσθια ουρήθρα (σταφυλόκοκκοι, στρεπτόκοκκοι, διφθεροειδή, ναϊσσέριες, μύκητες κ.α.)

Το γαστρεντερικό σύστημα :Το παχύ έντερο (κυρίως αναερόβια, εντεροβακτηριοειδή, ψευδομονάδες και πολλά άλλα Gram-αρνητικά, βάκιλλοι, στρεπτόκοκκοι, σταφυλόκοκκοι, μύκητες, παράσιτα κ.α.). Τα υπόλοιπα τμήματα του εντέρου είναι στείρα από μικρόβια αλλά μπορεί να υπάρχουν μικρές ποσότητες μικροβίων στο στόμαχο και το λεπτό έντερο.
Η χλωρίδα είναι η μόνιμη και η παροδική (παροδική ανεύρεση μικροβίων επί ώρες ως εβδομάδες). Η σύνθεση της χλωρίδας επηρεάζεται από περιβαλλοντικούς παράγοντες (δίαιτα, λήψη φαρμάκων, συνθήκες υγιεινής), από την ηλικία, τις ανατομικές ιδιαιτερότητες, συγγενείς ή επίκτητες κ.α.

Ρόλος της χλωρίδας

· Μεταβολική δραστηριότητα

Σύνθεση βιταμινών, μεταβολισμός ουσιών που έρχονται σε επαφή με το δέρμα και βλεννογόνους, μεταβολισμός εκκρίσεων του σώματος (π.χ. χολής) κ.α.

· Παρεμπόδιση εγκατάστασης παθογόνων μικροβίων

Ανταγωνίζονται τα παθογόνα και τα παρεμποδίζουν να εγκατασταθούν (αντίσταση αποικισμού) καταλαμβάνοντας τους υποδοχείς των κυττάρων του μεγαλοοργανισμού και καταναλίσκοντας τα θρεπτικά συστατικά που θα χρησιμοποιούσαν τα παθογόνα μικρόβια

· Παράγουν ουσίες τοξικές για άλλα μικρόβια (π.χ. βακτηριοσίνες)

· Με συνεχή αντιγονική διέγερση του ανοσολογικού συστήματος του ανθρώπου  το διατηρούν σε κατάσταση «εγρήγορσης» με αποτέλεσμα να αντιδρά καλύτερα και ταχύτερα σε καταστάσεις ανάγκης.

1. Τι είναι φυσιολογική µικροβιακή χλωρίδα και σε ποιες περιοχές του σώµατος απαντά; 

2. Ποια είδη σταφυλόκοκκου ανήκουν στη φυσιολογική µικροβιακή χλωρίδα και σε ποιες περιοχές απαντώνται; 

Οι λευκοί σταφυλόκοκκοι (π.χ. επιδερμικός σταφυλόκοκκος) και σε μικρότερο βαθμό ο χρυσίζων σταφυλόκοκκος (Staphylococcus aureus). Απαντώνται στο ανώτερο αναπνευστικό σύστημα (στοματική κοιλότητα, μύτη, ρινοφάρυγγα), στον επιπεφυκότα του οφθαλμού, στο  δέρμα, στον έξω ακουστικός πόρο του αυτιού, στο ουρογεννητικό σύστημα,  τα έξω γεννητικά όργανα, τον γυναικείο κόλπο και πρόσθια ουρήθρα και τέλος στο γαστρεντερικό σύστημα (κυρίως στο παχύ έντερο).

παθογονοι μικροοργανισμοι

ΠΡΟΣΟΧΗ πολλοί από τους παρακάτω μικροοργανισμούς είναι επικίνδυνοι για ενδοεργαστηριακές λοιμώξεις. Οι καλλιέργειες πρέπει να δουλεύονται σε ειδικό θάλαμο νηματικής ροής (βιολογικά ασφαλή) και ο χειρισμός να γίνεται με γάντια, στολές, γυαλιά, μάσκες ανάλογα με τις ενδείξεις για κάθε είδος μικροβίου και λοίμωξης. 
Gram θετικοί κόκκοι

ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΙ
Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram θετικοί κόκκοι, διατάσσονται σε τετράδες ή σταφυλοειδείς σχηματισμούς. 

Aνήκουν στην οικογένεια Micrococceae. Περιλαμβάνει τον χρυσίζοντα σταφυλόκοκκο ή Staphylococcus aureus και τους «κοαγκουλάση αρνητικούς σταφυλοκόκκους» ή «λευκούς σταφυλοκόκκους» ή CNS (coagulase negative staphylococci). Από τους τελευταίους το κυριότερο είδος είναι ο S. epidermidis ή επιδερμικός σταφυλόκοκκος που είναι μέλος της φυσιολογικής χλωρίδας, αν και ο χρυσίζων σταφυλόκοκκος βρίσκεται σε μικρότερο βαθμό στη χλωρίδα. Παλαιότερα, παθογόνος εθεωρείτο μόνο ο S.aureus, αλλά τα δεδομένα έχουν αλλάξει και πλέον οι CNS είναι από τους σημαντικότερους παθογόνους μικροοργανισμούς που ευθύνονται για σηψαιμίες από ενδοφλέβιους καθετήρες και άλλες λοιμώξεις σε ανοσοκατασταλμένους, νεογνά και ηλικιωμένους. 
Καλλιέργεια 

Καλλιεργούνται εύκολα αερόβια, αλλά και σε όλες τις συνθήκες. Αποικίες άσπρες ή κίτρινες, με ελαφριά υπέγερση από το υλικό.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Παράγουν καταλάση (σε αντίθεση με τους στρεπτοκόκκους)
Staphylococcus aureus (χρυσίζων σταφυλόκοκκος)

Καλλιέργεια 

Καλλιεργείται σε κοινό άγαρ, αιματούχο ή σοκολατόχρωμο και σε υλικά που περιέχουν αλάτι όπως το Chapman (με μαννιτόλη) αλλά και στα περισσότερα εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά. 

Χαρακτηριστικές ιδιότητες σταφυλόκοκκου 
1) Παράγει ένα ένζυμο, την καταλάση, που διασπά το υπεροξείδιο του οξυγόνου

(Η2Ο2) σε νερό (Η2Ο) και οξυγόνο (02)


2) Διασπά τη γλυκόζη και τη μαννιτόλη κάτω από αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες, γι αυτό στο υλικό Chapman σχηματίζει κίτρινες αποικίες

3) Παράγει ένα εξωκυττάριο ένζυμο, την πηκτάση (coagulase), που έχει την ιδιότητα να προκαλεί πήξη του πλάσματος του ανθρώπου και διαφόρων ζώων. Ο χαρακτηρισμός ενός στελέχους σταφυλοκόκκου ως S. aureus βασίζεται στην παραγωγή πηκτάσης. Εκτός από την εξωκυττάρια - ελεύθερη πηκτάση που παράγεται από όλα τα στελέχη, πολλά στελέχη S. aureus παράγουν και μία άλλη πηκτάση, που είναι προσκολλημένη στο κυτταρικό τοίχωμα και ονομάζεται συνδεδεμένη πηκτάση.

4) Παράγει επίσης μία θερμοανθεκτική δεοξυριβονουκλεάση (DNase), που υδρολύει το δεοξυριβονουκλεϊνικό οξύ (DNA). Η ιδιότητα της παραγωγής θερμοανθεκτικής δεοξυριβονουκλεάσης είναι χαρακτηριστική του S. aureus.
Μικροβιολογική διάγνωση – Εργαστηριακές εξετάσεις

· Gram χρώση παρασκευασμάτων από το ύποπτο υλικό (πύο, αίμα, ΕΝΥ, πτύελα κ.ά.) και μικροσκόπηση

· Καλλιέργεια του ύποπτου υλικού για απομόνωση σταφυλοκόκκου

· Ταυτοποίηση των αποικιών σταφυλοκόκκου με έλεγχο της μορφολογίας και των χαρακτηριστικών ιδιοτήτων του σταφυλόκοκκου 
Τυποποίηση

Τυποποίηση μπορεί να γίνει με λ υ σ ι τ υ π ί α (βακτηριοφάγους)

Παραγωγή διαφόρων τοξικών ουσιών, τοξινών, ενζύμων κ.λπ.

Παράγει τοξίνες που συμβάλλουν στην παθογόνο δράση του: 
· α-τοξίνη ή α-αιμολυσίνη και άλλες αιμολυσίνες (β,γ,δ,ε), θερμοευαίσθητες πρωτεΐνες που προκαλούν λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων του ανθρώπου ή άλλων ζώων
· εντεροτοξίνες, που προκαλούν τροφικές δηλητηριάσεις. Χαρακτηριστικές ιδιότητές τους είναι η αντοχή στα οξέα, τα πρωτεολυτικά ένζυμα και τη μεγάλη θερμοκρασία (στους 100°C για 30' λεπτά δεν χάνουν την τοξική τους δράση).  Ο άνθρωπος παθαίνει δηλητηρίαση από σταφυλόκοκκο όταν καταναλώσει τρόφιμα όπου έχουν αναπτυχθεί εντεροτοξινογόνα στελέχη σταφυλόκοκκου. Τέτοια τρόφιμα είναι συνήθως το γάλα και το κρέας.

· επιδερμολυτική ή αποφολιδωτική τοξίνη, που προκαλεί νέκρωση και απόπτωση της επιδερμίδας των νεογνών
· τοξίνη του συνδρόμου τοξικού shock, 
· λευκοκτονίνες,  που προκαλούν ελευθέρωση των ενζύμων από τα λυσοσώματα των λευκών αιμοσφαιρίων. Τα ένζυμα ελευθερώνονται μέσα στο κυτταρόπλασμα και καταστρέφουν τα λευκά αιμοσφαίρια.
· κοαγκουλάση κ.α.

Διάφορα ένζυμα : 
· DNase, διασπά το DNA
· υαλουρονιδάση, διασπά το υαλουρονικό οξύ του διάμεσου συνδετικού ιστού και με αυτόν τον

τρόπο ευνοεί την επέκταση της λοιμώξεως, στα αρχικά κυρίως στάδια της νόσου.

· ινωδολυσίνη (διασπά το ινώδες) κ.ά.
Μπορεί να παράγει πολυσακχαριδικό γλυκοκάλυκα (slime) που βοηθά την προσκόλληση του μικροβίου σε ενδοφλέβιους καθετήρες, ιστούς και άλλες επιφάνειες.
Λοιμώξεις


Οι λοιμώξεις από σταφυλόκοκκο αφορούν σε διάφορα σημεία του σώματος και μπορεί να είναι εντοπισμένες ή συστηματικές. 

Δοθιήνες και αποστήματα. Οι εvτoπισμένες λοιμώξεις χαρακτηρίζονται από το σχηματισμό μιας περιγεγραμμένης φλεγμονώδους αλλοιώσεως του δέρματος που έχει πύο και καλείται απόστημα. Όταν το απόστημα καταλαμβάνει και τον υποδόριο ιστό καλείται δοθιήν. Πολλοί δοθιήνες αποτελούν τον ψευδάνθρακα. Επίσης αναφέρονται διαπυήσεις τραυμάτων, μαστίτιδα κ.α. τοπικές λοιμώξεις.
Σε μερικές περιπτώσεις τα κύτταρα του μικροβίου φεύγουν από την περιοχή της εντοπισμένης λοιμώξεως και με το αίμα μεταφέρovται σε απομακρυσμένα όργανα (συστηματικές). Τότε αναπτύσσονται σοβαρές λοιμώξεις, όπως: σηψαιμία, οστεομυελίτιδα (προσβολή της μεταφύσεως των οστών, ιδίως των κάτω άκρων) και ενδοκαρδίτιδα (προσβολή των βαλβίδων της καρδιάς), μηνιγγίτιδα, πνευμονία, μετεγχειρητικές λοιμώξεις κ.α. 
Επίσης αναφέρονται 
Οξεία γαστρεντερίτιδα Η πρόκληση τροφικής δηλητηριάσεως από S.aureus οφείλεται στην παραγωγή εντεροτοξίνης. Προκαλείται  μετά από κατανάλωση τροφής μολυσμένης με προσχηματισμένη εντεροτοξίνη σταφυλοκόκκου. Οι εκδηλώσεις τροφικής δηλητηριάσεως εμφανίζονται συχνά σε πoλλά άτομα που κατανάλωσαν το ίδιο τρόφιμο (π.χ. συχνά σε εστιατόριο, σε ίδρυμα κ.ά.). Επειδή η τοξίνη έχει ήδη σχηματισθεί στα τρόφιμα (συνήθως γαλακτοκομικά προϊόντα), ο χρόνος επωάσεως της νόσου είναι πoλύ μικρός, αφoύ δεν χρειάζεται να περάσει μεγάλo χρονικό διάστημα μέχρι να παραχθεί η εντεροτοξίνη in vivo. Τα συμπτώματα της τροφικής δηλητηριάσεως παρουσιάζονται συνήθως 1 έως 6 ώρες. 

Επιδερμολυτική νόσος νεογνών και μικρών παιδιών (φυσαλίδες με υγρό που αποκολλούν την επιδερμίδα), 
Σύνδρομο τοξικού shock (από την αντίστοιχη τοξίνη) που είναι οξεία λοίμωξη με πυρετό, εξάνθημα, υπόταση, ολιγουρία και προσβολή του ΚΝΣ. Υπάρχει η εμμηνορυσιακή μορφή από την οποία προσβάλλονται γυναίκες που χρησιμοποιούν ταμπόν και είναι οξύτατη με μεγάλη θνητότητα και η μη εμμηνορυσιακή μορφή που είναι συνήθως μετεγχειρητική λοίμωξη από σταφυλόκοκκο που παράγει την τοξίνη.
Λευκοί Σταφυλόκοκκοι (κοαγκουλάση – αρνητικοί, CNS, coagulase negative staphylococci)

Γενικά 

Ο S. epidermidis ανήκει στη φυσιολογική χλωρίδα, όπως και πολλοί άλλοι CNS. 

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Οι παραπάνω σταφυλόκοκκοι, είναι Dnase, coagulase και μαννιτόλη αρνητικοί και διαχωρίζονται από τον S.aureus. Στο Chapman αποικίες είναι άσπρες.
Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Μπορεί να παράγει πολυσακχαριδικό γλυκοκάλυκα (slime) με τον οποίο προσκολλάται στους καθετήρες και άλλες επιφάνειες προκαλώντας λοίμωξη.
Λοιμώξεις

Ενοχοποιείται και για λοιμώξεις ενδονοσοκομειακές, όπως σηψαιμίες και λοιμώξεις από καθετήρες και άλλες λοιμώξεις σε ανοσοκατασταλμένους, νεογνά και ηλικιωμένους. 

 Ειδικά ο S.saprophyticus θεωρείται αίτιο ουρολοίμωξης στις γυναίκες γιατί έχει την ιδιότητα να προσκολλάται στα επιθηλιακά κύτταρα του ουροποιητικού. 
3. Τοξίνες σταφυλόκοκκου 

4. Ποιες τοξικές ουσίες παράγει ο σταφυλόκοκκος; 

5. Μορφολογία και χρώση σταφυλόκοκκου 

6. Χαρακτηριστικές ιδιότητες σταφυλόκοκκου 

7. Εργαστηριακές εξετάσεις για τη διάγνωση σταφυλοκοκκικών λοιμώξεων . 
8. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από χρυσίζοντα σταφυλόκοκκο
ΣτρεπτOκοκκοι

Το γένος Streptococcus ανήκει στην οικογένεια των Streptococcaceae και πε​ριλαμβάνει διάφορα είδη. 
Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram θετικοί κόκκοι, διατάσσονται σε ζεύγη ή μικρές και μεγάλες αλυσίδες (στρεπτά) 

Καλλιέργεια 

Καλλιεργούνται αεροβίως, αλλά και αναεροβίως και ευνοούνται από ατμόσφαιρα διοξειδίου του άνθρακα.

Καλλιεργούνται σε αιματούχο ή σοκολατόχρωμο και γενικά σε υλικά με αίμα, ορό ή γλυκόζη. Αποικίες πολύ μικρές ως 3 mm.

Καταρχάς οι στρεπτόκοκκοι χωρίζονται σε τρεις ομάδες, με βάση την ιδιότητα να προκα​λούν αιμόλυση στο αιματούχο άγαρ και με το αν η αιμόλυση είναι πλήρης ή μερική: 

Είδη αιμόλυσης

β : διαυγής ζώνη γύρω από αποικίες σαφώς περιγεγραμμένη (πλήρης λύση όλων των ερυθρών αιμοσφαιρίων)
α : πράσινη ζώνη γύρω από αποικίες (μερική λύση)
Χωρίς αιμόλυση (ή γ-αιμολυτικοί)

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Δεν παράγουν καταλάση
β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι
Τυποποίηση β-αιμολυτικών στρεπτοκόκκων

Ορολογική τυποποίηση κατά Lancefield

Οι β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι διακρίνονται σε διάφορες ορολογικές ομάδες με βάση τα πολυσακχαριδικά αντιγόνα C του κυτταρικού τοιχώματος. Χρησιμοποιείται ιζηματινοαντίδραση ή έμμεση συγκολλητινοαντίδραση (Latex ή επισυγκόλληση σταφυλοκόκκου)

Οι ομάδες είναι Α …. U αλλά συνήθως αναζητούμε τις εξής ομάδες: Α,Β,C,D,F,G
Ειδικότερα : 

Ομάδα Α (Streptococcus pyogenes) βλ. παρακάτω
Ομάδα Β (Streptococcus agalactiae) βλ. παρακάτω
D (εντερόκοκκοι) βλ. παρακάτω
Ομάδες C,G, F ενοχοποιούνται και για φαρυγγίτιδες, πυογόνες λοιμώξεις, ενδοκοιλιακές λοιμώξεις κ.α. ανάλογα με το είδος του στρεπτοκόκκου

Μεγάλη σημασία έχει η ακριβής ταυτοποίηση, γιατί σε κάθε ομάδα περιλαμβάνονται είδη παθογόνα και μη παθογόνα. Π.χ. στις ομάδες C,G,F περιλαμβάνονται οι δυνητικά παθογόνοι σε φαρυγγίτιδα S.equi, S.equisimilis, S.dysgalactiae αλλά και πολλοί μη παθογόνοι. 
Επίσης οι Streptococci group milleri (S.anginosus, intermedius, constellatus) θεωρούνται υπεύθυνοι για ενδοκοιλιακές λοιμώξεις κλπ. Προκαλούν μικρής διαμέτρου β-αιμόλυση και συνήθως τυποποιούνται και αυτοί στις ομάδες  C,G,F  κατά Lancefield. 
Μη β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι 

Πολλοί άλλοι στρεπτόκοκκοι είναι μέλη της χλωρίδας του ανθρώπου αλλά προκαλούν και λοιμώξεις σε ειδικές περιπτώσεις. 
Η ομάδα των α-αιμολυτικών στρεπτοκόκκων περιλαμβάνει στρεπτόκοκκους που δεν έχουν ταξινομηθεί με ακρίβεια, είναι γνωστοί με το όνομα πρασινίζοντες (viridans) στρεπτόκοκκοι και αποτελούν μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας του αν​θρώπου. Σε ορισμένες περιπτώσεις προκαλούν υποξεία βακτηριακή ενδοκαρδίτιδα σε καρδιοπαθείς από πρασινίζοντες στρεπτοκόκκους, λοιμώξεις ανοσοκατασταλμένων ασθενών όπως μικροβιαιμία, χειρουργικές λοιμώξεις κ.α. 

Πρασινίζοντες είναι και οι πνευμονιόκοκκοι, για τους οποίους θα μιλήσουμε παρακάτω.

Τα είδη Leuconostoc, Pediococcus είναι ανθεκτικά στη βανκομυκίνη, αντίθετα με όλους σχεδόν τους Gram θετικούς μικροοργανισμούς (και ορισμένοι λακτοβάκιλλοι). 

Αναφέρονται τα κυριότερα χαρακτηριστικά των συνήθων παθογόνων στρεπτοκόκκων.

Streptococcus pyogenes (β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Α)

Οι περισσότερες στρεπτοκοκκικές λοιμώξεις (90% ως 95%) οφείλονται στους β-αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους της ομάδας Α. Οι στρεπτόκοκκοι αυτής της ομάδας είναι γνωστοί και με το όνομα Streptococcus pyogenes.
Καλλιέργεια 

Αναπτύσσεται κάτω από αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες και σε ατμόσφαιρα διοξειδίου σε εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά, που περιέχουν γλυκόζη και αίμα. Έχει άριστη θερμοκρασία αναπτύξεως τους 37ο C. Προκαλεί χαρακτηριστική β-αιμόλυση. Παράγει 2 αιμολυσίνες (στρεπτολυσίνες). Η στρεπτολυσίνη Ο είναι υπεύθυνη για την αιμόλυση σε αναερόβιες συνθήκες και η στρεπτολυσίνη S σε αερόβιες.

Ιδιότητες (Βιοχημικές δοκιμασίες)– Μικροβιολογική διάγνωση

Δεν παράγει καταλάση

Αναστέλλεται από την βακιτρακίνη 0.02 ή 0.04 μονάδες ενώ οι β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι όλων των άλλων ομάδων είναι ανθεκτικοί. Δίσκος βακιτρακίνης χρησιμοποιείται στο αρχικό τρυβλίο καλλιέργειας φαρυγγικών επιχρισμάτων για εύκολη ανίχνευση μέσα στην υπόλοιπη στοματική χλωρίδα αλλά και για ταυτοποίηση σε απομονωμένο στέλεχος μετά από ανακαλλιέργειες.

Δεν υδρολύει την εσκουλίνη

Επίσης : Δοκιμασία ιππουρικού νατρίου αρνητική.
Είναι ανθεκτικός στο συνδυασμό σουλφαμεθοξαζόλη-τριμεθοπρίμη (Septrin)

Θετική δοκιμασία πυραζιναμίδης.

Τυποποίηση

Οι β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι της ομάδας Α μπορούν να τυποποιηθούν σε ορολογικούς τύπους με βάση τις πρωτεϊνες του κυτταρικού τοιχώματος Μ και Τ. 

Με βάση την πρωτεϊνη Μ, μέχρι σή​μερα έχουν περιγραφεί περισσότεροι από 55 ορολογικοί τύποι του β-αιμολυτικού στρεπτοκόκκου της ομάδας Α και ορίζονται με αραβικούς αριθμούς (1, 2, 3, 4,... 55).

Επίσης μια άλλη πρωτεϊνη, η Τ μπορεί να χρησιμεύσει για την τυποποίηση σε διαφορετικούς ορότυπους.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Παράγει τοξίνες 
Ερυθρογόνος τοξίνη υπεύθυνη για το εξάνθημα της οστρακιάς. Η δράση της ασκείται στα τριχοειδή αγγεία, των οποίων αυξάνει τη διαπερατότητα με αποτέλεσμα την εμφάνιση εξανθήματος
Αιμολυσίνες ή στρεπτολυσίνες (Ο και S). H oνομασία στρεπτολυσίνη-Ο οφείλεται στο γεγονός ότι είναι ευαίσθητη στο Οξυγόνο (Oxygen, Ο), ενώ η ονομασία στρεπτολυσίνη-S οφείλεται στο ότι παράγεται από τα κύτταρα του μικροβίου, όταν χρησιμοποιηθεί ορός (ορός = Serum)

Παράγει  και ένζυμα

Υαλουρονιδάση
Dnase κ.α.

Λοιμώξεις

Λοιμώξεις είναι η φαρυγγίτιδα και η φαρυγγοαμυγδαλίτιδα με σοβαρές επιπλοκές μερικές φορές. Δυσκαταποσία. Πόνος φάρυγγα, ρίγος, υψηλός πυρετός, κακουχία, πονοκέφαλος, ανορεξία, διόγκωση τραχηλικών λεμφαδένων. Φάρυγγας: Ερυθρότητα, διόγκωση, πύον στις αμυγδαλές
Ωτίτιδα : Πυρετός - πόνος - μείωση ακοής. Σε βαριές περιπτώσεις ρήξη τυμπάνου και το πύον ρέει προς τα έξω.
Πριν από την εισαγωγή των αντιβιοτικών, η στρεπτοκοκκική αμυγδαλίτιδα είχε τοπικές επιπλοκές, που σήμερα παρατηρούνται σπάνια, όπως περιαμυγδαλικό ή  πλαγιοφαρυγγικό απόστημα, μαστοειδίτιδα, μέση ωτίτιδα, μηνιγγίτιδα και ενδοκαρδίτιδα. 

Οστρακιά είναι το εξάνθημα από τη δράση της ερυθρογόνου τοξίνης στο δέρμα, συνήθως μετά από φαρυγγίτιδα ή αμυγδαλίτιδα. (ρίγος, υψηλός πυρετός, διόγκωση γενικευμένη  λεμφαδένων, ΔΕΡΜΑΤΙΚΟ εξάνθημα πίσω από αυτιά, τράχηλο, όλο το σώμα)
Βαριά λοίμωξη αποτελεί η ενδομητρίτιδα μετά τον τοκετό (επιλόχειος πυρετός) με  σηψαιμία και μεγάλη θνητότητα σε 24 ως 48 ώρες. Ο επιλόχειος πυ​ρετός έχει περιορισθεί σημαντικά σήμερα με τις σύγχρονες τεχνικές που χρησιμο​ποιούνται στη μαιευτική.

Άλλα νοσήματα από το στρεπτόκοκκο είναι η κυτταρίτιδα, η λεμφαγγειίτιδα και το ερυσίπελας (διάχυτη ερυθρότητα του δέρματος με οίδημα που επεκτείνεται στο υγιές δέρμα).
ΕΠΙΠΛΟΚΕΣ : Οξεία σπειραματονεφρίτιδα (Ανοσολογικοί μηχανισμοί). 
 και ο ρευματικός πυρετός. (Ανοσολογικοί μηχανισμοί, 5-15 ετών. 1-5 εβδ. μετά στρεπτοκοκκική λοίμωξη. Φλεγμονή και βλάβες σε βαλβίδες ΚΑΡΔΙΑΣ που οδηγούν σε καρδιακή ανεπάρκεια, μεταναστευτική αρθρίτιδα, οχθώδες ερύθημα δέρματος, υποδόρια οζίδια δέρματος (αυτόματες αδέξιες κινήσεις από προσβολή Κ.Ν.Σ.)
Μικροβιολογική διάγνωση – Εργαστηριακές εξετάσεις

· Gram χρώση παρασκευασμάτων από το ύποπτο υλικό (πύο, αίμα, ΕΝΥ, φαρυγγικό κ.ά.) και μικροσκόπηση

· Καλλιέργεια του ύποπτου υλικού για απομόνωση στρεπτοκόκκου

· Ταυτοποίηση των αποικιών στρεπτοκόκκου με έλεγχο της μορφολογίας τους, του είδους της αιμόλυσης στο αιματούχο άγαρ και των χαρακτηριστικών ιδιοτήτων τους, δηλαδή να μην παράγουν καταλάση και να αναστέλλεται η ανάπτυξη από την βακιτρακίνη. Ακολουθεί ορολογική τυποποίηση κατά Lancefield για καθορισμό της ομάδας όπου ανήκει.

· Αναζήτηση του τίτλου αντιστρεπτολυσίνης Ο στο αίμα.
Οι αντιστρεπτολυσίνες είναι αντισώματα έναντι της Ο-στρεπτολυσίνης του β-αιμολυτικού στρεπτοκόκκου ομάδας Α. Τις αναζητούμε στο αίμα του ανθρώπου για διάγνωση πρόσφατης ή παλιότερης λοίμωξης από τον β-αιμολυτικό στρεπτόκοκκο ομάδας Α (φαρυγγίτιδα, αμυγδαλίτιδα, απόστημα, ρευματικό πυρετό κ.ά.)
Αναφέρονται σύντομα οι αρχές δύο τεχνικών:

Α) Χρησιμοποιείται συγκολλητινοαντίδραση σωματιδίων Latex επενδυμένων με Ο-στρεπτολυσίνη. Όταν αναμιγνύονται σε πλάκα με ορό που περιέχει Ο-αντιστρεπτολυσίνες παρατηρείται κροκύδωση.

Β) Μέθοδος αναστολής αιμόλυσης. Σε σωληνάριο αναμιγνύουμε 

1. εναιώρημα ερυθρών αιμοσφαιρίων ομάδας 0 

2. ορό του ασθενούς αραιωμένο σε γνωστή αραίωση που έχει επωασθεί επί 15 λεπτά σε 37ο C με Ο-στρεπτολυσίνη.

Επωάζουμε επί 45 λεπτά σε 37ο C, φυγοκεντρούμε και ελέγχουμε το υπερκείμενο για αιμόλυση.

Κανονικά, η στρεπτολυσίνη αιμολύει τα ερυθρά αιμοσφαίρια. Αν όμως ο ορός έχει αντιστρεπτολυσίνη, εξουδετερώνει τη στρεπτολυσίνη και αναστέλλεται η αιμόλυση, οπότε το αποτέλεσμα είναι θετικό. Χρησιμοποιούμε σειρά σωληναρίων με πολλές αυξανόμενες αραιώσεις του ορού του ασθενούς και ελέγχουμε μέχρι ποια αραίωση αναστέλλεται η αιμόλυση. Όσο μεγαλύτερη είναι αυτή η αραίωση όπου η αιμόλυση αναστέλλεται, τόσο περισσότερα αντισώματα περιέχονται στον ορό του αίματος και αντιστοιχίζουμε σε «μονάδες Τodd» ή τίτλο αντιστρεπτολυσίνης Ο.
Streptococcus agalactiae (β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Β)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Βρίσκεται συχνά στον κόλπο της γυναίκας αλλά και μέλος της χλωρίδας άλλων περιοχών.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Δεν παράγει καταλάση

Ανθεκτικό στη βακιτρακίνη 0.02 ή 0.04 μονάδων

(Δοκιμασία ιππουρικού νατρίου θετική
Με ανάστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση ή συγκολλητινοαντίδραση Latex ή επισυγκόλληση σταφυλοκόκκων (Phadebact) γίνεται άμεσα η ανίχνευση των αντιγόνων του μικροβίου σε εγκεφαλονωτιαίο υγρό.)
Λοιμώξεις

Είναι αίτιο μηνιγγίτιδας σε νεογνά και προέρχεται από τον αποικισμένο κόλπο της μητέρας κατά τη διέλευση στον φυσιολογικό τοκετό. Επίσης προκαλεί πυογόνες κ.α. λοιμώξεις.

Streptococcus pneumoniae (πνευμονιόκοκκος)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Ιδιαίτερα παθογόνος μικροοργανισμός. Μπορεί να είναι φυσιολογική χλωρίδα του φάρυγγα.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Διατάσσεται σε ζεύγη (Gram+ διπλόκοκκος, λογχοειδής) ή και μεμονωμένα κύτταρα ή μικρές αλυσίδες.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Προκαλεί α-αιμόλυση αεροβίως και β-αιμόλυση αναεροβίως από τη δράση της τοξίνης «πνευμονολυσίνη»
Οι αποικίες σχηματίζουν εμβάθυνση στο κέντρο (σαν “πιατάκια”). Πολλές φορές (ιδίως αναεροβίως) είναι βλεννώδεις.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Στο σοκολατόχρωμο άγαρ προκαλεί «άσπρισμα»

Δεν παράγει καταλάση

Είναι ευαίσθητος στην οπτοχίνη 

Αυτολύεται σε διάλυμα χολής και χολικών αλάτων (ενεργοποίηση μιας αυτολυσίνης, της αμιδάσης)

Κυριότερα δείγματα είναι αίμα, ΕΝΥ, ωτικό έκκριμα, πτύελα κ.α.

Με ανάστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση ή συγκολλητινοαντίδραση Latex ή επισυγκόλληση σταφυλοκόκκων (Phadebact) γίνεται άμεσα η ανίχνευση των αντιγόνων του μικροβίου σε εγκεφαλονωτιαίο υγρό.
Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

φέρει έλυτρο (αποικίες βλεννώδεις). Παράγει τις εξής τοξίνες

1) Πνευμονολυσίνη. Προκαλεί αιμόλυση.  

2) Πορφυρογόνος τοξίνη. Παράγεται κατά τη λύση των κυττάρων, και όταν ενεθεί σε κουνέλια προκαλεί ερυθρότητα στο δέρμα και εσωτερική αιμορραγία.

Τυποποίηση

Ο πνευμονιόκοκκος τυποποιείται σε >80 ορολογικούς τύπους με βάση τους πολυσακχαρίτες του ελύτρου με μια δοκιμασία που λέγεται αντίδραση “εξοίδησης του ελύτρου”. 
Αναμιγνύουμε 1 σταγόνα εναιώρημα κυττάρων με 1 σταγόνα κυανού του μεθυλενίου και 1 σταγόνα από κάθε ένα από μια σειρά ειδικών αντιορών έναντι των διαφόρων ορολογικών τύπων. Όταν μικροσκοπούμε, ο αντιορός που αντιστοιχεί στον τύπο του πνευμονιοκόκκου έχει σχηματίσει συμπλέγματα αντιγόνου αντισώματος πάνω στο έλυτρο, ώστε αυτό φαίνεται σαν στεφάνη γύρω από το κύτταρο. 
Ορισμένοι ορολογικοί τύποι είναι ανθεκτικοί στην πενικιλλίνη κ.α. αντιβιοτικά και έχει κατασκευασθεί ειδικό εμβόλιο που τους περιλαμβάνει. 

Λοιμώξεις

Από τα κύρια αίτια ΜΗΝΙΓΓΙΤΙΔΑΣ. Μπορεί να προκαλέσει παραρρινοκολπίτιδα, μέση ωτίτιδα και μαστοειδίτιδα και στη συνέχεια να προκληθεί μηνιγγίτιδα, συνήθως σε ατελή θεραπεία. Συχνές λοιμώξεις από πνευμονιόκοκκο παθαίνουν άτομα που πάσχουν από δρεπανοκυτταρική αναιμία ή έχουν υποστεί σπληνεκτομή. 

Ο πνευμονιόκοκκος αποτελεί το κύριο αίτιο της οξείας λοβώδους πνευμονίας με  οξεία εισβολή με διάφορα συμπτώματα, ό​πως ο υψηλός πυρετός με ρίγος, ο παρα​γωγικός βήχας, n αιματηρή απόχρεμψη, n δύσπνοια και n κυάνωση. Επίσης μπορεί να υπάρχει πλευρίτιδα και θωρακικός πόνος. Η βαρύτερη εικόνα παρατηρείται συνήθως σε α​σθενείς με υποκείμενη νόσο, όπως n χρόνια βρογχίτιδα, το εμφύσημα, n καρδιακή ανεπάρκεια, ο αλκοολισμός ή η μεγάλη n​λικία ή νεογνά. Συχνά n πνευμονία, συνοδεύεται από μικροβιαιμία και σε σοβαρές περιπτώσεις μπορεί να οδηγήσει σε σηψαιμία, σηπτικό shock και θάνατο. Από τον πνεύμονα το μικρόβιο είναι δυνατόν να έλθει στην κυκλοφορία, να εγκατασταθεί σε άλλα όργανα και να προκαλέσει μηνιγγίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, αρθρίτιδα και περιτονίτιδα. 
Ωτίτιδα : Πυρετός - πόνος - μείωση ακοής. Σε βαριές περιπτώσεις ρήξη τυμπάνου και το πύον ρέει προς τα έξω.
Μικροβιολογική διάγνωση.

Η εργαστηριακή διάγνωση των λοιμώξεων γίνεται ως εξής:

1) Το ύποπτο υλικό καλλιεργείται σε αιματούχο άγαρ.

2) Γίνονται παρασκευάσματα από αποικίες που περιβάλλονται από πράσινη ζώνη αιμολύσεως και χρωματίζονται κατά Gram.

3) Γίνεται η δοκιμασία της χολής με τις αποικίες που απομονώθηκαν.

4) Ελέγχεται η ευαισθησία στην οπτοχίνη.

5) Αν χρειάζεται η ορολογική τυποποίηση του στελέχους που έχει απομονωθεί, γίνεται η δοκιμασία εξοιδήσεως του ελύτρου με τους ειδικούς αντιορούς.

Εντερόκοκκοι

Η ονομασία εντερόκοκκος οφείλεται στο ότι αποτελούν μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας του εντέρου, ενώ σε ορι​σμένες περιπτώσεις προκαλούν υποξεία βακτηριακή ενδοκαρδίτιδα και ουρολοιμώ​ξεις.

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Εnterococcus faecalis, E.faecium κ.α. Στον εντερικό σωλήνα αποτελούν μέρος της χλωρίδας.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Μικρές λευκές αποικίες. Μπορούν να προκαλέσουν όλα τα είδη αιμόλυσης. 

Καλλιεργούνται ευκολότερα από τους άλλους στρεπτοκόκκους σε κοινό άγαρ, αιματούχο ή σοκολατόχρωμο και σε υλικά που περιέχουν αλάτι, στο McConkey άγαρ Νο2 κ.α.

Σημειώνουμε εδώ ότι υπάρχουν 3 είδη McConkey άγαρ, που με προσθήκη χρωστικών επιτρέπουν την ανάπτυξη διαφορετικών ειδών μικροβίων. Τα Gram αρνητικά βακτηρίδια αναπτύσσονται πάντα. Το Νο 1 επιτρέπει και την ανάπτυξη των σταφυλοκόκκων και εντεροκόκκων, το Νο 2 μόνο των εντεροκόκκων ενώ το Νο 3 αναστέλλει όλους τους κόκκους.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

· Δεν παράγουν καταλάση

· Υδρολύουν την εσκουλίνη σε υλικό με χολή (μαύρισμα) (αρνητικοί οι άλλοι στρεπτόκοκκοι)

· Αναπτύσσεται σε υλικό με αλάτι 6,5%. Μόνο οι εν​τερόκοκκοι αναπτύσσονται σε αυτή τη μεγάλη συγκέντρωση NaCI, ενώ δεν ανα​πτύσσονται οι άλλοι στρεπτόκοκκοι της ομάδας D.
· Ανθεκτικοί στη βακιτρακίνη και στην οπτοχίνη.

(Επίσης θετική δοκιμασία πυραζιναμίδης.)

Τυποποίηση

Ομάδα D κατά Lancefield
Διάκριση εντεροκόκκων με βάση την αιμόλυση και διαχωρισμός τους από τους β-αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους, από τους α-αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους, από τον πνευμονιόκοκκο και από τους μη αιμολυτικούς.
Τα πιο πολλά στελέχη του εντεροκόκκου δεν εμφανίζουν αιμόλυση στο αιμα​τούχο άγαρ. Ορισμένα στελέχη προκαλούν β-αιμόλυση, ενώ άλλα α-​αιμόλυση. 
Σε περίπτωση που ένα στέλεχος εντεροκόκκου παράγει β-αιμόλυση διαχωρίζε​ται από τους β-αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους ομάδας Α με τη δοκιμασία της ευαι​σθησίας στη βακιτρακίνη (ο εντερόκοκκος είναι ανθεκτικός, οι στρεπτόκοκκοι της ομάδας Α είναι ευαίσθητοι). Επίσης οι εντερόκοκκοι τυποπoιούνται κατά Lancefield και ανήκουν στην ορο​λογική ομάδα D. Στην ομάδα D ανήκουν και άλλοι στρεπτόκοκκοι, οι οποίοι όμως δεν είναι εντερόκοκκοι.

Αν ένα στέλεχος εντεροκόκκου παράγει α-αιμόλυση, διαχωρίζεται από τους πρασινίζοντες στρεπτόκοκκους με τη δοκιμασία της υδρολύσεως της αισκουλίνης σε υλικό που περιέχει χολή, ενώ από τον πνευμονιόκοκκο διαχωρί​ζεται με τη δοκιμασία της ευαισθησίας στην οπτοχίνη (ο εντερόκοκκος είναι αν​θεκτικός, ο πνευμονιόκοκκος είναι ευαίσθητος).

Τέλος, αν ένα στέλεχος στρεπτοκόκκου δεν παράγει αιμόλυση, διαχωρίζεται από τους άλλους μη αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους χαρακτηρίζεται σαν εντερόκοκκος με τη δοκιμασία της υδρολύσεως της εσκουλίνης σε υλικό που περιέχει χολή και με τη δοκιμασία αναπτύξεως σε υλικό που περιέχει 6,5% NaCI.
Λοιμώξεις

Συχνό αίτιο ουρολοιμώξεων (συνήθως ο E.faecalis). Επίσης προκαλεί μικροβιαιμία, ενδοκαρδίτιδα, λοιμώξεις από καθετήρες κ.α. συχνά σοβαρές λοιμώξεις. 

9. Μορφολογία και χρώση στρεπτόκοκκου 

10. Εργαστηριακή διάγνωση λοιμώξεων από β- αιµολυτικό στρεπτόκοκκο. 

11. Ποιες βιοχηµικές διαδικασίες κάνουµε για την ταυτοποίηση β- αιµολυτικού στρεπτόκοκκου; 

12. Τι είναι οι Ο- αντιστρεπτολυσίνες και πώς τις αναζητούμε στον άνθρωπο και γιατί; 
13. Ποιες βιοχημικές διαδικασίες κάνουμε για την ταυτοποίηση α- αιµολυτικού στρεπτόκοκκου; (καταλάση, εσκουλίνη, οπτοχίνη, διαλυτότητα σε χολή)
14. Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση εντεροκόκκων
15. Δοκιμασία χολής. 

16. Δοκιμασία οπτοχίνης. 

17. Τι είναι η δοκιµασία εξοιδήσεως του ελύτρου και για ποια στελέχη στρεπτόκοκκου γίνεται; 
18. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από β-αιμολυτικό στρεπτόκοκκο ομάδας Α

19. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από πνευμονιόκοκκο

20. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από εντεροκόκκους
Gram αρνητικοί κόκκοι
ΝΑΪΣΣΕΡIΕΣ
Το γένος Neisseria ανήκει στην οικογένεια των Neisseriaceae και περιλαμβάνει διάφορα είδη, δύο από τα οποία είναι παθογόνα για τον άνθρωπο, η Ν. meningiti​dis και η Ν. gonorrhoeae.
Μηνιγγιτιδόκοκκος (Neisseria meningitidis)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μπορεί να μεταφέρεται στο φάρυγγα υγιών φορέων

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικός διπλόκοκκος, δηλαδή ανά δύο κόκκοι σε ζεύγη. Το σχήμα τους είναι σαν των κόκκων καφέ ή νεφροειδές, έτσι ώστε η κοίλη επιφάνεια του κάθε κυττάρου είναι εστραμμένη προς την κοίλη του άλλου. Οι μηνιγγιτιδόκοκκοι φέρουν και έλυτρο (που στη Gram χρώση φαίνεται σαν άχρωμη άλως γύρω από τους κόκκους).

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών

Γίνεται αεροβίως, σε 37οC, σε ατμόσφαιρα διοξειδίου 5-10% σε αιματούχο, σοκολατόχρουν άγαρ και ειδικό υλικό Levinthal. 

Aποικίες μικρές και στιλπνές (λόγω ελύτρου).

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Οξειδάση θετικός

Διασπά τη γλυκόζη και μαλτόζη χωρίς παραγωγή αερίου.

Παράγει καταλάση
Δεν αναπτύσσεται στους 22°C όπως άλλα είδη σαπροφυτικών ναϊσσεριών.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Φέρει έλυτρο
Τυποποίηση

Ανάλογα με τα πολυσακχαριδικά αντιγόνα του ελύτρου, τυποποιείται ο μηνιγγιτιδόκοκκος σε τύπο Α, C (γι’ αυτούς τους τύπους υπάρχει εμβόλιο), Β (δεν υπάρχει εμβόλιο)  κ.ά. τύπους  (σύνολο 9 ορολογικές ομάδες)

Με ανάστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση ή συγκολλητινοαντίδραση Latex ή επισυγκόλληση σταφυλοκόκκων (Phadebact) ή με δοκιμασία εξοίδησης ελύτρου γίνεται άμεσα η ανίχνευση των αντιγόνων του μικροβίου σε εγκεφαλονωτιαίο υγρό αλλά και στις αποικίες από την καλλιέργεια.

Το αντιγόνο του μηνιγγιτιδοκόκκου ομάδας Β είναι ανάλογο με το Κ1 αντιγόνο του Ε.coli που κάνει πυελονεφρίτιδες και λοιμώξεις νεογνών.

Αναζήτηση μηνιγγιτιδοκόκκου

Προσοχή γρήγορα καταστρέφεται, να καλλιεργούνται τα δείγματα γρήγορα.

Κυριότερα δείγματα είναι αίμα και ΕΝΥ. Η καλλιέργεια αίματος θα γίνει σε φιάλες αιμοκαλλιεργειών από όπου θα γίνονται ανακαλλιέργειες στα παραπάνω υλικά. Το κυριότερο υλικό είναι το ΕΝΥ. Γίνεται Gram χρώση και καλλιέργεια αεροβίως, σε 37οC, σε ατμόσφαιρα διοξειδίου 5-10% στα παραπάνω υλικά από ίζημα του ΕΝΥ και ελέγχουμε για την ανάπτυξη των χαρακτηριστικών αποικιών του μηνιγγιτιδοκόκκου. Στις ύποπτες αποικίες θα γίνονται δοκιμασίες οξειδάσης και διάσπασης των σακχάρων γλυκόζης και μαλτόζης. 

Επίσης θα γίνει ορολογική τυποποίηση όπως παραπάνω. 

Λοιμώξεις


Ο μηνιγγιτιδόκοκκος βρίσκεται στο ρινοφάρυγγα υγιών μικροβιοφόρων σε α​ναλογία 5% ως 30% και μεταδίδεται με το αναπνευστικό. Μέσω του αίματος (μικροβιαιμία), φέρεται στις μήνιγγες και προκαλεί μηνιγγίτιδα. Η μηνιγγίτιδα από μηνιγγιτιδόκοκκο εμφανίζεται με τη μορφή επιδημιών ή με τη μορφή σποραδικών κρουσμάτων.

Η μηνιγγιτιδοκοκκική νόσος μπορεί να εκδηλωθεί με ποικίλου φάσματος κλινικές εκδηλώσεις, από παροδική άνευ κλινικής σημασίας μικροβιαιμία με πυρετό, μέχρι ο​ξεία βαρύτατη νόσο που οδηγεί στο θάνα​το μέσα σε λίγες ώρες. 

Μnνιγγίτιδα. Ο μηνιγγιτιδόκοκκος είναι το δεύτερο συχνότερο αίτιο της μικροβια​κής μηνιγγίτιδας μετά τον πνευμονιόκοκκο (το τρίτο είναι ο αιμόφιλος της ινφλουέντζας). Η νόσος έχει αιφνίδια έ​ναρξη. Ο ασθενής παρουσιάζει έντονη κε​φαλαλγία, πυρετό και έχει εμετούς και δυσκαμψία αυχένα. Τα μικρά παιδιά μπορεί να μην έχουν τυπική εικόνα. Συνυπάρχει και μηνιγγιτιδοκοκκαιμία. Η θνητότητα αγγίζει το 100% στις περιπτώσεις που δε δίδεται θεραπεία και κάτω από 10% στους ασθε​νείς που αυτή χορηγείται έγκαιρα. Με την έγκαιρη θεραπεία, εκτός της μείωσης της θνητότητας, ελαττώνε​ται και n συχνότητα των νευρολογικών ε​πιπλοκών, όπως n βλάβη της ακοής.

Σηψαιμία. Η σηψαιμία, που δυνατόν να συνυπάρχει με μηνιγγίτιδα, είναι βαρύτατο σύνδρομο που συνοδεύεται από θρόμβω​ση των αγγείων και βλάβη πολλών οργά​νων. Συχνές είναι οι μικρές πετεχειώδεις βλάβες του δέρματος στον κορμό και τα κάτω άκρα, οι οποίες συχνά συρρέουν και σχηματίζουν μεγαλύτερες αιμορραγικές βλάβες. Σε παρακέντηση του εξανθήματος βρίσκονται άφθονα πολυμορφοπύρηνα και διπλόκοκκοι. Στην κεραυνοβόλο σηψαιμία με αιμορραγικό εξάνθημα μπορεί να απουσιάζει η εικόνα μηνιγγίτιδας και η γενική εξέταση ΕΝΥ να είναι φυσιολογική. Η εμφάνιση διάχυτης ενδαγγεια​κής πήξης, καταπληξίας, μαζί με αμφοτε​ρόπλευρη καταστροφή των επινεφριδίων (σύνδρομο Waterhouse-Friderichsen) απο​τελεί την πλέον δυσμενή για τον ασθενή εξέλιξη της νόσου με μεγάλη πτώση της πίεσης και εικόνα σηπτικού shock και συχνά  θανατηφόρα. 
Έχουν αναφερθεί και εστιακές λοιμώξεις και πνευμονία.


Μικροβιολογική διάγνωση.

Για την εργαστηριακή διάγνωση της μηνιγγιτιδοκοκκικής μηνιγγίτιδας εξετάζε​ται το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (βλ. ειδικό κεφάλαιο)

21. Μορφολογία ,χρώση και καλλιέργεια µηνιγγιτιδόκοκκου. 

22. Από ποιο υλικό και µε ποιες τεχνικές θα αναζητήσουμε τον µηνιγγιτιδόκοκκο; 
23. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από μηνιγγιτιδόκοκκο
Γονόκοκκος (Neisseria gonorrhoea)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μεταδίδεται συνήθως με σεξουαλική επαφή ή στα νεογνά κατά τη διέλευση από τον κόλπο στον τοκετό.
Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικός διπλόκοκκος, ανά δύο σε ζεύγη, σχήματος κόκκων καφέ ή νεφρών, έτσι ώστε η κοίλη επιφάνεια του κάθε κυττάρου είναι εστραμμένη προς την κοίλη του άλλου. 
Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Σε ατμόσφαιρα διοξειδίου 5-10% σε αιματούχο, σοκολατόχρουν άγαρ και σοκολατόχρουν άγαρ με αντιβιοτικά που αναστέλλουν άλλα μικρόβια (=υλικό Thayer Martin όπου έχουν προστεθεί τα αντιβιοτικά Vancomycin, Colistin και Nystatin). Στο υλικό αυτό δεν αναπτύσσονται ο S. epidermidis και οι σαπροφυτικές Ναϊσσέριες.

Δύο είδη αποικιών: Αποικίες μικρές από στελέχη με κροσσούς (ινίδια) και μεγάλη λοιμογόνο δύναμη επειδή προσκολλώνται πιο εύκολα στα επιθηλιακά κύτταρα του ουρογεννητικού συστήματος και αποικίες μεγάλες από στελέχη χωρίς κροσσούς και μικρότερη λοιμογόνο δύναμη.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Παράγει καταλάση και οξειδάση.

Διασπά τη γλυκόζη χωρίς παραγωγή αερίου και όχι τη μαλτόζη.

Δεν αναπτύσσεται σε 22ο C.

Δρα ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΩΣ. 
Έχει έλυτρο.

Λοιμώξεις

Γονοκοκκική ουρηθρίτιδα (βλεννόρροια ή γονόρροια) στον άνδρα αλλά και προστατίτιδα, επιδιδυμίτιδα και ορχίτιδα. Επώαση 5 μέρες, τσούξιμο σε ούρηση, πυώδες έκκριμα.
Σε γυναίκες αιδοιοκολπίτιδα, τραχηλίτιδα, ενδομητρίτιδα, σαλπιγγίτιδα με κίνδυνο στειρότητας κλπ. Συχνά ασυμπτωματική (βρίσκεται το μικρόβιο στον ερωτικό σύντροφο, τίθεται η υποψία και αναζητάται ειδικά και στη γυναίκα). 
Ασθενείς που μένουν χωρίς θεραπεία, δυνατό να εμφανίσουν 1 ως 4 εβδομά​δες μετά τη λοίμωξη αρθρίτιδα (1,5,% ως 2,5%) που αφορά κυρίως την άρθρωση του καρπού, του γόνατος και την ποδοκνημική άρθρωση. Επίσης συστηματικές λοιμώξεις, μικροβιαιμία, αρθρίτιδα, ενδοκαρδίτιδα κ.α. 

Στα νεογνά ο γονόκοκκος προκαλεί επιπεφυκίτιδα (γονοκοκκική οφθαλμία). Η μόλυνση των νεογνών γί​νεται κατά τη γέννηση από τη μητέρα, η οποία πάσχει από τη νόσο. Η φλεγμονή του επιπεφυκότα επεκτείνεται στον κερατοειδή και προκαλεί εξέλκωση, η οποία καταλήγει σε τύφλωση. Η πρόληψη της γονοκοκκικής επιπεφυκίτιδας επιτυγχάνεται αν γίνει ενστάλλα​ξη σταγόνων διαλύματος 1 % AgN03 η πενικιλλίνης στα μάτια των νεογεννήτων α​μέσως μετά τον τοκετό.

24. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από γονόκοκκο;
25. Εργαστηριακή διάγνωση γονοκοκκικής λοίμωξης 

Λήψη εκκρίματος ουρήθρας σε άνδρες ή ουρήθρας ή τραχήλου στις γυναίκες

Λήψη οφθαλμικού επιχρίσματος ή εκκρίματος

Λήψη καλλιέργειας αίματος ή και αρθρικού υγρού σε συστηματική νόσο

Χρώσεις Gram. Σε περίπτωση θετικού αποτελέσματος, παρατηρούνται Gram - αρνητικοί διπλόκοκκοι ενδοκυττάριοι και ορισμένοι εξωκυττάριοι.
Το έκκριμα καλλιεργείται σε σοκολατόχρωμο άγαρ ή στο υλικό Thayer - Mar​tin, σε ατμόσφαιρα CO2 10% και σε θερμοκρασία 37ο C επί 18 ως 24 ώρες. Γίνον​ται παρασκευάσματα από τις αποικίες, χρωματίζονται κατά Gram και μικροσκο​πούνται.

Οι αποικίες ελέγχονται για την παραγωγή οξειδάσης, για τη διάσπαση διαφό​ρων σακχάρων και την ανάπτυξη στους 22°C.

Μοραξέλλα καταρροϊκή (Μoraxella catarrhalis)

Γενικά 
Βρίσκεται στη φυσιολογική χλωρίδα στοματοφάρυγγα.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικός διπλόκοκκος.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Κοινά και εμπλουτισμένα υλικά. Η αποικία μετακινείται με τον κρίκο χωρίς να χαλάει. 

Οξειδάση θετική. Dnase θετική.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Δεν ζυμώνει σάκχαρα.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, 

Dnase.

Λοιμώξεις

Ήπιες λοιμώξεις (ωτίτιδα, πνευμονία, παραρρινοκολπίτιδα κ.α.) συνήθως σε μικρά παιδιά.

ΜΙΚΡΑ ΑΡΝΗΤΙΚΑ ΚΑΤΑ Gram ΒΑΚΤΗΡΙΔΙΑ ΚΑΙ ΚΟΚΚΟΒΑΚΤΗΡΙΔΙΑ

Βρουκέλλες

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

B. melitensis, B.abortus και Β.suis είναι τα παθογόνα για τον άνθρωπο είδη. 

Η βρουκέλλωση είναι ζωονόσος. Βρίσκεται σε αιγοπρόβατα – βοοειδή  (B.melitensis, B.abortus) αλλά και χοίρους (Β.suis)
Επαγγελματική νόσος (μελιταίος πυρετός) σε κτηνοτρόφους, κτηνιάτρους και ασχολούμενους με ζώα σε σφαγεία ή κρεοπωλεία αλλά και λόγω μη λήψεως μέτρων προστασίας σε εργαζόμενους σε Μικροβιολογικά εργαστήρια. Σπάνια με εισπνοή μολυσμένης σκόνης σε χώρους με άρρωστα ζώα. Στο λοιπό πληθυσμό από κατανάλωση άβραστου ή μη παστεριωμένου γάλακτος και προϊόντων του.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικό κοκκοβακτηρίδιο μεμονωμένα ή σε ομάδες.

Καλλιέργεια 

Αιματούχα και εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά όπως Trypticase soy άγαρ σε ατμόσφαιρα διοξειδίου 5-10% σε 37οC (το διοξείδιο δεν είναι απαραίτητο για τη B. abortus). Βραδεία ανάπτυξη συνήθως, 4-21 ημέρες.
Όχι αιμόλυση. Μικρές αποικίες.

Πολύ επικίνδυνος μικροοργανισμός για ενδοεργαστηριακή λοίμωξη. Kαλό είναι οι ανακαλλιέργειες να γίνονται σε υλικό πηγμένο σε λοξή θέση σε βιδωτά σωληνάρια.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Υδρολύουν την ουρία και παράγουν υδρόθειο (λίγο, μόνο η B.abortus και B.suis).

Αν προσθέσουμε στα υλικά βασική φουξίνη (1:100000), αναπτύσσονται η B.melitensis και B.abortus.

Αν προσθέσουμε στα υλικά θειονίνη (1:100000), αναπτύσσονται η B.melitensis και B.suis.
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Συνήθως η διάγνωση γίνεται με αιμοκαλλιέργεια, που ελέγχεται επί τουλάχιστον 3 εβδομάδες. Όταν θολώσει ο ζωμός, αλλά και ανά 4 ημέρες χωρίς να υπάρχει θόλωση,  γίνονται χρώσεις Gram και ανακαλλιέργειες σε Trypticase soy άγαρ, αιματούχο και σοκολατόχρωμο άγαρ. Επώαση σε ατμόσφαιρα διοξειδίου 5-10% σε 37ο C. Από τις αποικίες γίνονται Gram χρώσεις και δοκιμή συγκόλλησης με αντιορούς έναντι των 3 κυρίων στελεχών B.melitensis, B.abortus και B.suis. Θετικό αποτέλεσμα πιστοποιεί τη βρουκέλλα. Επίσης γίνονται για το διαχωρισμό των ειδών και οι δοκιμασίες ανάπτυξης σε ατμόσφαιρα διοξειδίου, σε παρουσία των παραπάνω χρωστικών και παραγωγής υδροθείου.

Στον ορό του ασθενούς επίσης αναζητούνται αντισώματα με την συγκολλητινοαντίδραση Wright. Χρησιμοποιούμε εναιωρήματα μικροβίων B.abortus και ορό του ασθενούς. Αντισώματα αναζητούνται και με άλλες μεθόδους, όπως ανοσοφθορισμό.

Τυποποίηση

Γίνεται με άμεση συγκολλητινοαντίδραση του μικροβίου από την καλλιέργεια με ειδικούς αντιορούς (ανάμιξη αποικίας με αντιορό και έλεγχος συγκόλλησης). Υπάρχουν αντιοροί για B. abortus (διασταυρούμενες αντιδράσεις με B.melitensis), Β.melitensis κλπ.

Λοιμώξεις

Η βρουκέλλωση είναι πιο γνωστή με το όνομα μελιταίος πυρετός ή κυματοει​δής πυρετός, όταν αίτιο είναι η Β. melitensis. Ο χρόνος επωάσεως των βρουκελ​λώσεων είναι μεγάλος, από εβδομάδες μέχρι μήνες. Η έναρξη της νόσου χαρακτη​ρίζεται από πυρετό, ρίγη, πονοκέφαλο, αδυναμία, μυαλγίες, αρθραλγίες και εφίδρωση. Η οσφυαλγία είναι μερικές φορές η πρώτη εκδήλωση της νόσου.

Στο οξύ στάδιο της νόσου παρατηρείται διόγκωση των λεμφαδένων, του σπλήνα και του ήπατος. Συνήθως συνυπάρχει μικροβιαιμία. Είναι δυνατόν να προσβλη​θούν και άλλα όργανα και να εμφανισθεί μηνιγγοεγκεφαλίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, νε​φρίτιδα και οστεομυελίτιδα. Η θνητότητα από τη νόσο είναί πολύ μικρή και ο θάνα​τος οφείλεται τις περισσότερες φορές στην προσβολή των βαλβίδων της καρδιάς. 

Μπορεί η νόσος να είναι επίσης ασυμπτωματική ή υποτροπιάζουσα
ΠΡΟΛΗΨΗ: Παστερίωση γάλακτος - προϊόντων του
Εμβολιασμός ζώων

Εξουδετέρωση μολυσμένων ζώων - γάλακτος - προϊόντων του
26. Εργαστηριακή διάγνωση βρουκέλλωσης. 

27. Πώς µεταδίδονται οι βρουκέλλες στον άνθρωπο; 
28. Τι ξέρετε συνοπτικά για το μελιταίο πυρετό;
Aιμόφιλοι

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Από τα δεκατέσσερα είδη αιμοφίλων που περιγράφονται, τα επτά έχουν απο​μονωθεί ως αίτια λοιμώξεων του ανθρώπου. Τα επτά παθογόνα είδη αιμοφίλων εί​ναι: Haemophilus influenzae, H.parainfluenzae, H. aphrophilus, H.haemolyticus, H.parahaemolyticus, H.aegyptius, H.ducreyi. 
Η μετάδοση γίνεται κυρίως με το αναπνευστικό.
Υπάρχουν στη φυσιολογική χλωρίδα (εκτός του H.ducreyi που μεταδίδεται με τη σεξουαλική επαφή).
Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Mικρό Gram αρνητικό βακτηρίδιο, με έντονο πολυμορφισμό (κοκκοβακτηρίδιο αλλά και επιμήκεις και νηματοειδείς μορφές).

Καλλιέργεια 

Αναπτύσσεται σε αερόβιες συνθήκες με άριστη θερμοκρασία αναπτύξεως τους 37o C και η ανάπτυξη του ευνοείται από την παρουσία 10% CO2. Δεν αναπτύσσεται σε αιματούχο με αίμα προβάτου ή ανθρώπου, αλλά σε σοκολατόχρουν και Levinthal υλικό και σε εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά, στα οποία έχουν προστεθεί οι παράγοντες αναπτύξεως Χ και V. Ένα από αυτά τα υλικά είναι το HTM (Hemophilus Test Medium) για τον έλεγχο ευαισθησίας των αιμοφίλων με τη μέθοδο δίσκων ή E-test.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

O H.influenzae και ο H.haemolyticus χρειάζονται τους παράγοντες παράγοντες αναπτύξεως ή αυξητικούς παράγοντες Χ (αιματίνη) και V (Νικοτιναμιδο-αδε​νινο-δινουκλεοτίδιο NAD), ο H.parainfluenzae και H.parahaemolyticus μόνο τον V και ο H.aphrophilus μόνο τον Χ. Έτσι γίνεται και η διαφοροδιάγνωση μεταξύ των ειδών. Οι αιμόφιλοι δεν αναπτύσσονται στο άγαρ αν δεν προσθέσουμε τις παραπάνω ουσίες. Χρησιμοποιώντας δίσκους με τους παράγοντες αυτούς (δίσκο με Χ, με V και με τους δύο μαζί) αναγνωρίζουμε το είδος του αιμοφίλου από την εκλεκτική ανάπτυξή του γύρω από ένα ή και τους δύο δίσκους. 
Δορυφορισμός γύρω από S.aureus. Αν υπάρχει αναπτυγμένος στο τρυβλίο χρυσίζων σταφυλόκοκκος που παράγει τον παράγοντα V, αναπτύσσονται δορυφορικά γύρω από τις αποικίες του στελέχη αιμοφίλων.
Δοκιμή παραγωγής πορφυρίνης από d-ALA θετική σε H.parainfluenzae και H.parahaemolyticus.

Σε δείγματα αναπνευστικού, στο τρυβλίο βάζουμε δίσκο βακιτρακίνης 10 μονάδων, που αναστέλλει τη χλωρίδα αλλά όχι τους αιμοφίλους, και γύρω από το δίσκο μπορούμε να τον απομονώσουμε ευκολότερα.

Κυριότερα δείγματα είναι αίμα, ΕΝΥ, ωτικά, πτύελα κ.α.

Με ανάστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση ή συγκολλητινοαντίδραση Latex ή επισυγκόλληση σταφυλοκόκκων (Phadebact) γίνεται άμεσα η ανίχνευση των αντιγόνων του Η.influenzae σε εγκεφαλονωτιαίο υγρό.

Τυποποίηση

Πολλά στελέχη Η.influenzae φέρουν έλυτρο και διακρίνονται με τη δοκιμασία εξοιδήσεως του ελύτρου ή με ιζηματινοαντίδραση σε τύπους a,b,c,d,e,f. Στη φυσιολογική χλωρίδα στην ανώτερη αναπνευστική οδό συχνά έχουμε μη ελυτροφόρα στελέχη.

Λοιμώξεις

Τα ελυτροφόρα στελέχη απομονώνονται πολύ πιο συχνά σαν αίτια λοιμώξεων, κυρίως στα παιδιά που δεν έχουν εμβολιασθεί.

Οι λοιμώξεις από Η. influenzae είναι συνηθισμένες στα παιδιά, αλλά εμφανίζον​ται με μικρότερη συχνότητα και στους ενήλικες. Η λοίμωξη αρχίζει συνήθως σαν ρινοφαρυγγίτιδα και μπορεί να ακολουθήσει εμφάνιση παραρρινοκολπίτιδας, μέσης ω​τίτιδας ή πνευμoνίας αλλά και επιγλωττίτιδας, μηνιγγίτιδας και σηψαιμίας. Η έναρξη βαριών λοιμώξεων μπορεί να είναι απότομη μετά τη μετάδοση από λοιμογόνα στελέχη.
Ο ορολογικός τύπος b αποτελεί το συχνότερο αίτιο λοιμώξεων που οφείλονται στον Η. influenzae. Ειδικότερα, στην ηλικία από 6 μηνών μέχρι 3 ετών ο ορολογι​κός τύπος b προκαλεί το 95% από τις λοιμώξεις, στις οποίες απομονώνεται Η. in​fluenzae (μηνιγγίτιδα, επιγλωττίτιδα απειλητικές για τη ζωή). Το εμβόλιο έχει μειώσει δραματικά τις λοιμώξεις αυτές τα τελευταία χρόνια. Μετά από αυτή την ηλικία αυξάνει το ποσοστό των λοιμώξεων που οφεί​λονται και στους άλλους ορολογικούς τύπους. Στους ενήλικες η συχνότητα λοιμώ​ξεων από ελυτροφόρα και μη ελυτροφόρα στελέχη Η. influenzae είναι περίπου η ί​δια.

Τα χαρακτηριστικά της μηνιγγίτιδας αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο του μηνιγγιτιδοκόκκου, αλλά δεν υπάρχει εξάνθημα, ενώ συχνότερες είναι οι επιπλοκές από το νευρικό σύστημα και την ακοή. 
Σπανιότερη, αλλά πολύ σοβαρή νόσος, που εμφανίζεται στα μη εμβολιασμένα παιδιά είναι η αποφρακτική λαρυγγίτιδα ή επιγλωττίτιδα από Η. influenzae τύ​που b. Η έναρξη της νόσου είναι απότομη. Ο ασθενής εμφανίζει δύσπνοια που μεγαλώνει με την πάροδο του χρόνου. Μέσα σε 24 ώρες η νόσος καταλήγει στο θάνατο από την πλήρη απόφραξη του λάρυγγα, που οφείλεται στην διογκωμένη ε​πιγλωττίδα. Ο ασθενής σώζεται μόνο αν γίνει έγκαιρα διασωλήνωση, ή αν δεν είναι εφικτή λόγω του οιδήματος, τραχειοτομία και μηχανική υποστήριξη της αναπνοής μέχρι να δράσει η αντιμικροβιακή θεραπεία. Νοσηλεύεται σε Μονάδα Εντατικής Θεραπείας. Σε υποψία αρχόμενης επιγλωττίτιδας, ΑΠΑΓΟΡΕΥΕΤΑΙ η λήψη φαρυγγικού επιχρίσματος.
Όλοι οι άλλοι αιμόφιλοι έχουν επίσης συσχετισθεί με λοιμώξεις σπανιότερα, όπως ενδοκαρδίτιδα, σηψαιμία, επιπεφυκίτιδα κ.α.

Ειδικά ο H.ducreyi προκαλεί το αφροδίσιο νόσημα μαλακό έλκος (μία ή περισσότερες ερυθρές περιοχές γενν. οργάνων -> επώδυνο μαλακό έλκος). Συνυπάρχει φλεγμονή βουβωνικών λεμφαδένων, πυρετός, ρίγος, κακουχία.
Μικροβιολογική διάγνωση.

Το υλικό που εξετάζεται για την απομόνωση του Η. influenzae εξαρτάται από την εντόπιση της λοιμώξεως. Όταν η λοίμωξη εντοπίζεται στο αναπνευστικό σύ​στημα, λαμβάνονται πτύελα η επιχρίσματα των αναπνευστικών βλεννογόνων, σε περίπτωση ωτίτιδας λαμβάνεται πυώδες εξίδρωμα, και αν πρόκειται για μηνιγγίτι​δα, εξετάζεται το εγκεφαλονωτιαίο υγρό.

29. Τι ξέρετε συνοπτικά για τις λοιμώξεις από αιμόφιλο
Gardnerella vaginalis
Παλαιότερα λεγόταν αιμόφιλος του κόλπου. Αν και μπορεί να είναι φυσιολογική χλωρίδα του κόλπου σε μικρή ανάπτυξη, προκαλεί μη ειδική κολπίτιδα, συνήθως μαζί με αναερόβια (Prevotella melaninogenica, Mobiluncus spp. κ.α.) σε ΡΗ αλκαλικό. Όταν οι φυσιολογικοί γαλακτοβάκιλλοι μειώνονται το ΡΗ αυξάνεται και ευνοείται η μη ειδική κολπίτιδα. Από την αποδόμηση πρωτεϊνών από τα μικρόβια παράγονται αμίνες με δυσάρεστη οσμή “ψαριού”.

Η φλεγμονή δεν είναι έντονη, στο έκκριμα απουσιάζουν τα πυοσφαίρια, αντίθετα με τις κολπίτιδες από τριχομονάδες και μύκητες, και τα επιθηλιακά κύτταρα καλύπτονται από μικρόβια (clue cells). 

Είναι Gram αρνητικό κοκκοβακτηρίδιο, αναπτύσσεται αεροβίως αλλά και αναεροβίως και παράγει β-αιμόλυση μικρής διαμέτρου σε ειδικό αιματούχο άγαρ (Gardnerella agar), και αναεροβίως. Ταυτοποιείται με βιοχημικές δοκιμές (συστήματα API κ.α.)

Legionella pneumophila
Gram αρνητικό βακτηρίδιο με πολυμορφισμό.

Προκαλεί τη νόσο των λεγεωναρίων (πνευμονία) που αναφέρεται ότι οφείλεται στην κυκλοφορία του μικροβίου μέσω κεντρικών κλιματιστικών εγκαταστάσεων.

Μπορντετέλλα

Το γένος Bordetella περιλαμβάνει τρία είδη: τη Bordetella pertussis, τη Borde​tella parapertussis και τη Bordetella bronchiseptica, Η Bordetella pertussis είναι το αίτιο του κοκκύτη, ενώ η Bordetella parapertussis προκαλεί νόσο που μοιάζει με τον κοκκύτη, αλλά τα συμπτώματα είναι ελαφρά και διαρκεί λίγο διάστημα, Η Bordetella bronchiseptica απομονώνεται από το αναπνευστικό σύστημα των ζώων αλλά έχει προκαλέσει και νόσο του αναπνευστικού σε ανθρώπους.
Μπορντετέλλα του κοκκύτη (Bordetella pertussis)

ΜΕΤΑΔΟΣΗ : με σταγονίδια. Επώαση 7-14 μέρες. 

Mε τους εμβολιασμούς έχει σχεδόν εξαλειφθεί.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Είναι μικρό Gram-αρνητικό κοκκοβακτηρίδιο, που διατάσσεται μεμονωμένο, σε ζεύγη ή σπανιότερα σε μικρές αλυσίδες.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αεροβίως, σε εμπλουτισμένα υλικά και καλύτερα στο Bordet-Gengou (άγαρ με αίμα, γλυκερόλη, πατάτα). Συνήθως κρατάμε το τρυβλίο μπροστά από το στόμα του ασθενούς κατά τον παροξυσμό του βήχα για συλλογή των μικροβίων. Γίνεται όμως και με λήψη ρινοφαρυγγικού εκκρίματος. Οι αποικίες αναπτύσσονται συνήθως μετά από 4 ημέρες.
Αποικίες γυαλιστερές με μικρή αιμόλυση σαν μαργαριτάρια ή σταγόνες υδραργύρου. 

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Ο χαρακτηρισμός ενός στελέχους σαν Β. pertussis στο κλινικό εργαστήριο γίνεται με συγκόλληση με ειδικό αντιορό. Το στέλεχος αναμιγνύεται με τον αντιορό ε​πάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα. Αν το στέλεχος είναι Β. pertussis, παρατηρείται συγκόλληση. 
Παράγει τοξίνη.
Λοιμώξεις

Προκαλεί οξεία λοίμωξη αναπνευστικού τον κοκκύτη (καταρροϊκό στάδιο, παροξυσμικό τη 2η εβδομάδα με επεισόδια παροξυσμικού βήχα και στάδιο ανάρρωσης). Στον παροξυσμό μετά την εισπνοή ακολουθεί 15-20 φορές βήχας κατά την φάση της εκπνοής και λήγει συνήθως με εισπνευστικό συριγμό. Τα επεισόδια παροξυσμικού βήχα μπορεί να φθάσουν και τα 40 ανά 24ωρο, προκαλούν δυσκολία στην αναπνοή με αίσθημα ασφυξίας, κυάνωση, εξαντλούν το παιδί και ενίοτε έχουν προκαλέσει σπασμούς, την εμφάνιση κήλης ή αιμορραγίας του επιπεφυκότα.
ΕΠΙΠΛΟΚΕΣ σπάνιες. Συχνότερη ΠΝΕΥΜΟΝΙΑ (αιμόφιλο ή δευτεροπαθής από άλλα μικρόβια). ΝΕΥΡΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ συμπτώματα

Το εμβόλιο για τον κοκκύτη περιέχει νεκρά κύτταρα του μικροβίου και χορη​γείται μαζί με το εμβόλιο εναντίον της διφθερίτιδας και του τετάνου. 
30. Τι ξέρετε συνοπτικά για τον κοκκύτη;
Λοιμώξεις γαστρεντερικού συστήματος

Τροφικές δηλητηριάσεις

Οι γαστρεντερίτιδες προκαλούνται από ποικίλους μικροοργανισμούς και τοξίνες τους, που μεταδίδονται κατά κανόνα με τα τρόφιμα, το νερό, τα ποτά και σπανιότερα την άμεση επαφή από άτομο σε άτομο. Η διάρροια, δηλαδή οι συχνές και υδαρείς κενώσεις, είναι το κύριο και συχνότερο σύμπτωμα μιας γαστρεντερίτιδας και μπορεί να είναι πυώδης, βλεννώδης και αιματηρή ανάλογα με το αίτιο, τη βαρύτητα και τη διάρκεια της νόσου. Μπορεί η νόσος να συνοδεύεται από πυρετό, ναυτία, εμετούς, και κοιλιακά άλγη. Αυτό εξαρτάται κατά κύριο λόγο από το είδος του εντεροπαθογόνου μικροβίου ή το είδος της τοξίνης που ασκεί τη παθογόνο δράση.
 Διάκριση γαστρεντερίτιδων ανάλογα με την κλινική τους πορεία

Οξείες: Είναι οι πιο συχνές και προκαλούνται από διάφορους μικροοργανισμούς. Έχουν μικρό χρόνο επώασης και συνήθως διαρκούν λίγες ημέρες.

Mικροοργανισμοί που προκαλούν οξεία γαστρεντερίτιδα

Βακτήρια 

Salmonella spp 

Campylobacter spp
Shigella spp
E.coli
Yersinia enterocolitica
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides
 Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus
Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Clostiridium perfrigens

Clostiridium difficile

Ιοί

Rota - ιοί
Aδενο-ιοί
Norwalk

Astroviruses

Coronaviruses κ.α.

Caliciviruses

Παράσιτα
Giardia lamblia

Entamoeba Istolytica

Cryptosporidium
Balantidium coli

Χρόνιες: Διαρκούν πάνω από 2 εβδομάδες ή υποτροπιάζουν, και εκδηλώνονται με κοιλιακά άλγη, απώλεια βάρους, διάρροια ή δυσαπορρόφηση. Mπορεί να αποτελούν συμπτώματα πολλών νόσων λοιμωδών και μη λοιμωδών. Συνήθεις μικροοργανισμοί που προκαλούν χρόνια γαστρεντερίτιδα αναφέρονται στον πίνακα.

Mικροοργανισμοί που προκαλούν χρόνια γαστρεντερίτιδα

Mυκοβακτηρίδια

Candida spp
Giardia lamblia
Entamoeba histolytica
Cryptosporidium
Isospora belli  κ.α.


Οι μικροοργανισμοί αυτοί απέκτησαν ιδιαίτερο ενδιαφέρον τα  τελευταία χρόνια λόγω της απομόνωσής τους από ασθενείς με AIDS στους οποίους προκαλούν χρόνιο διαρροϊκό σύνδρομο.

Διάκριση γαστρεντερίτιδων ανάλογα με το  μηχανισμό παθογένεσης


Α. Μη διεισδυτικές: Έχουν σαν κύρια κλινική εκδήλωση το διαρροϊκό σύνδρομο. Προκαλούνται από μικροοργανισμούς που προσκολλώνται στις ανέπαφες μικρολάχνες και παραμένουν κυρίως στον αυλό του ανώτερου τμήματος του λεπτού εντέρου όπου και προκαλούν τη βλαπτική τους επίδραση είτε παράγοντας τοξίνη (εντεροτοξινογόνα) που προκαλεί έκκριση νερού και ηλεκτρολυτών (εκκριτική διάρροια) είτε προκαλώντας δραστική μείωση της απορροφητικής επιφάνειας του εντέρου. Αποτέλεσμα της δράσης αυτής είναι η εμφάνιση υδαρούς διάρροιας  (χωρίς βλέννη ή αίμα) και η απουσία πυοσφαιρίων στα κόπρανα. Συνήθως η λοίμωξη δεν συνοδεύεται από πυρετό ή άλλα συμπτώματα, εκτός από εκείνα που oφείλoνται στην απώλεια υγρών.

ΕΝΤΕΡΟΤΟΞΙΝΟΓΟΝΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑ

· Vibrio cholerae

· Εντεροτοξινογόνα στελέχη της Ε. coli

· Staphylococcus aureus
· Clostridium perfringens

· Β. cereus


Β. Διεισδυτικές: Έχουν σαν κύρια κλινική εκδήλωση το δυσεντερικό σύνδρομο. Οι μικροοργανισμοί στην περίπτωση αυτή εισδύουν στον εντερικό βλεννογόνο του κατωτέρου τμήματος του λεπτού εντέρου (ειλεός) και του παχέος εντέρου, πολλαπλασιάζονται και προκαλούν νέκρωση των επιθηλιακών κυττάρων με απoτέλεσμα την απώλεια της απορροφητικής τους ικανότητας. Μπορεί να παράγουν και τοξίνη. Αποτέλεσμα είναι συχνές, μικρές σε όγκο,  βλεννοαιματηρές κενώσεις που συνοδεύονται από κοιλιακά άλγη και τεινεσμό καθώς και παρουσία πυοσφαιρίων στα κόπρανα. Η λoίμωξη συνοδεύεται πάντοτε από πυρετό και άλλα συμπτώματα, όπως πονοκέφαλο και μυαλγίες.
ΕΝΤΕΡΟΔΙΕΙΣΔΥΤΙΚΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑ

· ShigeIIa

· Εντεροδιεισδυτικό στελέχη της Ε. coli 

· SalmoneIIa 

· Yersinia enterocolitica

· Campylobacter

· Vibrio parahemolyticus

· Aeromonas hydrophila 

· Plesiomonas shigelloides 

Ειδικό διαρροϊκό σύνδρομο μετά από χρήση αντιβιοτικών αποτελεί η ψευδομεμβρανώδης κολίτιδα από την τοξίνη του Clostiridium difficile. 


Συστηματικές (εξωεντερικές εκδηλώσεις): Σε ορισμένες βαρύτερες κλινικά περιπτώσεις η γαστρεντερίτιδα επιπλέκεται από βακτηριαιμία και εμφάνιση συστηματικών συμπτωμάτων. Το μικρόβιο μπορεί να μεταναστεύσει σε διάφορα σημεία του σώματος και να προκαλέσει ποικίλες λοιμώξεις.
Εργαστηριακή διάγνωση 

Οι κυριότερες εργαστηριακές μέθοδοι για τη διάγνωση της γαστρεντερίτιδας είναι

· Μακροσκοπική εξέταση κοπράνων

· Μικροσκοπική εξέταση κοπράνων

· Καλλιέργεια  κοπράνων

· Παρασιτολογική κοπράνων

· Ιολογικές εξετάσεις

· Ορολογικές εξετάσεις

· Καλλιέργεια αίματος

· Σιγμοειδοσκόπηση
Θεραπεία


Οι γαστρεντερίτιδες συνήθως αυτοπεριορίζονται. Στις περισσότερες περιπτώσεις απαιτείται μόνο υποστηρικτική  αγωγή.


Η αντιμικροβιακή αγωγή πρέπει να αποφεύγεται, γιατί έχει αποδειχθεί  ότι η χορήγηση αντιμικροβιακών φαρμάκων τις περισσότερες φορές επιβραδύνει την υποχώρηση των συμπτωμάτων και παρατείνει τη μικροβιοφορία του ασθενούς. 

Πρόληψη


Σε ασθενείς και σε ασχολούμενους με τρόφιμα φορείς  εντεροπαθογόνων μικροβίων συνιστάται η αυστηρή τήρηση των κανόνων ατομικής και περιβαλλοντικής υγιεινής όπως το καλό πλύσιμο των χεριών και η καθαριότητα (ατομική, τροφίμων, χώρων κλπ.)


Ακόμη από τους χειριστές τροφίμων απαιτείται κατάλληλη συλλογή, παρασκευή και φύλαξη της τροφής, καθώς και αποφυγή κατανάλωσης ωμού γάλακτος ή ατελώς μαγειρεμένων αυγών, πουλερικών κ.α. τροφών.

Ειδικά για τη σαλμονέλλωση,  εάν εντοπισθούν φορείς του μικροβίου, οι οποίοι μπορεί να αποτελέσουν πηγή μόλυνσης των άλλων π.χ. ασχολούμενοι με την κατεργασία, πώληση και συντήρηση τροφίμων, προτείνονται δύο λύσεις. Στην πρώτη απομακρύνεται ο φορέας από την εργασία του και παρακολουθείται μέχρι να έχει τρεις αρνητικές κοπρανοκαλλιέργειες. Στη δεύτερη ο φορέας λαμβάνει αντιβιοτικά (κατά προτίμηση κινολόνη), ενώ ταυτόχρονα απομακρύνεται από την εργασία του και παρακολουθείται μέχρι να έχει αρνητικές καλλιέργειες.


 Από την πλευρά της πολιτείας για τη διασφάλιση της δημόσιας υγείας χρειάζονται:

1. Σύγχρονα συστήματα ύδρευσης και αποχέτευσης,

2. Συχνοί έλεγχοι των βιομηχανοποιημένων τροφίμων  και μονάδων εκτροφής πουλερικών, βοοειδών, και άλλων ζώων

3. Βελτίωση των υγιειονομικών συνθηκών στα νοσοκομεία και χώρους κοινοβίωσης πχ. γηροκομεία, παιδικοί σταθμοί.

Στα ειδικά κεφάλαια για τους προαναφερθέντες μικροοργανισμούς θα αναφερθούν ειδικότερες πληροφορίες για τους τρόπους με τους οποίους προκαλείται η γαστρεντερίτιδα.
31. Διάκριση γαστρεντερίτιδων ανάλογα με το  μηχανισμό παθογένεσης

Gram αρνητικά προαιρετικα αναεροβια βακτηρίδια

Εντεροβακτηριακά ή Εντεροβακτηριοειδή 
Η οικογένεια Enterobacteriaceae περιλαμβάνει 12 γένη. Πολλά από αυτά βρίσκονται στη φυσιολογική χλωρίδα και είναι δυνητικά παθογόνα, γιατί απομονώνονται πολύ συχνά από λοιμώξεις του ανθρώπου. 

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Η οικογένεια αποτελείται από Gram-αρνητικά βακτηρίδια, τα οποία αναπτύσσονται αεροβίως και προαιρετικά αναεροβίως, είναι άσπορα, κινητά ή ακίνητα ανάλογα με το αν φέρουν ή όχι βλεφαρίδες., προκαλούν ζύμωση της γλυκόζης με ή χωρίς παραγωγή αερίου, παράγουν καταλάση, ανάγουν τα νιτρικά άλατα σε νιτρώδη και τέλος δεν παράγουν οξειδάση. Oρισμένα παράγουν υδρόθειο.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών)
Αναπτύσσονται στα περισσότερα υλικά, αεροβίως και αναεροβίως (προαιρετικά αναερόβια) σε 37ο C (αλλά και σε 4 - 45ο C, μεσόφιλα). 

Τα εντεροβακτηριοειδή είναι δυνατόν να χωρισθούν σε δύο ομάδες με βάση τη διάσπαση της λακτόζης. Η μία περιλαμβάνει τα γένη, τα οποία διασπούν τη λακτόζη (λακτόζη - θετικά), και η άλλη ομάδα περιλαμβάνει τα γένη, τα οποία δεν διασπούν τη λακτόζη (λακτόζη - αρνητικά). Η διάκριση των εντεροβακτηριοειδών σε λακτόζη-θετικά και λακτόζη-αρνητικά γίνεται στο υλικό McConkey άγαρ. Το υλικό McConkey άγαρ είναι εκλεκτικό και διαχωριστικό υλικό και περιέχει χολικά άλατα, λακτόζη και ουδέτερο ερυθρό σαν δείκτη του ΡΗ. 


Τα λακτόζη-θετικά εντεροβακτηριοειδή παράγουν αποικίες κόκκινες, ενώ τα λακτόζη-αρνητικά παράγουν αποικίες άχροες.


Τα γένη της οικογένειας των εντεροβακτηριοειδών, τα οποία διασπούν τη λακτόζη, είναι: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter και βραδέως το Citrobacter.

Τα γένη, τα οποία δεν διασπούν τη λακτόζη, είναι: Shigella, Salmonella, Serratia, Hafnia και Proteus.

ΥΛΙΚΟ KLIGLER
To υλικό Kligler μπορεί να μας δείξει: Τη διάσπαση της γλυκόζης, της λακτόζης, την παραγωγή αερίου και υδροθείου. Περιέχει γλυκόζη, λακτόζη, θειοθειικό νάτριο και θειικό εναμμώνιο σίδηρο. Το υλικό περιέχει επίσης δείκτη ερυθρό της φαινόλης και φυσιολογικά είναι κοκκινωπό.

Μετά την αποστείρωση, σε σωληνάριο, αφήνουμε το υλικό να πήξει σε λοξή θέση, ώστε στον πυθμένα να υπάρχει μια ευθεία στήλη 2-3 cm και μια λοξή επιφάνεια πάνω από αυτή. Κάτω υπάρχει η γλυκόζη (10 φορές μεγαλύτερη ποσότητα και βαρύτερη) και επάνω στη λοξή επιφάνεια λακτόζη. Η αλλαγή χρώματος κόκκινο σε κίτρινο δείχνει ζύμωση των σακχάρων, οι φυσαλίδες την παραγωγή αερίου, ενώ η ανάπτυξη μαύρου χρώματος την παραγωγή υδροθείου (με αναγωγή θειοθειικού νατρίου παράγεται υδρόθειο και αυτό αντιδρά με θειικό εναμμώνιο σίδηρο προς παραγωγή μαύρου χρώματος θειούχου σιδήρου)

Εμβολιάζουμε με ευθύ κρίκο στην επιφάνεια και τρυπάμε μετά ώστε το μικρόβιο να φθάσει και στον πυθμένα. Επωάζουμε 18-24 ώρες.

Κίτρινο χρώμα στο πάνω μέρος = Διάσπαση λακτόζης (τα λακτόζη θετικά στο McConkey, Ε.coli, Klebsiella κ.α.)

Κόκκινο χρώμα στο πάνω μέρος = λακτόζη αρνητικό μικρόβιο (π.χ. σαλμονέλλα, σιγκέλλα, πρωτέας κ.α.)

Κίτρινο χρώμα στο κάτω μέρος = Διάσπαση γλυκόζης (όλα τα εντεροβακτηριακά)

Κόκκινο χρώμα στο κάτω μέρος = όχι διάσπαση γλυκόζης (αζυμωτικό)
Μαύρο χρώμα στις θέσεις εμβολιασμού = Παραγωγή υδρόθειου (σαλμονέλλα, πρωτέας κ.α.)

φυσαλίδες μέσα στο υλικό ή και κάτω από αυτό αν παράγεται αέριο (E.coli, Salmonella κ.α.)

Είναι απαραίτητο δηλαδή για την ταυτοποίηση των εντεροβακτηριακών, αν δεν χρησιμοποιηθούν συστήματα πολλαπλών δοκιμασιών (ΑΡΙ). Τα συστήματα αυτά ελέγχουν τη διάσπαση πολλών σακχάρων, την παραγωγή νιτρικών, ινδόλης, ουρίας κ.α. Επιλεκτικά οι δοκιμασίες αυτές πρέπει να μπορούν να εκτελεσθούν στο εργαστήριο σε σωληνάρια με κλασικές μεθόδους. 

Τυποποίηση

Με αντιορούς σε πολλούς ορολογικούς τύπους.

32. Μορφολογία και χρώση εντεροβακτηριοειδών. 

33. Αντιδράσεις εντεροβακτηριοειδών σε υλικό Kligler 

Escherichia coli
Μέλος της χλωρίδας του εντέρου

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικά βακτηρίδια, άσπορα, κινητά επειδή φέρουν βλεφαρίδες.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Aναπτύσσονται σε McConkey άγαρ και είναι λακτόζη θετικά (κόκκινα). Επίσης αναπτύσσονται στα περισσότερα υλικά, αεροβίως και αναεροβίως (προαιρετικά αναερόβια) σε 37ο C (αλλά και σε 4 - 45ο C, μεσόφιλα).

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό, θετική δοκιμασία ινδόλης (Ι) και ερυθρού του μεθυλίου (Μ) και αρνητική δοκιμασία Vogues-Proskauer (V) και κιτρικών (C). Oι παραπάνω λέγονται δοκιμασίες IMViC από τα αρχικά γράμματα στην αγγλική γλώσσα.

Δοκιμή ONPG θετική.

Τυποποίηση

Σε ορολογικούς τύπους με το σωματικό αντιγόνο Ο, το βλεφαριδικό Η και το αντιγόνο του ελύτρου Κ, με αντίστοιχους αντιορούς. Κάθε στέλεχος χαρακτηρίζεται και από τα τρία αντιγόνα, π.χ. Ο111 : Κ58 : Η9.

Οι οροομάδες έχουν συσχετισθεί με διαφορετική παθογόνο δράση. Γι’ αυτό π.χ. σε κ/ες κοπράνων παιδιών κάτω των δύο ετών αναζητούμε 15-20 οροτύπους συγκεκριμένους που προκαλούν διάρροια (EPEC) και σε αιματηρές διάρροιες αναζητούμε τον ορότυπο Ο157:Η7 του εντεροαιμορραγικού Ε.coli.

Ειδικά το αντιγόνο Κ1 είναι ανάλογο με το αντιγόνο του μηνιγγιτιδοκόκκου ομάδας Β και τα στελέχη που το φέρουν, προκαλούν μηνιγγίτιδες σε νεογνά.

Λοιμώξεις

Σοβαρές λοιμώξεις έχουν αναφερθεί, συχνά ενδονοσοκομειακές, με εστία έναρξης το ουροποιητικό ή το γαστρεντερικό σύστημα, όπως σηψαιμία (σε βρέφη, ηλικιωμένους,  ανοσοκατασταλμένους), πνευμονία, μηνιγγίτιδα σε νεογνά (Ε.coli με Κ1 αντιγόνο), λοιμώξεις χοληφόρων  κ.α. εστιακές και γενικευμένες λοιμώξεις.

Ουρολοιμώξεις : Η Ε.coli αποτελεί το συχνότερο αίτιο ουρολοιμώξεων. Ως παράδειγμα αναφέρε​ται ότι αποτελεί το αίτιο στο 90% των εξω​νοσοκομειακών και στο 50% των νοσοκο​μειακών ουρολοιμώξεων. 
Τα λοιμογόνα στελέχη προέρχονται α​πό το γαστρεντερικό σωλήνα και μεταφέρονται συνήθως στην ουρήθρα λόγω μη επιμελούς τοπικής υγιεινής. Οι λοιμώξεις στις ουροφόρους οδούς είναι συχνότερες τις γυναίκες παρά στους άνδρες λόγω τnς ανατομικής κατασκευής της γυναικείας ουρήθρας που επιτρέπει ευχερέστερα την είσοδο των μικροβίων. Επίσης στις έγκυες παρατηρείται υψn​λότερn συχνότnτα ουρολοιμώξεων. Προδιαθεσικούς παράγοντες και για τα δύο φύλα μπορεί να αποτελέσουν οι λίθοι που αποτελούν κώλυμα στην αποχέτευση των ούρων, συγγενείς ανωμαλίες και άλ​λες νεφρολογικές διαταραχές. Ο καθετn​ριασμός και n κυστεοσκόπnσn αυξάνουν τον κίνδυνο λοιμώξεων λόγω μεταφοράς στο εσωτερικό μικροβίων από το έξω στό​μιο της ουρήθρας. Για τους άνδρες n διό​γκωσn του προστάτη είναι ο πιο συχνός προδιαθεσικός παράγοντας.

Η προσκολλητικότητα στα επιθηλιακά κύτταρα των ουροφόρων οδών είναι από τους σημαντικότερους λοιμογόνους παράγοντες των ουρο​παθογόνων στελεχών Ε. coli. Εκφράζεται με την παραγωγή των P ινιδίων στην επιφάνεια του μικροβιακού κυττάρου, τα οποία αναγνωρίζουν υποδοχείς στην επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων του ουροποιητικού συστήματος. 

Λοιμώξεις εντέρου: Υπάρχουν αρκετά είδη παθογόνων E.coli που προκαλούν  γαστρεντερίτιδα στον άνθρωπο. Υπάρχουν τα εντεροτοξινογόνα στελέχη (ETEC) που προκαλούν διάρροια των ταξιδιωτών, τα εντεροδιεισδυτικά στελέχη (EIEC) που προκαλούν δυσεντεροειδές σύνδρομο (πυοαιματηρή διάρροια με πυρετό), τα εντεροπαθογόνα στελέχη (ΕPEC) που προκαλούν ήπια διάρροια σε παιδιά κάτω των 2 ετών, τα εντεροπροσκολλητικά (EaggEC) και τα εντεροαιμορραγικά (ΕΗΕC). Tα τελευταία είναι συνήθως τα Ο157:Η7 και αν χρησιμοποιήσουμε McConkey agar με σορβιτόλη, είναι άχρωμα (σορβιτόλη αρνητικά), ενώ τα άλλα είναι κόκκινα και προκαλούν αιματηρή διάρροια και σύνδρομο αιμόλυσης – ουραιμίας.

Εντεροδιεισδυτικά στελέχη της Ε. coli 

Ορισμένα στελέχη της Ε. coli έχουν την ικανότητα να εισδύουν στα επιθηλιακά κύτταρα τoυ βλεννoγόνoυ τoυ παχέος εντέρου μέσα στα οποία πολλαπλασιάζονται και προκαλoύν τη νέκρωσή τoυς. Αποτέλεσμα της λοιμώξεως είναι η ανάπτυξη κλινικού συνδρόμου που μοιάζει με τη δυσεντερία της ShigeIIa. 

Εντεροτοξινογόνα στελέχη της Ε. coli

Η διάρροια των ταξιδιωτών, εκδηλώνεται σε ταξιδιώτες  που ταξιδεύουν από τις ανεπτυγμένες χώρες σε άλλες με χαμηλές υγειονομικές συνθήκες.   Στις   περισσότερες   περιπτώσεις    υπεύθυνα    είναι    τα εντεροτοξινογόνα ΕΤΕC στελέχη της E. coli  χωρίς να αποκλείονται και  άλλοι αιτιολογικοί παράγοντες όπως  σαλμονέλλες, σιγκέλλες, καμπυλοβακτηρίδια, Rota-ιοί, λάμβλιες, αμοιβάδες.  

H διάρροια των ταξιδιωτών που προκαλείται από ETEC στελέχη E. coli   εκδηλώνεται συνήθως λίγες ημέρες μετά την άφιξη στον τόπο προορισμού, με διαρροϊκές κενώσεις, κοιλιακό πόνο, ανορεξία, ναυτία, εμετό, ή και πυρετό. Τα στελέχη της Ε. coIi παράγουν δύo διαφορετικούς τύπους εντεροτοξίνης, μια θερμοευαίσθητη και μια θερμοανθεκτική. Συγκριτικά η δράση της θερμοανθεκτικής εντεροτοξίνης ασκείται ταχύτερα.

Η παραγωγή της εντεροτοξίνης γίνεται in vivo αφoύ πρώτα τα κύτταρα αποικίσουν το βλεννoγόνo του λεπτού εντέρου και πολλαπλασιαστούν και ο χρόνος επωάσεως της νόσου κυμαίνεται από 24 έως 72 ώρες. 

ΠΡΟΛΗΨΗ: Αναζήτηση σε νερό. Προσδιορισμός "Κολοβακτηριδιακού δείκτη" (αρ. μικροβίων / 100 ml νερού)

ΥΔΡΑΓΩΓΕΙΑ έλεγχοι – απολυμάνσεις.
34. Μορφολογία ,χρώση και καλλιέργεια για E. Coli 

35. Δοκιµασίες IMVIC για E. Coli 
36. Τι γνωρίζετε για τις ουρολοιμώξεις από E.coli
37. Tι γνωρίζετε για τα εντεροδιεισδυτικά στελέχη της Ε. coli και τα εντεροτοξινογόνα στελέχη της Ε. coli (ΣΥΝΟΠΤΙΚΑ);
Klebsiella spp.

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μέλος της χλωρίδας του εντέρου. Κύρια είδη η K.pneumoniae και η K.oxytoca.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Λακτόζη θετικά, βλεννώδεις αποικίες λόγω ελύτρου.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Ακίνητο.

Ινδόλη (+)   η K.oxytoca, Ινδόλη (-) η K.pneumoniae.

Kιτρικά (+), VP (+), MR(-). 

Τυποποίηση

Ορολογική, αλλά δεν χρησιμοποιείται συχνά.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

φέρει έλυτρο

Λοιμώξεις

Ουρολοιμώξεις, σηψαιμία, πνευμονία, νοσοκομειακές λοιμώξεις κ.α.

Enterobacter spp.

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Κύρια είδη το E.cloacae, E.aerogenes κ.α.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Λακτόζη θετικά, συχνά βλεννώδεις αποικίες λόγω ελύτρου.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό.

Ινδόλη αρνητικό, κιτρικά και VP θετικά.

Λοιμώξεις

Ποικίλες, μικροβιαιμία, ουρολοιμώξεις, λοιμώξεις τραυμάτων κ.α. συxνά νοσοκομειακές.

Citrobacter
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μέλος της χλωρίδας του εντέρου. Κύριo είδoς το C.freundii κ.α.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Βραδεία ζύμωση λακτόζης, παραγωγή υδροθείου που φαίνεται με καλλιέργεια σε κατάλληλα υλικά (SS άγαρ, Kligler)

Λοιμώξεις

Ποικίλες.

Serratia spp.

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Kύριο είδος η S.marcescens
Καλλιέργεια 

Λακτόζη αρνητικό

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό

Παράγει Dnase (το μόνο εντεροβακτηριακό)

Παράγει κόκκινη χρωστική (10%)

Λοιμώξεις

Ποικίλες, συχνά νοσοκομειακές και σε μονάδες νεογνών, εντατικής θεραπείας και τεχνητού νεφρού.

Proteus spp., Morganella, Providencia
Γενικά (είδη, που βρίσκεται

Βρίσκονται στη χλωρίδα. Ο πρωτέας έχει δύο κύρια είδη, P.mirabilis και P.vulgaris.

Μορφολογία ,χρώση 

Gram αρνητικά βακτηρίδια, κινητά, περίτριχα με μακριές βλεφαρίδες. 
Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αναπτύσσονται σε όλα τα κοινά θρεπτικά υλικά με άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης 37οC. Οι πρωτείς χαρακτηριστικά παρουσιάζουν ερπυσμό, δηλαδή απλώνονται σε όλη την επιφάνεια των τρυβλίων όπου εμβολιάζονται.

Είναι λακτόζη αρνητικά.
Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Λήψη δείγματος (ούρων, πύου, αίματος ή άλλου ύποπτου υλικού για λοίμωξη από το μικρόβιο). 
Χρώσεις Gram, καλλιέργεια όπως παραπάνω. 
Μικροβιολογική διάγνωση -  ταυτοποίηση
Θετική δοκιμασία κινητικότητας, παράγουν υδρόθειο στο υλικό Kligler, ιδίως οι πρωτείς.

Παράγουν ουρεάση.

PPA (απαμίνωση φαινυλαλανίνης) θετική.

Παράγουν ινδόλη (εκτός του P.mirabilis)

Λοιμώξεις

Kυρίως ουρολοιμώξεις, κ.α.

38. Οι αποικίες ποιών ειδών πρώτες εµφανίζουν ερπισµό ; 

39. Μορφολογία ,χρώση και καλλιέργεια πρωτέα . 

40. Μικροβιολογική διάγνωση πρωτέα. 
Yersinia
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Η Y.pestis είναι το αίτιο της πανώλους, που σχεδόν έχει εκλείψει.

Η Y.pseudotuberculosis προκαλεί μεσεντέρια λεμφαδενίτιδα.

Η Y.enterocolitica προκαλεί εντεροκολίτιδα

Παρακάτω αναφερόμαστε στη Y.enterocolitica.

Καλλιέργεια 

Σε όλα τα υλικά, σε 1-2 ημέρες. Καλύτερα σε θερμοκρασία δωματίου να μένουν τα τρυβλία μετά την πρώτη 24ωρη επώαση ή να μένει ένα τρυβλίο σε θ.δ. από την αρχή του εμβολιασμού. 

Xρήσιμος ο κρυοεμπλουτισμός γιατί είναι ψυχρόφιλο.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό σε 25οC και ακίνητο σε 37οC. 

Παράγει ουρεάση και είναι ONPG+  αν και λακτόζη αρνητικό. 

Συχνά ινδόλη +

Τυποποίηση

Με αντιορούς έναντι Ο και Η αντιγόνων. Στην Ευρώπη επικρατούν οι Ο3 και Ο9 ορότυποι.

Λοιμώξεις

Η Y.enterocolitica προκαλεί εντεροκολίτιδα και σπάνια σηψαιμία. Αντιδραστική επίσης πολυαρθρίτιδα και οζώδες ερύθημα ανοσολογικής αιτιολογίας έχουν παρατηρηθεί αρκετό καιρό μετά από λοίμωξη εντέρου.

Ειδικότερα, η γαστρεντερίτιδα από Υersinia  enterocolitica  είναι σχετικά σπάνια στη χώρα μας και απαντά αρκετά πιο συχνά στις χώρες της Βόρειας Ευρώπης.  Η λοίμωξη εντέρου από Υersinia  enterocolitica μπορεί να εκδηλωθεί σαν μεσεντέριος λεμφαδενίτιδα ή τελική ειλεΐτιδα που μπορεί να οδηγήσει σε λανθασμένη διάγνωση σκωληκοειδίτιδας.

Τα τελευταία χρόνια η Υersinia απομονώνεται αρκετά συχνά ως αίτιο διαρροϊκού συνδρόμου λόγω τροφικής δηλητηριάσεως από μολυσμένο γάλα, παγωτό, στρείδια ή χοιρινό κρέας.

  Τα μικροβιακά κύτταρα εισδύουν στα επιθηλιακά κύτταρα του βλεννογόνου του ειλεού και ορισμένα στελέχη μπορεί να παράγουν εντεροτοξίνη. 0 χρόνος επωάσεως της νόσου κυμαίνεται από 16 έως 48 ώρες. Χαρακτηριστική εκδήλωση είναι η διάρροια, η οποία συνοδεύεται από πυρετό, κοιλιακά άλγη  και εμετούς. Συχνά στις Κενώσεις βρίσκονται πυοσφαίρια και σπανιότερα βλέννα και αίμα. Τα συμπτώματα του διαρροϊκού συνδρόμου υποχωρούν συνήθως μετά από 24 έως 48 ώρες, αλλά είναι δυνατό να διαρκέσουν από 1 έως 3 εβδομάδες.

Σε ορισμένα άτομα το διαρροϊκό σύνδρομο σχετίζεται με την ανάπτυξη πολυαρθρίτιδας, συνδρόμου Reiter ή με την εμφάνιση οζώδους ερυθήματος.

Salmonella
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μετάδοση με τρόφιμα (νερό συχνότερα, κρέας, αυγά, χόρτα, θαλασσινά). Μέσω κοπράνων ασθενών, ασθενών σε ανάρρωση ή χρόνιων φορέων που μολύνουν τρόφιμα – νερό ή μέσω ανεπαρκών μέτρων υγιεινής σε τουαλέτες και μη πλυσίματος των χεριών. Επίσης έχει αναφερθεί μετάδοση με σκόνη και μόλυνση τροφίμων με έντομα και τρωκτικά.
Moρφoλoγία και χρώση.

Είναι Gram-αρνητικά βακτηρίδια, περίτριχα (βλεφαρίδες).
Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Μικρές ή μεσαίες άχρωμες αποικίες. Λακτόζη αρνητική. Καλλιεργείται σε υλικά McConkey, Kligler και SS άγαρ όπου φαίνεται η παραγωγή υδροθείου, σε ζωμό σεληνίτη που αναστέλλει τα άλλα μικρόβια και με ανακαλλιέργεια βρίσκουμε αφθονότερη τη σαλμονέλλα τη δεύτερη ημέρα επώασης, στο Brillant Green άγαρ (περιέχει BriIIiant green,  χρωστική που αναστέλλει όλα τα εντεροβακτηριοειδή και την S. typhi, αλλά δεν αναστέλλει την ανάπτυξη των άλλων σαλμονελλών), το Deoxycholate Citrate agar (DCA, περιέχει δεοξυχολικό νάτριο, κιτρικό νάτριο και θειoθειικό νάτριο που αναστέλλουν τα Gram-θετικά βακτήρια και ορισμένα εντεροβακτηριοειδή)  κ.α. ειδικά υλικά. Επώαση αεροβίως σε 37οC.
Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Δοκιμασία κινητικότητας θετική.
Είναι ουρία και ONPG αρνητική. Ζυμώνει τη γλυκόζη με παραγωγή αερίου και επίσης παράγει υδρόθειο. Λακτόζη αρνητική. Απαμίνωση φαινυλαλανίνης (PPA) αρνητική. Η S.typhi παράγει ελάχιστο υδρόθειο και ελάχιστο ή καθόλου αέριο.

Η οροαντίδραση Widal δείχνει την ύπαρξη αντισωμάτων στο αίμα. Χρησιμοποιούμε εναιωρήματα μικροβίων πολυδύναμα και μονοδύναμα ώστε να βρούμε με συγκολλητινοαντίδραση με τον ορό του ασθενούς έναντι ποιου είδους σαλμονέλλας υπάρχουν αντισώματα στο αίμα, μετά την 9η μέρα της νόσου. Τα αντισώματα είναι ειδικά για τα σωματικά (Ο) και τα βλεφαριδικά (Η) αντιγόνα. Δεν θεωρείται πια πολύ αξιόπιστη δοκιμασία.

Ορολογική τυποποίηση

Χρησιμοποιούμε πολλούς αντιορούς (έναντι Ο,Η και επιφανειακών αντιγόνων) για καθορισμό των αντιγόνων με άμεση συγκολλητινοαντίδραση. Αναμιγνύουμε μια αποικία με 1 σταγόνα από κάθε αντιορό σε αντικειμενοφόρο πλάκα, ανακατεύουμε με κρίκο και ελέγχουμε μακροσκοπικά για συγκόλληση. Ο αντιορός με τον οποίο συγκολλάται δείχνει την ομάδα κατάταξης.
Με σωματικά (Ο), βλεφαριδικά (Η) αντιγόνα και το επιφανειακό Vi αντιγόνο ταξινομούνται σε 65 ομάδες (Α, Β, C1, C2, D, E1, E2 ... Ζ, 51, 52…). Κάθε μέλος ομάδας έχει ορισμένα κοινά αντιγόνα O με τα άλλα μέλη (πίνακας ταξινόμησης κατά Kaufman-White) και διαφορετικά H. Με βάση τα σωματικά κυρίως κατατάσσεται σε ομάδα, ενώ τα είδη (ποικίλες ονομασίες) προκύπτουν με το συνδυασμό και των Η αντιγόνων.

Αναλυτικότερα, τα σωματικά αντιγόνα Ο αναγράφονται με αραβικούς αριθμούς (π.χ. 1, 2, 3, 4, 5...). Τα βλεφαριδικά αντιγόνα Η διακρίνον​ται στα ειδικά ή αντιγόνα της φάσεως 1 και στα μη ειδικά ή αντιγόνα της φάσεως 2. Τα ειδικά αντιγόνα γράφονται με τα μικρά γράμματα του λατινικού αλφαβήτου (π.χ. α, b, c, d), ενώ τα μη ειδικά αναγράφονται με τους αραβικούς αριθμούς (π.χ. 1, 2, 3..,). Με βάση τα σωματικά αντιγόνα Ο οι σαλμονέλλες χωρίζονται σε ομάδες, που η κάθε μια χαρακτηρίζεται από ορισμένα σωματικά αντιγόνα Ο, π.χ. η ομάδα Α έχει τα αντιγόνα 2 και 12, η ομάδα Β έχει τα αντιγόνα 1, 4, 5 και 12, η ομάδα C, έ​χει τα αντιγόνα 6, 7, η ομάδα C2 Ία αντιγόνα 6, 8. Μέχρι την ομάδα Ζ έχουν περι​γραφεί 50 σωματικά αντιγόνα Ο, ενώ τώρα οι νέοι αντιγονικοί τύποι σαλμονελ​λών, οι οποίοι απομονώνονται, χαρακτηρίζονται σαν ομάδα 51 (έχει το αντιγόνο 51), ομάδα 52 (έχει το αντιγόνο 52), μέχρι την ομάδα 65, η οποία έχει το σωματι​κό αντιγόνο 65. Όταν αναγράφεται ο ορολογικός τύπος μιας σαλμονέλλας, πρώτα αναφέρεται το σωματικό αντιγόνο Ο, μετά το ειδικό βλεφαριδικό αντιγόνο Η και τέλος το μη ει​δικό βλεφαριδικό αντιγόνο Η, αν φυσικά υπάρχει, Π.χ. 6. 7:d: 1,6  (σωματικά 6 και 7, βλεφαριδικό ειδικό d και μη ειδικά 1 και 6) ή 9.46: f, g (σωματικά 9 και 46, βλεφαριδικά ειδικά f και g).
Aνάλογα με τα σωματικά και βλεφαριδικά αντιγόνα, ταξινομούνται στην ομάδα Α η S.paratyphi, στην Β η S.typhimurium, η S.paratyphi B κ.ά, στη C1 η S.paratyphi C, η S.cholera-suis κ.α., στη D η S.typhi, η  S.enteritidis κ.α.

Eνδεικτικά αναφέρονται:

Το Vi (περιβληματικό) υπάρχει μόνο στην S.typhi και S.paratyphi C.

To βλεφαριδικό d υπάρχει μόνο στην S.typhi και κάποιες σπάνιες άλλες σαλμονέλλες.

To βλεφαριδικό a υπάρχει στην S.paratyphi A
To βλεφαριδικό b υπάρχει στην S. paratyphi B
To βλεφαριδικό i υπάρχει στην S.typhimurium
To βλεφαριδικό c υπάρχει στην S.paratyphi C
Tα βλεφαριδικά g,m υπάρχουν στην S.enteritidis
Tα σωματικά 4,5 και 12 υπάρχουν στην ομάδα B
Tα σωματικά 9,12 υπάρχουν στην ομάδα D   κλπ.

Η χρήση πολυδυνάμων αντιορών (π.χ. poly-H) χρειάζεται για τη γρήγορη διάγνωση αν η αποικία μας είναι σαλμονέλλα, και συνεχίζουμε με τους μεμονωμένους αντιορούς.

Η ονοματολογία των διαφόρων σαλμονελλών, οι οποίες απομονώνονται από τον άνθρωπο και τα ζώα, δεν ακολουθεί τους συνηθισμένους κανόνες της ονομα​τολογίας των βακτηρίων. Αρχικά οι σαλμονέλλες έπαιρναν το όνομα της νόσου και του ζώου από το οποίο γινόταν η απομόνωση (π.χ. S. cholerae-suis, S. typhi, S. ty​phimurium). Μετά oι νέοι ορολογικοί τύποι σαλμονελλών έπαιρναν το όνομα της πόλεως, της περιοχής ή της χώρας στην οποία γινόταν για πρώτη φορά η απομό​νωσή τους (S. london, S. colorado, S. uganda). Σήμερα κάθε νέος ορολογικός τύπος χαρακτηρίζεται με το σωματικό αντιγόνο Ο και τα βλεφαριδικά, ειδικά η μη ει​δικά αντιγόνα, τα οποία έχει, Π.χ. 64:u: 1,5,7.

Η πρώτη και βασική εργασία του κλινικού εργαστηρίου είναι ο χαρακτηρισμός ενός στελέχους σαν σαλμονέλλα με βάση τις βιοχημικές δοκιμασίες. Από άποψη βιοχημικών δοκιμασιών το γένος Salmonella είναι δυνατόν να διακριθεί σε τρία είδη: τη S. cholerae-suis, τη S. typhi και τη S. enteritidis. Στα είδη S. cholerae-suis και S. typhi αντιστοιχεί από ένας μόνο ορολογικός τύπος, ενώ το είδος S. enteritidis περιλαμβάνει όλους τους άλλους ορολογικούς τύπους. Ένας oρολογικός τύπος, η S. paratyphi-A, είναι δυνατόν να διαχωρισθεί με βιοχημικές δο​κιμασίες από όλους τους άλλους ορολογικούς τύπους της S. enteritidis, που έχουν τους ίδιους βιοχημικούς χαρακτήρες
Μικροβιολογική διάγνωση

Λήψη δείγματος κοπράνων και αίματος (ή άλλου ύποπτου υλικού για λοίμωξη από το μικρόβιο). 
Συνήθως σε υποψία τυφοειδούς πυρετού, αναζητούμε τη σαλμονέλλα στο αίμα τις πρώτες 10 μέρες και μετά στα κόπρανα. 
Σε διαρροϊκή νόσο αναζητούμε πάντα το μικρόβιο στα κόπρανα. 

Από τις κ/ες αίματος γίνονται ανακαλλιέργειες όταν θολώσουν στα παραπάνω υλικά. Οι κ/ες κοπράνων και άλλων δειγμάτων εμβολιάζονται επίσης στα προαναφερθέντα υλικά. Επώαση αεροβίως σε 37οC.

Χρώσεις Gram, καλλιέργεια όπως παραπάνω και εκτελούμε τις δοκιμασίες για έλεγχο των παραπάνω ιδιοτήτων και από ανακαλλιέργεια σε άγαρ ή από το Kligler κάνουμε ορολογική τυποποίηση. Επίσης γίνεται και η οροαντίδραση Widal που δείχνει την ύπαρξη αντισωμάτων στο αίμα, αλλά η αξία της σήμερα θεωρείται περιορισμένη.
Λοιμώξεις

Προκαλεί εντερίτιδα, τροφική δηλητηρίαση, τυφοειδή πυρετό, οστεομυελίτιδα, αρθρίτιδες, χολοκυστίτιδα κ.α. λοιμώξεις.

Μετά τη νόσο μπορεί να παραμείνει φορεία του μικροβίου επί μεγάλο διάστημα.
Aναλυτικότερα: 

Η  Salmonella αποτελεί το συχνότερο αίτιο βακτηριακής γαστρεντερίτιδας σε παιδιά και ενήλικες. 

ΜΕΤΑΔΟΣΗ: 
1. Διατροφή (νερό συχνότερα, κρέας κυρίως πουλερικών, αυγά, χόρτα).
2. Άνθρωπος (φορέας – ασθενείς, ασθενείς σε ανάρρωση) 
3. Σπανιότερα σκόνη - έντομα 
Ορισμένες σαλμονέλλες προσβάλλουν μόνο τον άνθρωπο, π.χ. η S. typhi, άλλες προσβάλλουν μόνο τα ζώα, ενώ οι περισσότερες προκαλούν νόσο στον άνθρωπο και τα ζώα, όπως π.χ. η S. typhimurium.

Στον άνθρωπο οι σαλμονέλλες προκαλούν εντερικό πυρετό (τυφοειδής πυρε​τός, παράτυφοι) και οξεία διαρροϊκή νόσο.

Η λοιμογόνος δύναμη της Salmonella οφείλεται στη διεισδυτική της ικανότητα στα κύτταρα του λεπτού αλλά και παχέος εντέρου (μπορεί να έχουμε μερικές φορές πυοαιματηρές κενώσεις) αλλά και στο μηχανισμό ενεργοποίησης αδενυλοκυκλάσης και έκκριση νερού και ηλεκτρολυτών στο λεπτό έντερο κυρίως.

Τυφοειδής πυρετός. Αίτιο του τυφοειδούς πυρετού είναι η S. typhi. Πρόκειται για συστηματική, ση​ψαιμική νόσο με δευτεροπαθή εντόπιση στο έντερο. Το μικρόβιο εισχωρεί στον οργανισμό από το στόμα, έρχεται στον εντερικό σωλήνα, περνά τον εντερικό βλεννογόνο και φθάνει στους μεσεντέριους λεμφαδένες. Εκεί πολλαπλασιάζεται, και δια του θωρακικού πόρου φθάνει στην κυκλοφορία (πρωτοπαθής μικροβιαι​μία). Η μικροβιαιμία αυτή είναι παροδική, επειδή τα φαγοκύτταρα του δικτυενδο​θηλιακού συστήματος απομακρύνουν γρήγορα το μικροοργανισμό από την κυκλο​φορία. Μέσα στα φαγοκύτταρα το μικρόβιο πολλαπλασιάζεται με αποτέλεσμα την καταστροφή των φαγοκυττάρων, την είσοδο του μικροβίου στο αίμα (δευτεροπα​θής μικροβιαιμία) και την εξάπλωση της λοιμώξεως σε άλλους ιστούς. Στη φάση αυτή η S. typhi απομονώνεται από το αίμα του ασθενούς. Αυτό συμβαίνει τις πρώ​τες 10 ημέρες της νόσου.

Από τη λοίμωξη της χοληδόχου κύστεως το μικρόβιο έρχεται δια του χοληδό​χου πόρου στον εντερικό σωλήνα. Πολλαπλασιάζεται στις παϋέριες πλάκες (λεμ​φοζίδια) και προκαλεί νέκρωση του βλεννογόνου. Στη φάση αυτή παρατηρούνται αιμορραγίες από τον εντερικό σωλήνα και το μικρόβιο απομονώνεται από τα κό​πρανα του ασθενούς. Αυτό συμβαίνει τη δεύτερη και τρίτη εβδομάδα της νόσου.

Ο τυφοειδής πυρετός χαρακτηρίζεται από ψηλό πυρετό, ρίγη, διόγκωση των λεμφαδένων, σπληνομεγαλία, λευκοπενία και κοιλιακούς πόνους. Μερικές φορές είναι δυνατόν να εμφανισθούν ερυθρές κηλίδες στο θώρακα και την κοιλιακή χώ​ρα, να γίνει διάτρηση του εντέρου, με αποτέλεσμα την ανάπτυξη περιτονίτιδας η να εγκατασταθεί το μικρόβιο σε άλλα όργανα και να προκαλέσει οστεομυελίτιδα, μηνιγγίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, νεφρίτιδα, βρογχίτιδα και πνευμονία.

Πρέπει να σημειωθεί ότι ποσοστό 3% από τα άτομα που πέρασαν τυφοειδή πυ​ρετό παραμένουν χρόνιοι φορείς του μικροβίου, χωρίς να εμφανίζουν ενοχλήματα. Τα άτομα αυτά φιλοξενούν την S. typhi στη χοληδόχο κύστη, όπου πολλαπλασιάζε​ται και αποβάλλεται με τα κόπρανα. Οι χρόνιοι φορείς είναι επικίνδυνοι στη δημό​σια υγεία, ιδιαίτερα όταν ασχολούνται με τα τρόφιμα (μάγειροι).

Παράτυφοι.

Άλλες σαλμονέλλες, ιδιαίτερα η S. paratyphi-A και η S. paratyphi-B, εισέρχονται στην κυκλοφορία και προκαλούν νόσο, που μοιάζει κλινικά με τον τυφοειδή πυρετό, αλλά τα συμπτώματα της είναι σχετικά ελαφρότερα. Η S. cholerae-suis προκαλεί εντερικό πυρετό κυρίως στα παιδιά.

   Οξεία διαρροϊκή νόσος (τροφική δηλητηρίαση)


Όλες οι σαλμονέλλες, εκτός από τη S. typhi, είναι δυνατόν να προκαλέσουν οξεία διαρροϊκή νόσο. Στην περίπτωση αυτή οι σαλμονέλλες παραμένουν στο έντε​ρο, δεν εισχωρούν στο αίμα και δεν παρατηρείται μικροβιαιμία. Τα μικρόβια απο​μονώνονται μόνο από τα κόπρανα.


Η νόσος χαρακτηρίζεται από κοιλιακούς πόνους, ναυτία, εμετούς, διαρροϊκές κενώσεις και συνοδεύεται από πυρετό που διαρκεί 1 ως 4 ημέρες. Η διαρροϊκή νόσος αρχίζει μετά από 8 ως 48 ώρες από την κατανάλωση τροφί​μων ζωικής προελεύσεως, κυρίως κρέατος, που έχουν μολυνθεί με σαλμονέλλες.

ΠΡΟΛΗΨΗ: 

Καλή Δημόσια Υγεία, Ύδρευση – αποχέτευση, Πλύσιμο ΧΕΡΙΩΝ, Ψυγείο, Βράσιμο κρέατος – παραγώγων 
ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ 

(όσους πάνε σε ενδημικές περιοχές - στενή επαφή με φορείς)
41. Πώς µεταδίδονται οι σαλµονέλλες; Πώς θα αναζητήσουµε το αίτιο σε σαλµονέλωση; 

42. Μικροβιολογική διάγνωση σαλµονέλλωσης. 
43. Τι γνωρίζετε ΣΥΝΟΠΤΙΚΑ για τις λοιμώξεις από σαλμονέλλες;
Shigella
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Το γένος ShigeIIa περιλαμβάνει 4 είδη: τη S. dysenteriae, τη S. flexneri, τη S. boydii και τη S. sonnei. Στο δυτικό κόσμο τα συχνότερα είδη Shigella που απομονώνονται από τα κόπρανα είναι η S.sonnei, και η S. flexneri. Η λοίμωξη από S.dysenteria είναι συχνότερη στις υπανάπτυκτες χώρες. Οι σιγκέλλες θεωρούνται τα κατεξοχήν εντεροδιεισδυτικά μικρόβια. Αρκεί η κατανάλωση 10 μόνο ζωντανών κυττάρων του μικροβίου με την τροφή για να εκδηλωθεί η νόσος, ενώ για άλλα μικρόβια χρειάζονται 100000 -10000000.

Μετάδοση με τρόφιμα, με στοματική-εντερική οδό.
Μορφολογία και χρώση 

 Gram αρνητικό βακτηρίδιο, ακίνητο, χωρίς βλεφαρίδες. 
Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Ευχερής καλλιέργεια σε κοινά θρεπτικά υλικά, αεροβίως και αναεροβίως (προαιρετικά αναερόβιο). Στο McConkey άχρωμες αποικίες, δηλαδή είναι λακτόζη αρνητική. Έχουν άριστη θερμοκρασία αναπτύξεως τους 37o C.
Η S.sonnei, έχει δύο μορφές, μικρές λείες αποικίες (S, smooth) (στάδιο δυσεντερίας) και μεγάλες με δαντελωτή περιφέρεια (R, rough) σε φορείς ή μετά από ανακαλλιέργειες.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Ακίνητη (όχι βλεφαρίδες).

Ζυμώνει γλυκόζη χωρίς αέριο, (αλλά ορισμένα στελέχη της S.flexneri παράγουν αέριο από τη ζύμωση της γλυκόζης.

Δεν ζυμώνουν τη λακτόζη (αλλά περίπου 90% από τα στελέχη της S. sonnei διασπούν τη λακτόζη βραδέως, μετά από 3 ως 4 ημέρες).

Δεν παράγει υδρόθειο.

- Οι σιγκέλλες διακρίνονται σε δύο. ομάδες με βάση τη διάσπαση της μαννιτό​λης. Η μία ομάδα διασπά τη μαννιτόλη (S. fleχneri, S. boydii και S. sonnei) και η άλλη δεν διασπά την μαννιτόλη (S. dysenteriae).

Τυποποίηση

Δεν έχει βλεφαριδικά αντιγόνα (γι αυτό είναι ακίνητη).

Με τα σωματικά διακρίνεται σε S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii και S.sonnei. Kαι αυτές διακρίνονται και παραπέρα σε περισσότερους ορολογικούς τύπους. Με βάση το σωματικό αντιγόνο Ο το κάθε είδος σιγκέλλας διακρίνεται σε ορολογικούς τύπους. Η S. dysenteriae έχει 10 ορολογικούς τύπους, η S. flexneri έχει 6 ορότυπους, η S. boydii έχει 15 ορότυπους και η S. sonnei έχει 1 μόνο ορολογικό τύπο.
Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Εκτός της ικανότητας διείσδυσης που έχει, παράγει εξωτοξίνη (εντεροτοξίνη) με κυτταροτοξική δράση.

Λοιμώξεις

Η ShigeIIa πολλαπλασιάζεται σε όλο το έντερο. Προκαλεί βακτηριακή δυσεντερία, με κοιλιακά άλγη και πυοαιματηρές διαρροϊκές κενώσεις. Βαρύτερη είναι η νόσος από S.dysenteriae που παράγει στο λεπτό έντερο μια τοξίνη, νευροτοξική, η οποία έχει και δράση εντεροτοξίνης, που προκαλεί έκκριση ύδατος και ηλεκτρολυτών κυρίως από το βλεννογόνο του δωδεκαδακτύλου στην αρχή της νόσου.

Στο παχύ έντερο τα κύτταρα του βακτηρίου εισδύουν στα επιθηλιακά κύτταρα, ο μικροοργανισμός πολλαπλασιάζεται και παράγει την εξωτοξίνη η οποία αναστέλλει την πρωτεϊνοσύνθεση. Η εντεροδιεισδυτική κυρίως ικανότητα των κυττάρων της ShigeIIa σε συνδυασμό με την ικανότητά τους να παράγουν την εξωτοξίνη εξηγούν τη νέκρωση των επιθηλιακών κυττάρων του βλεννογόνου και το σχηματισμό ελκών κατά μήκος ολοκλήρου του παχέος εντέρου και του τελικού τμήματος του ειλεού. Ο χρόνος επωάσεως της νόσου κυμαίνεται από 16 έως 48 ώρες (συνήθως είναι 24 ώρες) και οι κλινικές εκδηλώσεις διακρίνονται σε δύο φάσεις. Στην αρχή έχουμε πυρετό, κοιλιακά άλγη και υδαρείς κενώσεις και μετά από 12 έως 24 ώρες ακολουθεί η δεύτερη φάση της δυσεντερίας με βλεννοαιματηρές κενώσεις. Σε ορισμένα άτoμα παρατηρούνται και άλλα συμπτώματα όπως ναυτία, εμετός, πονοκέφαλος, μυαλγίες και σπασμοί στα παιδιά. φαίνεται ότι οι σπασμοί οφείλονται στην εξωτoξίνη που απορροφιέται από τo βλεννoγόνo τoυ παχέος εντέρου (νευροτοξική). Βακτηριαιμία σπανίως παρατηρείται.

Mπορεί να παραμείνει φορεία μετά τη νόσο. 

Μικροβιολογική διάγνωση.

Οι σιγκέλλες αναζητούνται στα κόπρανα του ασθενούς.

α) Τα κόπρανα εμβολιάζονται στα στερεά θρεπτικά υλικά McConkey άγαρ και
Deoxycholate Citrate άγαρ.

β) Οι ύποπτες αποικίες ανακαλλιεργούνται στο υλικό Kligler.

γ) Από το υλικό Kligler γίνονται οι βιοχημικές δοκιμασίες για την τυποποίηση

του στελέχους.

δ) Από το υλικό Kligler γίνεται επίσης ανακαλλιέργεια σε θρεπτικό άγαρ. 
ε) Η καλλιέργεια στο θρεπτικό άγαρ χρησιμεύει για την ορολογική τυποποίηση του στελέχους με τους ειδικούς αντί-Ο ορούς.

44. Μορφολογία, χρώση και καλλιέργεια της Shigella. 
45. Τι γνωρίζετε για τη βακτηριακή δυσεντερία;
Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas και Campylobacter
Μικρόβια που προκαλούν εντερικές λοιμώξεις. Η Aeromonas hydrophila και η Plesiomonas shigelloides αναφέρονται σαν σχετικά σπάνια αίτια γαστρεντερίτιδας συνήθως σε παιδιά.

Aeromonas hydrophila
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μπορεί να υπάρχει σε νερό και τρόφιμα και μεταδίδεται μέσω αυτών.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Ευθέα Gram αρνητικά βακτηρίδια

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Προκαλεί αιμόλυση σε αιματούχο άγαρ.

Χρήσιμος ο εμβολιασμός δειγμάτων κοπράνων σε αιματούχο άγαρ με αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (ampicillin blood agar, ABA). Η αμπικιλλίνη αναστέλλει μεγάλο μέρος της φυσιολογικής χλωρίδας αλλά όχι την αερομονάδα, η οποία επίσης διακρίνεται από την αιμόλυση που προκαλεί.

Δεν αναστέλλεται από βιμπριοστατικό παράγοντα Ο129.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό

Ζυμώνει τη γλυκόζη, οξειδάση θετικό

Λοιμώξεις

Διαρροϊκά σύνδρομα, σπανιότερα εστιακές λοιμώξεις, μικροβιαιμία κ.α.

Plesiomonas
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μπορεί να υπάρχει σε νερό και τρόφιμα και μεταδίδεται μέσω αυτών.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Ευθέα Gram αρνητικά βακτηρίδια

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Δεν προκαλεί αιμόλυση σε αιματούχο άγαρ.

Λακτόζη θετικό

Αναστέλλεται από βιμπριοστατικό παράγοντα Ο129.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό

Ζυμώνει τη γλυκόζη, οξειδάση θετικό

Λοιμώξεις

Διαρροϊκά σύνδρομα κυρίως

Campylobacter
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

C.fetus subsp. fetus, C.fetus subsp. jejuni κ.α.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σαν τα δονάκια

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Θέλει μικροαερόφιλες συνθήκες. 

Χρησιμοποιούμε το υλικό Skirrow (αιματούχο με αντιβιοτικά) για να αναστείλει τη χλωρίδα. Επειδή το συχνό C.jejuni αναπτύσσεται σε 42οC, όπου η χλωρίδα αναστέλλεται, επωάζουμε συνήθως και σε αυτή τη θερμοκρασία.

Βάζουμε επίσης ένα δίσκο κεφαλοθίνης που επίσης αναστέλλει τη χλωρίδα αλλά το Campylobacter είναι ανθεκτικό, για ευκολότερη απομόνωση.

Αποικίες μικρές, γκρίζες, βλεννώδεις συχνά.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Οξειδάση θετικό

Λοιμώξεις

Από τα διάφορα είδη Cambylobacter, το  C. jejuni  είναι το συχνότερο αίτιο οξείας γαστρεντερίτιδας παγκοσμίως, κυρίως σε παιδιά, και προκαλεί διαρροϊκές κενώσεις αιματηρές γιατί είναι διεισδυτικό. 
Ο μικροοργανισμός απομονώνεται από τα κόπρανα πολλών ζώων τα οποία αποτελούν πηγή μολύνσεως για τον άνθρωπο (οικιακά ζώα, όπως σκύλοι, γάτες, κοτόπουλα, γαλοπούλες, άλογα, αγελάδες, πρόβατα και χοίροι, και διάφορα τρωκτικά). Οι περισσότερες περιπτώσεις τροφικής δηλητηριάσεως οφείλονται στην κατανάλωση γάλακτος που δεν έχει παστεριωθεί, σε μολυσμένο πόσιμο νερό, ενώ έχουν περιγραφεί σποραδικές περιπτώσεις διάρροιας μετά από επαφή με μολυσμένες γάτες και σκύλους. 

Φαίνεται ότι η παθογόνος δράση οφείλεται στην εντεροδιεισδυτική ικανότητα των κυττάρων. Ο χρόνος επωάσεως της νόσου κυμαίνεται από 3 έως 5 ημέρες. Χαρακτηριστική κλινική εκδήλωση είναι οι διαρροϊκές κενώσεις, σι οποίες στην αρχή είναι υδαρείς και στη συνέχεια μετατρέπονται σε βλεννοαιματηρές και περιέχουν πυοσφαίρια. Σε ορισμένες περιπτώσεις η νόσος εκδηλώνεται με συμπτωματολογία οξείας σκωληκοειδίτιδας, ενώ σπανίως παρατηρείται παροδική βακτηριαιμία. Χωρίς θεραπεία το διαρροϊκό σύνδρομο υποχωρεί συνήθως μετά από 48 έως 72 ώρες, αλλά είναι δυνατό να διαρκέσει και μέχρι 10 ημέρες.

Διάφορα είδη καμπυλοβακτηριδίου έχουν συσχετισθεί με άλλες λοιμώξεις όπως αναπνευστικές λοιμώξεις εγκύων, μηνιγγοεγκεφαλίτιδα σε νεογνά και ανοσοκατασταλμένους, αρθρίτιδα κ.α. Επίσης ανοσολογικές επιπλοκές μετά από καιρό από τη λοίμωξη διερευνώνται όπως νευρολογικά σύνδρομα (Guillain Barré κ.α.) κ.α.

Δονάκια (Vibrio)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Μερικά αποτελούν μέλη της χλωρίδας

Το V.parahemolyticus προκαλεί οξύ διαρροϊκό σύνδρομο μετά κατανάλωση θαλασσινών

Το V.cholerae προκαλεί τη διαρροϊκή νόσο χολέρα.

Tα άλλα Vibrio δεν έχουν σαφή παθογόνο δράση

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Μικρά Gram αρνητικά ευθέα ή κεκαμμένα, με μορφή κόμματος. Μπορεί να ενώνονται δύο-τρία κύτταρα σε μορφή “S”.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Τα Vibrio αναπτύσσονται στα κοινά υλικά.

Αν στο υλικό ABA της αερομονάδας βρούμε ΟΧ+ αποικίες με αιμόλυση, κάνουμε Gram και έλεγχο ευαισθησίας με βιμπριοστατικό παράγοντα Ο129. Τα δονάκια έχουν χαρακτηριστική Gram χρώση και είναι ευαίσθητα σε βιμπριοστατικό παράγοντα Ο129. Τότε θεωρούνται μέλη της χλωρίδας.

Αν υποψιαζόμαστε V.parahemolyticus προχωράμε σε ταυτοποίηση με πολλαπλές βιοχημικές δοκιμές

Ειδικά αν ψάχνουμε για δονάκιο χολέρας, χρησιμοποιούμε αλκαλικά υλικά, ειδικά που αναστέλλουν το E.coli. Χρησιμοποιούμε αντιορούς και πολλαπλές βιοχημικές δοκιμές

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Οξειδάση θετικά, διασπούν γλυκόζη, θετική δοκιμασία νιτρικών.

Διασπούν τη γλυκόζη

Τυποποίηση

Με ειδικούς αντιορούς για δονάκιο χολέρας.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Τα V.cholerae παράγουν εξωτοξίνη (εντεροτοξίνη) που προκαλούν έκκριση νερού και ηλεκτρολυτών στο έντερο αλλά δεν προκαλούν βλάβες στον εντερικό βλεννογόνο.
Λοιμώξεις

Διαρροϊκά σύνδρομα ποικίλης βαρύτητας και επιδημίες
Το Vibrio cholerae προκαλεί τη νόσο χολέρα που είναι μικρής σημασίας για τη χώρα μας. Όμως πρέπει να την έχει υπόψη του ο θεράπων ιατρός σε άτομα που έχουν ταξιδέψει πρόσφατα στο εξωτερικό (Ινδία, Αφρική, Νότιος Αμερική κ.α.). 
Ο άνθρωπος μολύνεται με το μολυσμένο νερό, τα μολυσμένα τρόφιμα ή με ά​μεσο επαφή. Οι μεγάλες επιδημίες χολέρας οφείλονται στο μολυσμένο νερό.

Τα στελέχη του βακτηρίου παράγουν μια εντεροτοξίνη, που αποτελείται από τρία διαφορετικά κλάσματα, το κλάσμα Α1, το Α2 και το Β. Τo κλάσμα Α1 αποτελεί το δραστικό μέρος του μορίου της εντεροτοξίνης, το Α2 ενώνει το Α1 με το Β και το κλάσμα Β χρησιμεύει για τη σύνδεση του μορίου της εντεροτοξίνης στη μεμβράνη του ευκαρυωτικού κυττάρου.

Μετά τη σύνδεση των υπομονάδων του κλάσματος Β με τους υποδοχείς της μεμβράνης ακολουθεί η αποσύνδεση του Α1 που εισέρχεται στο κύτταρο και με τη δράση του ενεργοποιείται η αδενυλοκυκλάση και αυξάνεται ενδοκυττάρια η cAMP που προκαλεί την έκκριση νερού και ηλεκτρολυτών. 

Η παραγωγή της εντεροτοξίνης γίνεται in vivo αφoύ πολλαπλασιασθούν τα κύτταρα στο λεπτό έντερο, γι αυτό από τη λήψη (με το μολυσμένο νερό συνήθως) του μικροβίου μέχρι να εκδηλωθούν συμπτώματα παρέρχονται 12 – 48 ώρες.

Η νόσος χαρακτηρίζεται από επώδυνες μυϊκές συ​σπάσεις στη κοιλιακή χώρα, εμετούς και πολλές διαρροϊκές κενώσεις που μοιάζουν με ρυζόνερο. Ο ασθενής μπορεί να χάσει 10 ως 15 λίτρα υγρών την ημέρα, να φθάσει σε πλήρη αφυδάτωση και να καταλήξει στο θάνατο μέσα σε λίγες ώρες.

Εκτός από τη βαριά μορφή χολέρας είναι δυνατόν να παρατηρηθούν και ελαφρές μορφές της νόσου, που χαρακτηρίζονται από μικρό αριθμό διαρροϊκών κενώσεων και διαρκούν από 1 ως 4 ημέρες.

To Vibrio parahaemolyticus  βρίσκεται φυσιολογικά στο θαλάσσιο περιβάλλον και αποτελεί συχνό αίτιο τροφικής δηλητηρίασης στην Ιαπωνία, όπου γίνεται μεγάλη κατανάλωση ωμών ψαριών. Κρούσματα της νόσου αναφέρονται και σε άλλες χώρες υπό την κατανάλωση μολυσμένων ψαριών και θαλασσινών.
Τροφική δηλητηρίαση αναπτύσσεται επίσης εάν τα ψάρια και τα οστρακόδερμα (καβούρια, στρείδια, αστακοί, γαρίδες) δε μαγειρευτούν σε αρκετά υψηλή θερμοκρασία κατάλληλη για την καταστροφή όλων των κυττάρων του βακτηρίου και στη συνέχεια το τρόφιμο παραμείνει στη θερμοκρασία δωματίου για αρκετή ώρα. Χαρακτηριστική κλινική εκδήλωση είναι οι υδαρείς κενώσεις που συνοδεύονται από ελαφρά κοιλιακά άλγη. 

Gram αρνητικά αεροβια ΑΖΥΜΩΤΙΚΑ βακτηρίδια 

Ψευδομονάδες

Γενικά
Το γένος Pseudomonas ανήκει στην οικογένεια Pseudomonadaceae και περι​λαμβάνει πολλά είδη. Τα περισσότερα είδη ζουν ελεύθερα στο φυσικό περιβάλλον (χώμα, νερό, θάλασσα κλπ.). Ορισμένα είδη προκαλούν νόσους στα φυτά και τα ζώα. Ενώ άλ​λα είδη είναι ευκαιριακά παθογόνα μικρόβια για τον άνθρωπο. Υπάρχουν συχνά στο νοσοκομειακό περιβάλλον.

Το συχνότερο αίτιο λοιμώξεων από ψευδομονάδες στον άνθρωπο είναι η Pseu​domonas aeruginosa. Άλλες ψευδομονάδες που είναι δυνατόν να απομονωθούν από λοιμώξεις του ανθρώπου αλλά σε πολύ μικρότερη αναλογία από την Ρ. aerugi​nosa είναι τα είδη: Ρ. fluorescens, Ρ. maltophilia, Ρ. cepacia, Ρ. stutzeri, P.putida,  Ρ. mallei και Ρ. pseudomallei.

Παλαιότερα στις ψευδομονάδες περιλαμβάνονταν η P.maltophilia, P.cepacia κ.α. αλλά με τις νεότερες ταξινομήσεις άλλαξε η ονομασία σε Stenotrophomonas maltophilia, Bulkholderia cepacia κλπ. και κατατάσσονται πλέον στα διάφορα μη ζυμωτικά βακτηρίδια. 

Τα περισσότερα είναι ευκαιριακά μικρόβια και προκαλούν νοσοκομειακές λοιμώξεις, σε ανοσοκατασταλμένους, σε παιδιά με κυστική ίνωση κ.α., σε μικρότερη όμως συχνότητα από την P.aeruginosa. H θεραπεία των ψευδομοναδικών λοιμώξεων είναι συχνά δύσκολη λόγω της πολυαντοχής στα αντιβιοτικά.

Pseudomonas aeruginosa (ψευδομονάδα η πυοκυανική ή αεριογόνος)

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Μικρό Gram αρνητικό βακτηρίδιο, κινητό, αμφίτριχο (1 βλεφαρίδα σε κάθε πόλο).

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Μόνο αεροβίως σε 37ο C άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης, με ευχέρεια στα κοινά θρεπτικά υλικά. Στο McConkey άχρωμες αποικίες (λακτόζη αρνητικό).

Συχνή παραγωγή πράσινης χρωστικής (σπανιότερα και άλλες χρωστικές).

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Αναπτύσσεται και στους 42ο C.

Καταλάση και Οξειδάση θετική.

- Διασπά οξειδωτικώς (= οξειδώνει) τη γλυκόζη χωρίς την παραγωγή αερίου.

Δε ζυμώνει τη γλυκόζη (αζυμωτικό) 

 Λακτόζη αρνητικό. Δεν παράγει υδρόθειο. 

Κινητό (φέρει βλεφαρίδα σε κάθε πόλο)

Παράγει χρωστικές. Από όλα τα είδη ψευδομονάδας μόνο η Ρ. aerugi​nosa (πάνω από τα μισά στελέχη) παράγει πράσινη πυοκυανίνη διαλυτή στο νερό και το χλωροφόρμιο. Στελέχη που παράγουν πυοκυανίνη χαρακτηρίζονται εύ​κολα ως Ρ. aeruginosa και δεν χρειάζονται άλλες δοκιμασίες για την τυποποίηση του μικροβίου. Οι ψευδομονάδες παράγουν σπανιότερα και άλλες χρωστικές, όπως πυορουμπίνη, πυομελανίνη και φθοροσεΐνη. Η φθορεσεΐνη είναι πρασινοκίτρινη χρωστική διαλυτή στο νερό αλλά όχι διαλυτή στο χλωροφόρμιο. Καλλιέργειες του μικροβίου που παράγουν φθορεσεΐνη φθορίζουν, όταν προσπέσει υπεριώδης ακτινοβολία. Η πυορουμπίνη είναι κόκκινη χρωστική και η πυομελανίνη έχει χρώμα καστανό​μαυρο.

Τυποποίηση

Σε ορολογικούς τύπους με βάση τα σωματικά αντιγόνα Ο.

Ιδιότητες
Mπορεί να παράγει πολυσακχαριδικό γλυκοκάλυκα (slime).

Λοιμώξεις

Η Ρ. aeruginosa είναι ευκαιριακό παθογόνο μικρόβιο για τον άνθρωπο. Οι λοι​μώξεις από Ρ. aeruginosa αφορούν κυρίως άτομα που νοσηλεύονται σε νοσοκο​μεία (νοσοκομειακές λοιμώξεις). Λοιμώξεις από Ρ. aeruginosa παρατηρούνται κυ​ρίως σε ασθενείς που πάσχουν από λευχαιμία ή άλλες νεοπλασίες, σε εγκαυματίες, σε άτομα που έχουν υποστεί μεγάλες χειρουργικές επεμβάσεις και σε ασθενείς που θεραπεύονται με ακτινοβολίες, αντιβιοτικά και ανοσοκατασταλτικά φάρμακα.

Η Ρ. aeruginosa είναι δυνατόν να προκαλέσει ενδονοσοκομειακές λοιμώξεις όπως ουρολοιμώξεις, μηνιγγίτιδα, λοιμώξεις από καθετήρες, ση​ψαιμία, πνευμονία, διαπυήσεις τραυμάτων κ.ά. και εξωνοσοκομειακές λοιμώξεις όπως ωτίτιδα, λοιμώξεις τραυμάτων, επιπεφυκίτιδα κ.α. Είναι από τα κύρια αίτια λοιμώξεων του αναπνευστικού σε ινοκυστική νόσο λόγω χρόνιου αποικισμού από βλεννώδη στελέχη.
Χαρακτηριστικό της Ρ. aeruginosa είναι η ανθεκτικότητα της στα περισσότερα από τα συνηθισμένα αντιβιοτικά. Η ιδιότητα αυτή κάνει τις λοιμώξεις από Ρ. aer​uginosa επικίνδυνες ιδιαίτερα για τα άτομα που είναι επιβαρυμένα από άλλη νόσο.

46. Μορφολογία, χρώση και καλλιέργεια ψευδοµονάδας. 

47. Ποιο είδος ψευδοµονάδας παράγει την πυοκυανίνη και ποιες άλλες χρωστικές παράγουν οι ψευδοµονάδες ; 

Acinetobacter
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Παγκόσμια κατανομή, αρκετά είδη. Υπάρχει στο νοσοκομειακό περιβάλλον συχνά.

Το Acinetobacter baumannii (παλαιότερα anitratus) είναι το συχνότερο παθογόνο.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικό βακτηρίδιο με πολυμορφισμό (σαν κόκκος ή διπλόκοκκος και βακτηρίδιο στο ίδιο μικροσκοπικό παρασκεύασμα).

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αεροβίως. Στο McConkey άχρωμες αποικίες (Λακτόζη αρνητικό).

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Ακίνητο.

Αζυμωτικό βακτηρίδιο.

Λοιμώξεις

Ποικίλες λοιμώξεις κυρίως νοσοκομειακές.

Gram θετικά βακτηρίδια

Κορυνοβακτηρίδιο της διφθερίτιδας

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram + μη σπορογόνο βακτηρίδιο, με πολυμορφισμό, κύτταρα σε σχήμα κορύνας και σχηματισμούς που μοιάζουν με κινέζικα γράμματα, πασσάλους φράκτη ή L και V. 

Περιέχουν κοκκία βολουτίνης «αλλόχρωμα ή μεταχρωματικά» που είναι πολυμερισμένο ανόργανο φωσφορικό οξύ (1-6 κοκκία, κυρίως στους πόλους) (με διάφορες χρώσεις βάφεται διαφορετικά το κοκκίο από το υπόλοιπο σώμα του κυττάρου, με χρώσεις Stoltenberg, Albert, Neisser, Loeffler). 

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αερόβιο, σε 37ο C, ανάπτυξη σε κοινά θρεπτικά υλικά αλλά ευνοείται από την παρουσία ορού αίματος. Κατάλληλο θρεπτικό εμπλουτιστικό υλικό είναι το Loeffler με ορό αίματος ζώου και γλυκόζη.

Αλλά στο φάρυγγα δεν είναι εύκολη η αναγνώριση ανάμεσα στα πολλά και άφθονα μικρόβια της φυσιολογικής χλωρίδας. Γι αυτό χρησιμοποιούμε υλικά εκλεκτικά που αναστέλλουν σε μεγάλο βαθμό τα μικρόβια της χλωρίδας. Εκλεκτικά είναι τα υλικά με αίμα και τελλουριώδες Κ (υλικό Hoyle κ.α.) όπου η αποικία είναι μαύρη από αναγωγή του τελλουριώδους καλίου. 

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Από τις χαρακτηριστικές αποικίες στα ειδικά υλικά ελέγχουμε τη διάσπαση γλυκόζης και μαλτόζης που είναι θετικές. 

Επίσης δοκιμή καταλάσης θετική. 

Χρώση για έλεγχο μεταχρωματικών κοκκίων θετική.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, κλπ.

Πολύ τοξική εξωτοξίνη είναι η διφθεριτική τοξίνη που είναι υπεύθυνη για τη νόσο διφθερίτιδα. Η παραγωγή ελέγχεται από βακτηριοφάγους. Η τοξίνη αυτή είναι πολύ τοξική ουσία. Αναφέρεται χαρακτηριστικά ότι 30 περίπου γραμμά​ρια τοξίνης κορυνοβακτηριδίου της διφθερίτιδας είναι αρκετά για να φονεύσουν πληθυσμό 10.000.000 ανθρώπων. Η εξωτοξίνη είναι θερμοευαίσθητη, έχει Μ.Β. 62000 και αποτελείται από 2 πολυπεπτιδικά κλάσματα, το Α (Μ.Β. 24000) και το Β (Μ.Β. 38000), που συνδέονται μεταξύ τους με δισουλφιδικό δεσμό. Το κλάσμα Β χρησιμεύει για την προσκόλληση της τοξίνης στη μεμβράνη των κυττάρων, ενώ το κλάσμα Α εισχωρεί μέσα στα κύτταρα και αναστέλλει την πρωτεϊνοσύνθεση.


Όταν επιδράσει φορμόλη 4,5% στην εξωτοξίνη, λαμβάνεται η ατοξίνη που ενώ δεν έχει τοξική δράση, διατηρεί την αντιγονική ισχύ και ειδικότητα της εξωτοξίνης. Η ατοξίνη χρησιμεύει σαν εμβόλιο για την προφύλαξη από τη νόσο.
Δοκιμασία ELEC
Ανίχνευση τοξίνης με δοκιμασία ELEC (ιζηματινοαντίδραση με ανοσοδιάχυση, χρησιμοποιώντας αντιτοξίνη και καλλιέργημα του στελέχους). Σε ένα τρυβλίο με θρεπτικό άγαρ, ορό κουνελιού και τελλουριώδες κάλιο τοποθετείται τεμάχιο διηθητικού χαρτιού που έχει εμποτισθεί σε αντιτοξικό ορό (περιέχει αντισώματα-αντιτοξίνες - εναντίον της εξωτοξίνης. Παράγεται αν χορηγήσομε ατοξίνη σε ζώο). Κάθετα στο διηθητικό χαρτί εμβολιάζεται το στέλεχος και το τρυβλίο επωάζεται επί 18 ως 24 ώρες στους 37ο  C. Αν το στέλεχος είναι τοξινογόνο, η τοξίνη του θα αντιδράσει με τα αντισώματα του αντιτοξικού ορού και θα σχηματισθεί μία γραμμή καθιζήσεως ε​πάνω στο θρεπτικό υλικό και σε απόσταση 2-5 mm από το διηθητικό χαρτί. Η γραμμή καθίζησης είναι ορατή με γυμνό μάτι.

Ανίχνευση τοξίνης επίσης με εμβολιασμό σε πειραματόζωα.

Χορήγηση αντιτοξίνης χρειάζεται κατά τις πρώτες ώρες της λοίμωξης, ενώ το εμβόλιο (τοξοειδές ή ατοξίνης) γίνεται σε όλο τον πληθυσμό σε παιδική ηλικία. Πριν τη χρήση αντιτοξίνης ή αν χρειάζεται εμβολιασμός ενηλίκων γίνεται έλεγχος υπερευαισθησίας (δερμοαντίδραση Shick)

Λοιμώξεις

Το  Κορυνοβακτηρίδιο της διφθερίτιδας εντοπίζεται αρχικά στις αμυγδαλές και τα παρίσθμια και σε μικρότερη συχνότητα στο ρινοφάρυγγα ή το λάρυγγα. Στο σημείο της εντοπίσεως το μικρόβιο πολλαπλασιάζεται και παράγει την εξω​τοξίνη που προκαλεί τοπική καταστροφή των ιστών, με αποτέλεσμα τη συρροή λευκών αιμοσφαιρίων, την εναπόθεση εξιδρώματος και το σχηματισμό των χαρα​κτηριστικών ψευδομεμβρανών (διφθέρες). Στην αρχή οι ψευδομεμβράνες έχουν άσπρο χρώμα, που με την πάροδο των ημερών μετατρέπεται σε φαιό μέχρι καστα​νέρυθρο. Αν η αρχική εντόπιση του μικροβίου είναι στο λάρυγγα, η ψευδομεμβράνη μπο​ρεί να αποκλείσει την αεροφόρο οδό και να προκαλέσει το θάνατο από ασφυξία.


Από το σημείο της εντοπίσεως του μικροβίου, η εξωτοξίνη έρχεται στην κυ​κλοφορία (τοξιναιμία) και προσβάλλει διάφορα όργανα. Η παραγωγή μεγάλου πο​σού τοξίνης προκαλεί εκφύλιση των κυττάρων του καρδιακού μυός με συνέπεια την εμφάνιση καρδιακής ανεπάρκειας και το θάνατο του ασθενή 3 ημέρες μετά την έναρξη της νόσου. Η παραγωγή μικρών ποσών τοξίνης προκαλεί παράλυση της μαλθακής υπερώας, των μυών του οφθαλμού και των άκρων.

Μικροβιολογική διάγνωση.

Το υλικό που εξετάζεται για την απομόνωση του Κορυνοβακτηριδίου της διφθε​ρίτιδας είναι επίχρισμα του φάρυγγα, που το παίρνομε με αποστειρωμένο βαμβα​κοφόρο στυλεό.

Λαμβάνονται δύο δείγματα επιχρίσματος: Το ένα χρησιμοποιείται για να γίνουν άμεσα παρασκευάσματα και το δεύτερο εμβολιάζεται στα κατάλληλα θρεπτικά υλι​κά.

1) Άμεσα παρασκευάσματα.

Γίνονται δύο άμεσα παρασκευάσματα. Το ένα χρωματίζεται κατά Gram και το άλλο με μία από τις ειδικές χρώσεις για τη διαπίστωση της παρουσίας μεταχρωμα​τικών κοκκίων.

Η ανεύρεση βακτηριδίων, που έχουν τη μορφολογία του Κορυνοβακτηριδίου της διφθερίτιδας, δεν προσφέρει μεγάλη βοήθεια, επειδή και άλλα σαπροφυτικά βακτηρίδια του φάρυγγα εμφανίζουν την ίδια μορφολογία και έχουν μεταχρωματι​κά κοκκία. Το αποτέλεσμα αυτής της εξετάσεως χρησιμεύει μόνο σαν ένδειξη για το Εργαστήριο και δεν έχει αξία να ανακοινωθεί στην Κλινική.

2) Καλλιέργεια.

Το επίχρισμα του φάρυγγα καλλιεργείται στο υλικό Loeffler, σε υλικό με τελλου​ριώδες κάλιο και σε ένα αιματούχο άγαρ. Το αιματούχο χρειάζεται για τη διαπίστω​ση β-αιμολυτικών στρεπτοκόκκων ομάδας Α, που δυνατόν να είναι υπεύθυνοι για τη φλεγμονή των αμυγδαλών.

- Από τις ύποπτες αποικίες γίνονται παρασκευάσματα και χρωματίζονται κατά Gram και με μία από τις ειδικές χρώσεις για τη διαπίστωση της παρουσίας των με​ταχρωματικών κοκκίων.

- Οι ύποπτες αποικίες, που τα κύτταρά τους έχουν τη μορφολογία του κορυνο​βακτηριδίου, ανακαλλιεργούνται στο υλικό Loeffler και μετά την ανάπτυξή τους ε​λέγχονται με διάφορες βιοχημικές δοκιμασίες για να διαπιστωθεί αν πρόκειται για Κορυνοβακτηρίδιο της διφθερίτιδας ή για άλλο είδος σαπροφυτικού Κορυνοβακ​τηριδίου.
- Αν το στέλεχος, που έχει απομονωθεί, είναι Κορυνοβακτηρίδιο της διφθερί​τιδας, ελέγχεται για την παραγωγή τοξίνης. 
48. Μορφολογία, χρώση και καλλιέργεια κορυνοβακτηριδίου διφθερίτιδας 

Λιστέρια μονοκυτταρογόνος 

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram + μη σπορογόνο βακτηρίδιο

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Μικρή ζώνη β-αιμόλυσης σε αιματούχο άγαρ. Ψυχρόφιλο, χρήσιμος ο κρυοεμπλουτισμός σε 4οC.

Το ΕΝΥ και το αίμα είναι τα κατάλληλα υλικά καλλιέργειας και πρέπει σε υποψία να παρατείνουμε την επώαση και να κάνουμε κρυοεμπλουτισμό.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Κινητό (έχει βλεφαρίδες) σε 20οC
Καταλάση θετικό

Λοιμώξεις

Πυρετός σε εγκύους, σηψαιμία και μηνιγγίτιδα σε νεογνά και ανοσοκατασταλμένους, εστιακές λοιμώξεις ποικίλες. 

Βάκιλλος του άνθρακα

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Ζωονόσος και προσβάλλει άτομα που εργάζονται με ζώα (επαγγελματική νόσος).

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram θετικό σπορογόνο βακτηρίδιο με τετραγωνισμένα άκρα.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Κοινά και εμπλουτισμένα υλικά, αεροβίως.

Αποικίες ανώμαλες, με εμφάνιση κεφαλής μέδουσας, χωρίς αιμόλυση.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

φέρει σπόρο κεντρικό ή υποτελικό χωρίς διόγκωση του κυτταρικού σώματος.

Ακίνητο.

Τυποποίηση

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Φέρει έλυτρο.

Παράγει εξωτοξίνη, που προκαλεί νεκρώσεις.

Λοιμώξεις

Προκαλεί τη νόσο άνθρακα, δερματικό άνθρακα (συχνός, 95%, με μικρή θνητότητα 2%), πνευμονικό άνθρακα (σχεδόν πάντα θανατηφόρος) και εντερικό (σπάνιο, 25% θανατηφόρο).

Πρόκειται για ζωονόσο που μεταδίδεται στον άν​θρωπο. Από άνθρακα προσβάλλονται τα πρόβατα, οι αίγες, οι αγελάδες και οι χοί​ροι. Η νόσος είναι θανατηφόρος, χαρακτηρίζεται από αιμορραγίες στους ιστούς και τα όργανα και προκαλεί επιζωοτίες. Στους χοίρους η νόσος είναι χρόνια και εν​τοπισμένη.


Η δερματική μορφή αρχίζει με μία βλατίδα που εξελίσσεται σε φλύκταινα. Ακολουθεί η νέκρωση του σημείου της βλάβης και ο σχηματισμός μιας μαύρης εσχά​ρας (γι' αυτό και η ονομασία της νόσου είναι άνθρακας), που περιβάλλεται από μία σκληρή διόγκωση των γειτονικών ιστών.

Ο άνθρωπος μολύνεται με τους σπόρους του μικροβίου: Η μόλυνση γίνεται με άμεση επαφή, μετά από λύση της συνέχειας του δέρματος, με την εισπνοή των σπόρων ή πολύ σπάνια με τρόφιμα (π.χ. κρέας που δεν έχει βράσει καλά), που πε​ριέχουν σπόρους του μικροβίου.

Ο άνθρακας είναι βασικά επαγγελματική νόσος. Παρατηρείται σε άτομα που έρχονται σε άμεση επαφή με τα ζώα (κτηνοτρόφοι, κτηνίατροι κ.λπ.) ή σε εργάτες σε βιομηχανίες, που ασχολούνται με την επεξεργασία υλικών από τα ζώα, όπως π.χ. του δέρματος, των τριχών για την κατασκευή ψηκτρών, ή των οστών των ζώων για την παρασκευή λιπασμάτων.

Η προφύλαξη των ζώων από τη νόσο γίνεται με εμβόλιο που περιέχει εξασθε​νημένο ελυτροφόρο τοξινογόνο στέλεχος Β. anthracis. Το εμβόλιο για τον άν​θρωπο περιέχει ένα τμήμα της τοξίνης του μικρο​βίου. Στους ανθρώπους ο εμβολιασμός εφαρμόζεται μόνο στα άτομα που έρχονται σε επαφή με τα ζώα ή εργάζονται σε βιομηχανίες που επεξεργάζονται υλικά από ζώα. Στα άτομα αυτά είναι απαραίτητες οι αναμνηστικές δόσεις του εμβολίου για να διατηρείται ικανοποιητικό επίπεδο ανοσίας εναντίον της νόσου.

Μικροβιολογική διάγνωση.

Εξετάζεται το εξίδρωμα της φλύκταινας στη δερματική μορφή της νόσου, τα πτύελα. στην πνευμονική μορφή και τα κόπρανα, όταν υπάρχει υποψία εντερικής μορφής της νόσου.


1) Από το υλικό που πρόκειται να εξετασθεί γίνονται άμεσα παρασκευάσματα, χρωματίζονται κατά Gram και μικροσκοπούνται.


2) Γίνεται καλλιέργεια του υλικού σε αιματούχο άγαρ και επωάζεται στους 35ο ως 37ο C επί 24 ώρες.


3) Από τις ύποπτες αποικίες γίνονται παρασκευάσματα που χρωματίζονται κατά Gram και μικροσκοπούνται και γίνονται διαγνωστικές βιοχημικές δοκιμασίες.

Αν είναι δυνατός ο έλεγχος της παθογόνου δράσεως του στελέχους για τα πει​ραματόζωα (συνήθως χρησιμοποιούνται τα λευκά ποντίκια), το στέλεχος χαρακτη​ρίζεται με βεβαιότητα σαν Β. anthracis, αν προκαλέσει το θάνατο των ζώων.

Bacillus cereus
Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram θετικό βακτηρίδιο.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Παράγει τοξίνη.

Λοιμώξεις

Υπεύθυνο για τροφικές δηλητηριάσεις

Ο Bacillus cereus προκαλεί τροφική δηλητηρίαση μετά από κατανάλωση τροφής μολυσμένης με προσχηματισμένη τοξίνη. 

Ο Β. cereus δεν είναι συχνό αίτιο τροφικής δηλητηριάσεως και για την πρόκληση της νόσου Τo τρόφιμο πρέπει να έχει μoλυνθεί με μεγάλo αριθμό κυττάρων του βακτηρίου. Η τροφική δηλητηρίαση από τo Β. cereus οφείλεται στην παραγωγή εντεροτοξίνης. Έχουν περιγραφεί δύo εντεροτοξίνες, μια θερμοανθεκτική και μια θερμοευαίσθητη, που διαφέρουν επίσης όσoν αφορά στo μηχανισμό δράσεως, τo χρόνο επωάσεως και τις κλινικές εκδηλώσεις του συνδρόμου που προκαλούν.
Θερμοανθεκτική εντεροτοξίνη: Η τροφική δηλητηρίαση από στελέχη του Β. cereus που παράγουν θερμοανθεκτική εντεροτοξίνη οφείλεται στην κατανάλωση προσχηματισμένης τoξίνης, όπως στην περίπτωση του S. aureus. Συνήθως οι τροφικές δηλητηριάσεις αυτού του τύπου συνδέονται με την  κατανάλωση ρυζιού που έχει βράσει και αφήνεται έξω από τo ψυγείο. Ο χρόνος επωάσεως της νόσου είναι μικρός και κυμαίνεται από 1 έως 6 ώρες (συνήθως 2 ώρες). 

Θερμοευαίσθητη εντεροτοξίνη:  Η παραγωγή της θερμοευαίσθητης εντεροτοξίνης γίνεται in vivo, αφoύ πoλλαπλασιασθούν τα κύτταρα του βακτηρίου στo έντερο και η εμφάνιση των συμπτωμάτων γίνεται από 8 έως 14 ώρες μετά την κατανάλωση μολυσμένης τροφής.

anaΕΡΟΒΙΑ
Προσοχή στην γρήγορη και κατάλληλη μεταφορά και επεξεργασία των δειγμάτων. Χρειάζονται ειδικά συστήματα για ταυτοποίηση που περιέχουν πολλές βιοχημικές δοκιμές.

Gram θετικοι αναεροβιοι κοκκοι

Είναι μέλη της χλωρίδας αλλά έχουν ενοχοποιηθεί και για ήπιες λοιμώξεις. (Peptostreptococcus spp., Peptococcus niger κ.α.). Oι πεπτοστρεπτόκοκκοι εμφανίζουν τη χαρακτηριστική εικόνα στρεπτοκόκκων σε Gram χρώση. 

Καλλιέργεια 

Αναεροβίως σε αιματούχα υλικά με μεναδιόνη. Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Gram ΑΡΝΗΤΙΚΟΙ αναεροβιοι κοκκοι

Είναι μέλη της χλωρίδας αλλά έχουν ενοχοποιηθεί και για ήπιες λοιμώξεις. Οι περισσότεροι ανήκουν στο γένος Veillonella spp. και δίνουν δοκιμή νιτρικών θετική.

Καλλιέργεια 

Αναεροβίως σε αιματούχα υλικά με μεναδιόνη. Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Gram θετικά αναεροβια βακτηρίδια

Α. ΣΠΟΡΟΓΟΝΑ

Κλωστηρίδιο του τετάνου

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σπορογόνο, Gram θετικό βακτηρίδιο.

Τελικός σπόρος με μεγάλο πάχος δίνει όψη πλήκτρου τυμπάνου.

Καλλιέργεια 

Αναεροβίως σε αιματούχα υλικά με μεναδιόνη.

Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Χρήσιμη η άμεση μικροσκόπηση του υλικού από το τραύμα.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Τετανολυσίνη και τετανοσπασμίνη (νευροτρόπος). ΤΟΞΙΝΗ - επηρεάζει νεύρα  μυϊκοί σπασμοί

Λοιμώξεις

ΜΕΤΑΔΟΣΗ : 

Χώμα, σίδερα  τραύμα. 
Μετά από τραύματα σε μη εμβολιασμένα άτομα, προκαλείται ο τέτανος. Η τοξίνη προσβάλλει το νευρικό σύστημα και προκαλεί σπασμούς και λόγω αναπνευστικής συνήθως ανεπάρκειας η θνητότητα είναι μεγάλη (ως και 50%),

Μικρόβιο τοπικά, τοξίνη εξάπλωση. 

ΕΠΩΑΣΗ 4-30 μέρες

ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ: χ 

Επώδυνη σύσπαση ΜΑΣΗΤΗΡΩΝ (πόνος κατά το ανοιγμα του στόματος, σαρδώνειο γέλιο)    -->     ΜΥΕΣ ΠΡΟΣΩΠΟΥ ΛΑΙΜΟΥ. 

Σε ώρες- μέρες προσβάλλονται και ΑΛΛΟΙ ΜΥΕΣ. Κεφαλή βυθίζεται στην ωμοπλάτη, το σώμα σχηματίζει τόξο (σαν τον Άγνωστο Στρατιώτη στο μνημείο)

Πυρετός - ταχυκαρδία -  υπόταση    - Ωχρότητα

ΠΡΟΓΝΩΣΗ φτωχή

ΠΡΟΛΗΨΗ: Εμβολιασμός παιδιά υποχρεωτικά + ανά 10 χρόνια

Σε τραύμα --> ενδομυϊκά αντιτετανική ανοσοσφαιρίνη (ορός) + εμβόλιο (αν δεν έχει γίνει)

Κλωστηρίδιο αεριογόνου γάγγραινας (C.perfringens)

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σπορογόνο, Gram θετικό βακτηρίδιο.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αναεροβίως. Δύο ζώνες αιμόλυσης (πλήρης + ατελής)

Εμπλουτισμένα αιματούχα υλικά με μεναδιόνη.

Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Σε ηλιοτροπιούχο γάλα, γίνεται πήγμα που λόγω ταυτόχρονης παραγωγής αερίου παίρνει σπογγώδη μορφή (stormy clot on litmus milk)

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Παράγει πολλές τοξίνες με νεκρωτιική δράση στους μύες και εντεροτοξίνες.
Λοιμώξεις

1) Αεριογόνος γάγγραινα ή κλωστηριδιακή μυονέκρωση μετά τραυματισμούς 
ΤΙ ΕΙΝΑΙ: Ταχύτατη φλεγμονή - νέκρωση μυών  από Kλωστηρίδια - 

Οι τοξινες προκαλούν αιμόλυση, νευροτοξικότητα, νέκρωση μυών.
( εκτεταμένη νέκρωση ιστών (σήψη εν ζωή)  και θανατηφόρα τοξιναιμία 

ΜΕΤΑΔΟΣΗ : Τραύμα επαφή με χώμα - κόπρανα.

Πόλεμος, σεισμοί, τροχαία - εργατικά ατυχήματα =

Καθυστέρηση νοσοκομείου

ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ: 

Τραύμα: Πόνος, διόγκωση σε λίγες ώρες.

Δέρμα σκοτεινόχρωμο, ρήξη,δύσοσμο καφέ υγρό.

Σε προχωρημένο στάδιο : Καταβολή, διαν. σύγχυση, παραλήρημα, κώμα.

ΠΡΟΛΗΨΗ: Καθαριότητα,τραύματος, απομάκρυνση ξένα σώματα - νεκροί ιστοί.      ΟΧΙ εμβόλιο. 

2) To Clostirium perfringens προκαλεί τροφική δηλητηρίαση με τοξίνη που παράγεται μετά απο κατανάλωση κυρίως κρέατος που έχει μολυνθεί κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας του, έχει μαγειρευτεί σε μεγάλες ποσότητες και έχει παραμείνει εκτός ψυγείου πολλές ώρες μέχρι την κατανάλωση. Οι σπόροι του μικροβίου βλαστάνουν, αυτό πολλαπλασιάζεται και όταν καταναλωθεί με τα τρόφιμα παράγει in vivo εντεροτοξίνη. Η νόσος εκδηλώνεται μετά 8-16 ώρες. Χαρακτηριστική εκδήλωση της τροφικής δηλητηριάσεως είναι οι υδαρείς κενώσεις που συνοδεύονται από κοιλιακά άλγη. Τo διαρροϊκό σύνδρομο διαρκεί για 24 περίπου ώρες.

Κλωστηρίδιο αλλαντίασης

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σπορογόνο, Gram θετικό βακτηρίδιο.

Καλλιέργεια 

Αναεροβίως. Εμπλουτισμένα αιματούχα υλικά με μεναδιόνη.

Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Πολύ τοξική αλλαντική τοξίνη.

Λοιμώξεις

Βαριές τροφικές δηλητηριάσεις.

Κλωστηρίδιο difficile
Προκαλεί την ψευδομεμβρανώδη κολίτιδα. Πρόκειται για φλεγμονωδη πάθηση του εντέρου που οφείλεται στην τοξίνη του Clostiridium difficile. Παρατηρείται συνήθως μετά απο χρήση αντιβιοτικών που καταστέλλουν τη φυσιολογική χλωρίδα, ενώ αφήνουν ανεπηρέαστο το Clostiridium difficile που θεωρείται το κυρίως υπεύθυνο μικρόβιο για την ψευδομεμβρανώδη κολίτιδα. Η κλινική εικόνα χαρακτηρίζεται απο εμφάνιση διάρροιας (σχετικά σπάνια η κένωση είναι αιμορραγική), πυρετό και κοιλακά άλγη. Η ψευδομεμβρανώδης κολίτιδα μπορεί να καταλήξει στο θάνατο απο τοξικό μεγάκολο.  

Β. ΜΗ ΣΠΟΡΟΓΟΝΑ

Είναι τα Lactobacillus, Propionibacterium, Mobiluncus, Bifidobacterium και ακτινομύκητες (βλ. ειδικό κεφάλαιο). Μοιάζουν με διφθεροειδή στη Gram χρώση, πολλά αναπτύσσονται και σε μικροαερόφιλες συνθήκες και ενώ αποτελούν συχνά μέλη της χλωρίδας, έχουν ενοχοποιηθεί και για λοιμώξεις σαν ευκαιριακά παθογόνα. 

Το Mobiluncus spp. (προκαλεί μη ειδική κολπίτιδα μαζί με Gardnerella και άλλα αναερόβια).

To Propionibacterium acnes είναι χλωρίδα δέρματος αλλά έχει ενοχοποιηθεί και για ενδοκαρδίτιδα κλπ.
Gram αρνητικά αναερόβια
Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Mέλη της χλωρίδας, αλλά και υπεύθυνα για λοιμώξεις. Συχνότερα είναι τα Βacteroides spp., και κυρίως το B.fragilis, η Prevotella melaninogenica και τα Fusobacterium spp. 

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Τα Βacteroides spp. και η Prevotella melaninogenica είναι Gram αρνητικά, βραχέα βακτηρίδια, με μορφή συχνά κοκκοβακτηρίδιου, αλλά εμφανίζουν και πολυμορφισμό.

Τα Fusobacterium spp. είναι ατρακτόμορφα, νηματοειδείς μορφές με οξύαιχμα άκρα αλλά και άλλες μορφές μη τυπικές.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Αναεροβίως σε εμπλουτισμένα αιματούχα υλικά με μεναδιόνη.

Βάζουμε δισκίο μετρονιδαζόλης που αναστέλλει σχεδόν όλα τα αναερόβια και τα ξεχωρίζουμε εύκολα.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Yπάρχουν συστήματα πολλαπλών δοκιμασιών για ταυτοποίηση.

Παραγωγή διαφόρων ουσιών, τοξινών, ελύτρου ή  γλυκοκάλυκα κλπ.

Τα Bacteroides φέρουν έλυτρο.

Λοιμώξεις

Tα Βacteroides spp., και κυρίως το B.fragilis απομονώνονται από λοιμώξεις (σηψαιμία, λοιμώξεις τραυμάτων, κολπίτιδες, ενδοκοιλιακές λοιμώξεις κ.α.). Η Prevotella melaninogenica είναι αίτιο μη ειδικής κολπίτιδας κ.α. λοιμώξεων. Τα Fusobacterium spp. επίσης προκαλούν λοιμώξεις, όπως τα Bacteroides.

Σπειροχαιτιακά

Δομή: Αποτελούνται από κυλινδρικό μικροβιακό σώμα που περιέχει κατά μήκος αξονικό νημάτιο με βλεφαρίδες που προσδίδουν κυματοειδή σχηματισμό και κίνηση.

Ωχρό τρεπόνημα (Treponema pallidum)

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Προκαλεί την αφροδίσια νόσο σύφιλη

Μετάδοση με σεξουαλική επαφή, φίλημα, αίμα και παράγωγα, πλακούντα, ενδοεργαστηριακά.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Λεπτός σπειροειδής οργανισμός με οξέα άκρα, 6-14 σπείρες

Κινητό

Δεν χρωματίζεται με συνήθεις χρώσεις

Διάφορες χρώσεις, όπως νιτρικού αργύρου, αρνητική με σινική μελάνη, Fontana κ.α.

Επίσης ανιχνεύεται με ειδική μικροσκόπηση σε σκοτεινό πεδίο.

Καλλιέργεια 

Δεν καλλιεργείται, συντηρείται ζωντανό σε ειδικά υλικά λίγες μέρες

Το μη παθογόνο στέλεχος Reiter καλλιεργείται δύσκολα σε ειδικά υλικά

Ορολογική διάγνωση:

Kατά τη λοίμωξη με το Τρεπόνημα το ωχρό, αναπτύσσονται στον ορό του αίματος του ασθενή δύο είδη αντισωμάτων: 1) μη τρεπονηματικά αντισώματα η αντιδρασίνες τα οποία αντιδρούν με τα λιποειδικά αντιγόνα των ιστών και 2) τα τρεπονηματικά αντιγόνα τα οποία αντιδρούν με το Τ. pallίdum ή με άλλα αντιγονικά συγγενή στελέχη. 
Tα μη τρεπονηματικά αντισώματα είναι μίγμα IgG – ΙgM, δημιουργούνται μετά από αντίδραση του μικροβίου με τους ιστούς. Στο εργαστήριο χρησιμοποιούμε ως αντιγόνο καρδιολιπίνη με λεκιθίνη και χοληστερόλη που αντιδρούν με τα αντισώματα αυτά. 

Η αναζήτηση των μη τρεπονηματικών αντισωμάτων γίνεται με την οροαντίδραση Wassermann, που είναι μία αντίδραση συνδέσεως του συμπληρώματος και με την κροκιδωτική αντίδραση Kahn. Και οι δύο χρησιμοποιούνται σπάνια σήμερα. Σήμερα χρησιμοποιούνται οι κροκιδωτικές αντιδράσεις VDRL και RPR. 

Μειονέκτημα αυτών των μεθόδων είναι ότι σε ορισμένες περιπτώσεις είναι δυνατόν να δώσουν ψευδή θετικά αποτελέσματα. Τέτοιες περιπτώσεις είναι, όταν το άτομο πάσχει από τροπικά νοσήματα, από ελονοσία, φυματίωση, ιλαρά, λέπρα ή όταν μία γυναίκα βρίσκεται στο στάδιο της εγκυμοσύνης ή έχει έμμηνο ρύση. Οι ψευδείς θετικές αντιδράσεις οφείλονται στο γεγονός ότι το αντιγόνο δεν είναι ειδικό.

Ειδικότερες είναι οι εξετάσεις που ανιχνεύουμε ειδικά τρεπονηματικά αντισώματα. 

Tα τρεπονηματικά αντισώματα αναζητούνται στον ορό του ασθενή με τη μέθοδο της ακινητοποιήσεως του Τρεπονήματος του ωχρού η ΤΡΙ (Treponema Pallidum Immobilisation) (μέθοδος Nelson). Ως αντιγόνο χρησιμοποιείται ένα στέλεχος Τρεπονήματος του ωχρού, το στέλεχος Nichols.  Η μέθοδος στηρίζεται στην παρατήρηση ότι τα αντισώματα στον ορό του αίματος ατόμου που πάσχει από σύφιλη, ακινητοποιούν το στέλεχος Nichols. Η μέθοδος είναι ειδική για τη σύφιλη, επειδή το αντιγόνο είναι ειδικό. Μειονέκτημα είναι η δυσχέρεια στην εκτέλεση της μεθόδου και γίνεται σε ειδικά εργαστήρια.

Επίσης αναζητούνται με τη μέθοδο FTA-ABS. Προσροφούμε πρώτα με το στέλεχος Reiter τα μη ειδικά αντισώματα και με έμμεσο ανοσοφθορισμό, όπου χρησιμοποιούμε υπόστρωμα νεκρά κύτταρα τρεπονήματος, ανιχνεύουμε τα ειδικά τρεπονηματικά αντισώματα. 

Τέλος με τη μέθοδο TPHA, δηλαδή παθητική αιμοσυγκόλληση ερυθρών αιμοσφαιρίων ευαισθητοποιημένων με τρεπονηματικά αντιγόνα, αν ο ορός περιέχει αντισώματα.

Σημείωση: 

Οι αντιδράσεις Wassermann και Kahn δεν χρησιμοποιούνται σήμερα στα συνήθη διαγνωστικά εργαστήρια. Προτιμώνται οι μη τρεπονηματικές VDRL και RPR, που είναι εύχρηστες και έχουν τα ίδια αποτελέσματα αλλά και ψευδείς θετικές αντιδράσεις όπως προαναφέρθηκε. Μεταξύ Wassermann και Kahn, η πρώτη είναι πιο αξιόπιστη γιατί ως αντίδραση σύνδεσης συμπληρώματος είναι προτυποποιημένη σε σχέση με την κροκιδωτική Kahn, ενώ επίσης έχει παρατηρηθεί ότι αρνητικοποιείται γρηγορότερα μετά τη θεραπεία. Η Wassermann γίνεται ακόμη σε ορισμένα ειδικά εργαστήρια ενώ η Kahn έχει εγκαταλειφθεί.
Λοιμώξεις:  Ποιος είναι ο τρόπος που δρα το ωχρό τρεπόνηµα;
Το Τρεπόνημα το ωχρό προκαλεί τη νόσο σύφιλη, ένα από τα αφροδίσια νοσή​ματα.  
Πρωτόγονος σύφιλη: Η αρχική εντόπιση της νόσου συνήθως είναι τα γεννητικά όργανα. Στα γεν​νητικά όργανα εμφανίζεται έλκος, το οποίο είναι σκληρό και ανώδυνο, ενώ ταυτό​χρονα παρατηρείται διόγκωση των συστοίχων λεμφαδένων και επουλώνεται μέσα σε ένα μήνα. 

Δευτερόγονος: Μετά 2 μήνες, αν δεν γίνει κατάλ​ληλη θεραπεία, ακολουθεί το δεύτερο στάδιο της νόσου που χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση γενικευμένου κηλιδοβλατιδώδους εξανθήματος (ροδάνθη) στο δέρμα και τους βλεννογόνους αλλά και γενικά συμπτώματα, ηπατίτιδα, σπειραματονεφρίτιδα κ.α. Στο στά​διο αυτό η μεταδοτικότητα της νόσου είναι μεγάλη. 

Λανθάνουσα: επί 4 χρόνια, χωρίς συμπτώματα ή με υποτροπές. Το έμβρυο όμως μπορεί να μολύνεται από την πάσχουσα μητέρα.

Τριτόγονος: σε ορισμένες περιπτώ​σεις ασθενών που δεν έχουν λάβει σωστή θεραπεία, είναι δυνατόν να ακολουθήσει το τρίτο στάδιο. Το τρίτο στάδιο εμφανίζεται μετά από μήνες ή χρόνια και χαρακτηρί​ζεται από βλάβες σε όλα τα όργανα στο δέρμα, το πεπτικό, τις αρθρώσεις, τα οστά, το ήπαρ, τα νεφρά, τα αγγεία, τα μάτια και το κεντρικό νευρικό σύστημα (εγκέφαλος – μυελός, νευροσύφιλη).  

Συγγενής: Το Τρεπόνημα το ωχρό περνά τον πλακούντα εγκύων γυναικών και προκαλεί βλάβες στο έμβρυο (συγγενής σύφιλη) μετά τον 4ο μήνα, γι αυτό αν θεραπεύσουμε τη μητέρα τους 3 πρώτους μήνες, το έμβρυο δεν προσβάλλεται. Τα έμβρυα μπορεί να αποβληθούν, να γεννηθούν νεκρά, να γεννηθούν με συγγενή σύφιλη με ανωμαλίες ΚΝΣ, οφθαλμών (κερατίτιδα), εφιππιοειδή μύτη, οδόντες Huntchinson, ίκτερο, αναιμία, θρομβοπενία, ηπατική ή πνευμονική βαριά νόσο που μπορεί να αποβούν μοιραία.

Μικροβιολογική διάγνωση

Η διάγνωση της σύφιλης γίνεται είτε με μικροσκοπική εξέταση του εξιδρώμα​τος του συφιλιδικού έλκους ή του οπού των λεμφαδένων είτε με την αναζήτηση διαφόρων τρεπονηματικών και μη τρεπονηματικών αντισωμάτων στον ορό του αίματος με τις μεθόδους που αναφέραμε. Η μικροσκοπική εξέταση (χρώσεις νιτρικού αργύρου, αρνητική με σινική μελάνη, Fontana κ.α. και μικροσκόπηση σε σκοτεινό πεδίο) έχει μεγάλη πρακτική αξία στην αρχή της νόσου, όταν δεν έχουν ακόμα αναπτυχθεί αντισώματα. 

49. Ποιος είναι ο τρόπος που δρα το ωχρό τρεπόνηµα; 

50. Μικροβιολογική διάγνωση σύφιλης. 

51. Ποια αντισώµατα ανευρίσκουµε σε συφιλιδικό άτοµο και πώς θα ανιχνευτούν εργαστηριακά; 

52. Οροαντιδράσεις :WASSERMANN, KAHN . Ποια είναι η πλέον αξιόπιστη και γιατί; 

Μπορέλλιες

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Σπειροχαιτιακό βακτήριο. Υπάρχει σε άγρια ζώα, οικιακά και τρωκτικά.

Μεταξύ ανθρώπων και ζώων μεταδίδεται με κρότωνες ή μεταξύ ανθρώπων με ψείρες ρούχων σε κακές συνθήκες υγιεινής.

Προκαλείται υπόστροφος πυρετός από ψείρες και κρότωνες από πολλά είδη μπορελλιών  και νόσος Lyme από κρότωνες από τη B.burgdorferi.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικό, ελικοειδές

Χρώσεις Giemsa βραδεία, Wright, αργύρου.

Απ’ ευθείας βρίσκεται με μικροσκόπηση σε σκοτεινό πεδίο σε αίμα πασχόντων από υπόστροφο πυρετό ή σε δερματικές βλάβες ν.Lyme
Καλλιέργεια   Δύσκολη

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Άμεση ανίχνευση και έλεγχος αντισωμάτων

Λοιμώξεις

Υπόστροφος πυρετός (υποτροπές κάθε λίγες μέρες)

Ν. Lyme με δερματικό εξάνθημα γύρω από τσίμπημα, γενικά συμπτώματα που υποχωρούν και σε επόμενα στάδια μετά μήνες ή χρόνια μηνιγγίτιδα, αρθρίτιδα, νευρίτιδα, εγκεφαλίτιδα κλπ. 

Λεπτόσπειρες

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Σπειροχαιτιακό βακτήριο. Υπάρχει σε άγρια ζώα και τρωκτικά. Κυρίως μεταδίδεται από τα ούρα των ποντικιών που μολύνουν το νερό και τρόφιμα, δεξαμενές, λίμνες κλπ. ή από επαγγελματίες που χειρίζονται νεκρά ζώα (κτηνοτρόφοι, ψαράδες κ.α.) που πιθανόν να είναι μολυσμένα.

Κυρίως είναι παθογόνος η Leptospira interrogans ορότυπου icterohaemorrhagica, αλλά και άλλοι ορότυποι.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Gram αρνητικό, ελικοειδές, πολλές σπείρες, με αγκύλες στην άκρη.

Χρώσεις Giemsa βραδεία, Wright, αργύρου.

Απέυθείας βρίσκεται με μικροσκόπηση σε σκοτεινό πεδίο σε αίμα πασχόντων

Καλλιέργεια 

Δύσκολη

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Μικροσκόπηση σε αίμα, ΕΝΥ, ούρα πασχόντων και ανίννευση αντισωμάτων με διάφορες μεθόδους.

Λοιμώξεις

Ικτεροαιμορραγική σπειροχαίτωση (ν.Weil) με γενικά συμπτώματα αλλά και βαριές βλάβες σε ήπαρ, νεφρούς, μυοκάρδιο κλπ.

Μυκοβακτηρίδια

Γενικά 

Το γένος Mycobacterium ανήκει στην οικογένεια Mycobacteriaceae και περι​λαμβάνει πολλά είδη, Από τα διάφορα είδη ορισμένα είναι παθογόνα για τον άν​θρωπο και διάφορα ζώα (βοοειδή, πτηνά, ποντίκια και ψυχρόαιμα ζώα), ενώ άλλα είδη ζουν ελεύθερα στο περιβάλλον (χώμα, νερό) και δεν προκαλούν νόσο.

Το μεγαλύτερο ποσοστό λοιμώξεων από μυκοβακτηρίδια στον άνθρωπο οφεί​λεται στο Mycobacterium tuberculosis (Μυκοβακτηρίδιο της φυματιώσεως) και σε πολύ μικρότερη συχνότητα ακολουθούν οι λοιμώξεις από το Mycobacterium bovis (Μυκοβακτηρίδιο του βοδιού). Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι και ορισμένα άλλα είδη μυκοβακτηριδίου (άτυπα) προκαλούν ευκαιριακές λοιμώξεις στον άνθρωπο (M.avium-intracellulare κ.α.),σε ανοσοκατασταλμένους κυρίως. Οι λοιμώξεις από αυτά τα είδη μυκοβακτηριδίου εντοπίζονται στους πνεύμονες, λεμφαδένες, δέρμα και ουροποιητικό σύστημα, και το ποσοστό τους είναι περίπου 5% ως 10% από όλες τις λοιμώξεις που οφείλονται γενικά σε μυκοβακτηρίδια.


Επίσης το Μ.leprae είναι αίτιο της λέπρας.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Είναι βακτηρίδιο ευθύ, ενώ μερικές φορές εμφανίζει μικρή κάμψη. Τα κύτταρά του διατάσσονται σε ζεύγη, παράλληλες σειρές ή σωρούς. Είναι Gram-θετικό βακτηρίδιο, αλλά η χρώση του είναι πολύ δύσκολη. Το κυτταρικό τοίχωμα διαφέρει από άλλα βακτήρια, περιέχει λιπίδια και κηρούς και είναι οξεάντοχο και αλκοολάντοχο βακτηρίδιο, δηλαδή, αν μετά από ειδική επεξεργασία χρωματισθεί υπό θέρμανση με μία βασική χρωστική (φαινικούχο φουξίνη), δεν αποχρωματίζεται όταν προστεθεί στο παρασκεύασμα αιθυλική αλκοόλη, που περιέχει 3% HCI. Η ειδική χρώση είναι η Ziehl Nielsen και το μυκοβακτηρίδιο χρωματίζεται κόκκικο.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Συνήθως καλλιεργούνται δείγματα του αναπνευστικού συστήματος, αλλά και ποικίλα άλλα, γιατί η φυματίωση προσβάλλει όλα τα όργανα. Στα παιδιά <7 ετών γίνεται λήψη γαστρικού υγρού για καλλιέργεια επειδή δεν μπορούν να συνεργασθούν και να δώσουν δείγματα πτυέλων, αλλά τα καταπίνουν.

Τα μυκοβακτηρίδια αναπτύσσονται σε αερόβιες συνθήκες, αλλά καλύτερη ανάπτυξη παρατηρείται σε ατμόσφαιρα CO2 10%. Έχει άριστη θερμοκρασία αναπτύξεως τους 37°C. Η καλλιέργειά του γίνεται σε εμπλουτισμένα θρεπτικά υλικά που περιέχουν ζωικό λεύκωμα. Το υλικό που χρησιμοποιείται στην καθημερινή πράξη είναι το Lοwenstein-Jensen που περιέχει αυγά, πατατάλευρο, γλυκερίνη, άλατα και μια χρωστική, το πράσινο του μαλαχίτη. Το υλικό φέρεται σε λοξή θέση μέσα σε σωληνάρια που κλείνουν με κοχλιωτό ή ελαστικό πώμα για ασφάλεια. Το μυκοβακτηρίδιο αναπτύσσεται βραδέως. Το υλικό ελέγχεται για 6 εβδομάδες ή και περισσότερο. Οι αποικίες του μικροβίου είναι μικρές, ξηρές, υποκίτρινες με ρυτιδώδη επιφάνεια και ανώμαλη περιφέρεια.

Υπάρχουν συστήματα (Bactec) που ανιχνεύουν την ανάπτυξή τους μέσα σε φιάλες με υγρό θρεπτικό υλικό γρήγορα με ραδιοϊσοτοπικές μεθόδους.

Το M.leprae δεν καλλιεργείται, βασιζόμαστε σε κλινική εικόνα αλλά και χρώση Ziehl Nielsen.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Διαχωρίζονται τα είδη μεταξύ τους με βιοχημικές δοκιμασίες (νιασίνη, καταλάση κ.α.)

Όλα τα είδη μυκοβακτηριδίου παράγουν καταλάση. Παραγωγή καταλάσης μετά από θέρμανση των αποικιών στους 68°C επί 20 λεπτά δεν παρατηρείται στο Μ. tuberculosis και το Μ. bovis, ενώ η δοκιμασία είναι θετική για όλα σχεδόν τα άλλα είδη μυκοβακτηριδίου. 

Η παραγωγή νιασίνης από το Μ. tuberculosis αποτελεί χαρακτηριστική ιδιότητα η οποία το ξεχωρίζει από το Μ. bovis και άλλα μυκοβακτηρίδια.

Η αρνητική δοκιμασία καταλάσης στους 68°C και η θετική δοκιμασία παραγωγής νιασίνης αρ​κούν για να χαρακτηρίσουν το Μ. tuberculosis στο κλινικό εργαστήριο.

Επίσης εκτός από τα M.tuberculosis και M.bovis, τα υπόλοιπα διαχωρίζονται και σε ομάδες ανάλογα με την ιδιότητά τους να παράγουν χρωστικές και με την ταχύτητα ανάπτυξης.

Eνδεικτικά αναφέρονται τα συχνότερα:

Ομάδα Ι: Όσα παράγουν χρωστική στο φως (φωτοχρωμογόνα, M.kansasii, M.marinum, M.simiae)

Ομάδα ΙΙ: Όσα παράγουν χρωστική στο σκοτάδι και στο φως (σκοτοχρωμογόνα, M.scrofulaceum, M.szulgai) 

Ομάδα ΙΙΙ: Μη χρωμογόνα, βραδεία ανάπτυξη (M.avium-intracellulare complex, M.xenopi, M.ulcerans)

Ομάδα ΙV: Μη χρωμογόνα, ταχεία ανάπτυξη (M.fortuitum)

Φυματινοαντίδραση Mantoux
Η φυματίνη είναι μίγμα θερμοανθεκτικών πρωτεϊνών μυκοβακτηριδίου με μικρό μοριακό βάρος, από 2000 ως 9000. Παραλαμβάνεται από το διήθημα καλλιεργήματος μυκοβακ​τηριδίου της φυματιώσεως σε υγρό θρεπτικό υλικό που έχει αποστειρωθεί στο αυτόκαυστο. Στην αντίδραση Mantouχ η φυ​ματίνη χορηγείται ενδοδερμικώς στο βραχίονα. Όταν η αντίδραση είναι θετική εμφανίζεται μετά 48 ως 72 ώρες ερυθρότητα και σκλήρυνση του δέρματος που έχει διάμετρο ίση ή μεγαλύτερη από 5 mm.

Η θετική Mantoux δείχνει προηγούμενη έκθεση, και είναι αποδεικτική λοίμωξης αν ήταν αρνητική στο παρελθόν. 

Σε νέους ενήλικους και παιδιά θεωρείται πάντα αποδεικτική λοίμωξης αν δεν έχει γίνει εμβολιασμός. 

Σε άτομα μεγάλης ηλικίας μπορεί να είναι θετική από παλιά λοίμωξη και αξιολογείται κυρίως με βάση τα κλινικά συμπτώματα και παρακλινικές εξετάσεις.

Το εμβόλιο BCG γίνεται με εξασθενημένο στέλεχος Μ.bovis σε άτομα με αρνητική Mantoux. Η εξασθένηση του στελέ​χους έγινε μετά από επανειλημμένες και συνεχείς ανακαλλιέργειες του στελέχους, που κράτησαν αρκετά χρόνια. Το εμβόλιο αυτό παρασκευάσθηκε από τους ερευ​νητές Calmette και Guerin.

Λοιμώξεις

Προκαλεί τη νόσο φυματίωση. Μετάδοση με σταγονίδια κυρίως. Υψηλό κίνδυνο διατρέχουν τα άτομα της οικογένειας του πάσχοντα, ιατρικό και νοσηλευτικό προσωπικό, τρόφιμοι φυλακών, στρατευμένοι κ.ά. Μεγαλύτερη ευαισθησία έχουν παιδιά, έφηβοι, ηλικιωμένοι, ανοσοκατασταλμένοι.

Στην αρχή η λοίμωξη είναι λανθάνουσα, εγκαθίσταται το μικρόβιο στους πνεύμονες και μπορεί να ιαθεί με τοπική εναπόθεση αλάτων ασβεστίου. Μπορεί όμως να ακολουθήσει βρογχογενής διασπορά σε άλλα σημεία του πνεύμονα και πνευμονική νόσος ή αιματογενής διασπορά σε άλλα όργανα του σώματος.

Αναλυτικότερα

Μ. tuberculo​sis 

Η μόλυνση του ανθρώπου με το Μ. tuberculo​sis γίνεται μετά την εισπνοή σταγονιδίων, που έχουν χάσει το μεγαλύτερο ποσό του νερού που περιέχουν (πυρήνες σταγονιδίων). Τα σταγονίδια εκπέμπονται στον αέρα με το βήχα από τα άτομα που πάσχουν από τη νόσο, σχηματίζονται οι πυρή​νες σταγονιδίων, στους οποίους περιέχονται κύτταρα του μικροβίου, εισπνέονται, και το μικρόβιο φέρεται στις κυψελίδες του πνεύμονα (αερογενής λοίμωξη).


Παλαιότερα υπήρχαν περιπτώσεις φυματιώσεως του εντέρου από το Μ. bovis, Η νόσος μεταδίδεται με το γάλα αγελάδας που πάσχει από φυματίωση. Το Μ. bovis αποτελεί σήμερα σπάνιο αίτιο φυματιώσεως μετά τη γενικευμένη παστερίω​ση του γάλατος σε πολλές χώρες.

ΠΡΩΤΟΛΟΙΜΩΞΗ  ή ΠΡΩΤΟΠΑΘΗΣ ΦΥΜΑΤΙΩΣΗ
Η πρώτη μόλυνση με το Μ. tuberculosis προκαλεί εξιδρωματική φλεγμονή στον πνεύμονα και μετά ακολουθεί η προσβολή των συστοίχων λεμφαδένων. Τη φλεγμονή του πνεύμονα και των αδένων ακολουθεί η καζεΐνοποίηση (τυροειδής νέκρωση), δηλαδή νέκρωση των ιστών που μαζί με τις πηγμένες πρωτεΐνες και τις λιπαρές ουσίες δίνουν στο σημείο της βλάβης την όψη τυριού. Στους νεκρωμένους ιστούς γίνεται εναπόθεση ασβεστίου (αποτιτάνωση), η περιοχή της βλάβης περι​βάλλεται από ινώδη ιστό, και η λοίμωξη θεραπεύεται αυτόματα χωρίς ειδική θερα​πεία. Η φλεγμονή του πνεύμονα μαζί με την προβολή των λεμφαδένων καλείται πρωτοπαθές σύμπλεγμα, παρατηρείται στα παιδιά και συνήθως δεν προκαλεί την εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων.

Σε ορισμένες περιπτώσεις την εμφάνιση του πρωτοπαθούς συμπλέγματος ακο​λουθεί αιματογενής διασπορά και εγκατάσταση του μικροβίου σε άλλα σημεία του πνεύμονα, στις μήνιγγες, στα οστά, στους νεφρούς ή σε άλλα όργανα με βαριά μερικές φορές κλινική εικόνα (υψηλός πυρετός, αιμοπτύσεις και εκδηλώσεις από την περιοχή προσβολής).
Μετά τη θεραπεία του πρωτοπαθούς συμπλέγματος, το άτομο εμφανίζει θετική φυματινοαντίδραση και αναπτύσσει ένα είδος ανοσίας στη φυματίωση. Ορισμένα κύτταρα του μικροβίου φαίνεται ότι επιζούν μέσα στην αρχική βλάβη χωρίς να προκαλούν νόσο. 
ΜΕΤΑΠΡΩΤΟΠΑΘΗΣ ΦΥΜΑΤΙΩΣΗ

Η ισορροπία αυτή μπορεί να διαταραχθεί μετά από χρόνια και το άτομο να εμφανίσει αναζωπύρωση της φυματίωσης όταν μειωθεί η ανοσία του οργανισμού (διαβήτης, γεροντική ηλικία, χρόνιες παθήσεις κ.ά.). Το 75% από τις περιπτώσεις αναζωπύρωσης οφείλεται σε ενεργοποίηση της αρχικής βλάβης (εν​δογενής αναμόλυνση). Ένα μικρό ποσοστό της νόσου οφείλεται σε εξωγενή μό​λυνση και παρατηρείται σε άτομα, στα οποία η αρχική βλάβη του πρωτοπαθούς συμπλέγματος έχει θεραπευθεί. Από το σημείο της φλεγμονής στον πνεύμονα το μικρόβιο μπορεί να έλθει με τους βρόγχους (βρογχογενής διασπορά) σε άλλα ση​μεία του πνεύμονα και να έχουμε αιμόπτυση, βήχα, απώλεια βάρους, πυρετό, αδυναμία. Σπανιότερα το μικρόβιο έρχεται με το αίμα (αιματογενής δια​σπορά) σε άλλα όργανα, όπως οστά, σπλήνα, μήνιγγες, νεφρούς, προστάτη, δέρμα κλπ. Σε βαριές χρόνιες περιπτώσεις στον πνεύμονα σχηματίζονται «σπήλαια», κοιλότητες όπου έχει περιχαρακωθεί το μικρόβιο και βέβαια οι ασθενείς αυτοί μεταδίδουν τη νόσο με το χρόνιο βήχα.
Mycobacterium leprae.

Στα μυκοβακτηρίδια ανήκει και το αίτιο της λέπρας. Χαρακτηριστικό του Μ. le​prae είναι ότι μέχρι σήμερα δεν έχει γίνει δυνατή η καλλιέργειά του σε τεχνητά θρεπτικά υλικά. Είναι οξεάντοχο και αλκοολάντοχο βακτηρίδιο, όπως και τα άλλα μυκοβακτηρίδια, και έχει την ίδια μορφολογία με το Μ. tuberculosis.

Η λέπρα είναι μία χρόνια νόσος, που χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη οζιδίων κοκκιωματώδους ιστού στο δέρμα, το βλεννογόνο της μύτης και στα περιφερικά νεύρα. Περιγράφονται δύο μορφές της νόσου, η φυματιοειδής και η λεπροματώ​δης. Στη φυματιοειδή μορφή τα οζίδια στο δέρμα είναι λίγα και αφορίζονται σαφώς από το υγιές δέρμα. Στη λεπροματώδη μορφή τα οζίδια είναι διάσπαρτα σε όλη την επιφάνεια του δέρματος και το μικρόβιο πολλαπλασιάζεται έντονα, με αποτέλεσμα να υπάρχει σχεδόν πάντοτε μικροβιαιμία. Τα περιφερικά νεύρα προσβάλλονται και στις δύο μορφές της νόσου, με αποτέλεσμα την απώλεια της αισθήσεως του πό​νου και της θερμότητας.

Μικροβιολογική διάγνωση.

Το υλικό που εξετάζεται για την ανεύρεση του μικροβίου είναι τα πτύελα (πνευ​μονική φυματίωση). Σε άλλες εντοπίσεις της νόσου η αναζήτηση του μικροβίου γί​νεται στα ούρα (φυματίωση νεφρών), στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (φυματιώδης μη​νιγγίτιδα) ή σπανιότερα σε άλλα υλικά, όπως το πλευριτικό υγρό, το γαστρικό υ​γρό, τα κόπρανα κλπ.

Αν το υλικό που πρόκειται να εξετασθεί είναι υγρό και δεν περιέχει σε φυσιο​λογικές συνθήκες μικρόβια (π.χ. εγκεφαλονωτιαίο υγρό), η εξέταση του θα γίνει μετά από φυγοκέντρηση. Αν το υλικό που πρόκειται να εξετασθεί περιέχει και άλ​λα μικρόβια (π.χ. πτύελα), η εξέταση του θα γίνει αφού πρώτα καταστραφούν τα άλλα μικρόβια και μετά από φυγοκέντρηση.

Τα πιο συνηθισμένα υλικά που εξετάζονται για την αναζήτηση του Μυκοβακτη​ριδίου της φυματιώσεως είναι τα πτύελα, τα ούρα και το εγκεφαλονωτιαίο υγρό.

53. Με ποιες δοκιμασίες θα ονοµάσουµε ένα µυκοβακτηρίδιο σαν µυκοβακτηρίδιο φυµατίωσης; 

54. Μορφολογία ,χρώση και καλλιέργεια µυκοβακτηριδίου της φυµατίωσης. 
55. Τι ξέρετε συνοπτικά για τη νόσο φυματίωση (πρωτολοίμωξη και μεταπρωτοπαθή) ;
Ακτινομύκητες

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Είναι προκαρυωτικοί μικροοργανισμοί, δεν πρέπει να συγχέονται με τους μύκητες.

Κυρίως λοιμώξεις προκαλεό ο Α.israeli κ.α.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σχηματίζουν διακλαδιζόμενες μορφές στο μικροσκόπιο, σαν μυκητύλλια.

Gram θετικοί μη σπορογόνοι.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Είναι αναερόβιοι συνήθως αλλά μερικά είδη είναι μικροαερόφιλα ή προαιρετικά αναερόβια. Καλλιεργούνται σε θειογλυκολικό ζωμό και σχηματίζουν αποικίες σαν ψίχουλα ψωμιού. Σε αιματούχο αναπτύσσουν άσπρες αποικίες σχήματος “γομφίου οδόντος”

Λοιμώξεις

Ακτινομυκητίαση τραχηλοπροσωπική, θωρακική (πνεύμονες, μεσοθωράκιο) ή εντερική κ.α. Σχηματίζονται συρίγγια και το πύο που εξέρχεται έχει κίτρινα κοκκία “θείου” (μάζες ακτινομυκήτων)

Νοκάρδιες

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Είναι προκαρυωτικοί μικροοργανισμοί, δεν πρέπει να συγχέονται με τους μύκητες.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Σχηματίζουν διακλαδιζόμενες μορφές στο μικροσκόπιο. 

Οι νοκάρδιες είναι μερικώς οξεάντοχες (μερικά είδη) με τροποποιημένη χρώση Ziehl Nielsen.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Είναι αερόβιοι μικροοργανισμοί. Αναπτύσσονται σε αιματούχο άγαρ κ.α. εμπλουτισμένα υλικά και οι αποικίες είναι άσπρες, ρυτιδώδεις με επιφάνεια σαν γύψο.

Λοιμώξεις

Ευκαιριακές σε ανοσοκατασταλμένους συνήθως (πνευμονική μορφή, αιματογενής διασπορά σε οποιοδήποτε όργανο και ΚΝΣ κ.α.)

Ρικέτσιες

Οι ρικέτσιες είναι υποχρεωτικώς ενδοκυττάρια παράσιτα, έχουν μέγεθος 0,3 -0,5 μm και πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση. Περιέχουν DΝΑ, RNA και ριβοσώματα, και περιβάλλονται από κυτταρικό τοίχωμα. Δεν κινούνται, έχουν σχήμα κοκκοβακτηριδίου και μοιάζουν με τα Gram-αρνητικά βακτήρια. 

Παρόλο που έχουν τα περισσότερα ενζυματικά συστήματα (π.χ. κύκλος του Krebs), δεν μπορούν να ζήσουν ελεύθερες στη φύση, επειδή η κυτταρική τους μεμβράνη είναι πολύ διαπερατή και γι' αυτό ευαίσθητη στο δυσμενές εξωτερικό περιβάλλον. Ο πολλαπλασιασμός τους εξαρτάται από το μεταβολισμό των κυττάρων στα οποία παρασιτούν. Τα κύτταρα προμηθεύουν στις ρικέτσιες τα απαραίτητα συστατικά για να αποτελέσουν πηγές ενέργειας.

Στο εργαστήριο καλλιεργούνται μέσα στο λεκιθικό ασκό εμβρυοφόρων αυγών όρνιθας.

Στον άνθρωπο: ΜΕΤΑΔΟΣΗ: Με αρθρόποδα (φθείρες, ακάρεα, κρότωνες κ.ά.)

ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΖΟΝΤΑΙ κυρίως στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του ενδοθηλίου των μικρών αιμοφόρων αγγείων, με αποτέλεσμα να προκαλούνται αλλοιώσεις στα αγγεία και να εμφανίζονται αιμορραγίες. Οι ρικέτσιες αναπτύσσονται στα αγγεία του δέρματος, του κεντρικού νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου, των νεφρών, των πνευμόνων, του ήπατος και του σπληνός. 

56. Τι είναι οι ρικέτσιες και που πολλαπλασιάζονται στον ανθρώπινο οργανισµό

Χλαμύδια

Τα χλαμύδια είναι υποχρεωτικώς ενδοκυττάρια παράσιτα, έχουν μέγεθος 0,3-0.4 μm και πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση. Περιέχουν DΝΑ, RNA και ριβoσώματα και περιβάλλονται από κυτταρικό τοίχωμα. Έχουν σχήμα σφαιρικό και μοιάζουν με τα Gram αρνητικά βακτήρια. Έχουν περιορισμένη μεταβολική δραστηριότητα και δεν μπορούν να ζήσουν έξω από ζωντανά κύτταρα, γιατί έχουν χάσει την ικανότητα να παράγουν ενέργεια.
ΜΕΤΑΔΟΣΗ: Ενδημούν σε πτηνά που μπορούν να μεταδόσουν, αλλά και με σταγονίδια και σεξουαλική επαφή και κατά τον τοκετό από μητέρα στο νεογνό

ΜΟΛΥΝΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

Μικρό κύτταρο, το στοιχειώδες σωμάτιο εισέρχεται στο κύτταρο με φαγοκυττάρωση, πολλαπλασιάζεται σχηματίζοντας το αρχικό σωμάτιο (ή δικτυωτό σχηματισμό) που είναι μεγάλο κυτταρικό έγκλειστο  που περιέχει πολλά στοιχειώδη σωμάτια. Αυτά με ρήξη του κυττάρου απελευθερώνονται και μολύνουν άλλα κύτταρα κ.ο.κ.

Καλλιέργεια 

Καλλιεργούνται σε ωά όρνιθας.

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Άμεση ανίχνευση με ανοσοφθορισμό σε οφθαλμικό, τραχηλικό έκκριμα κ.α. βιολογικά υλικά ή ανίχνευση αντισωμάτων.

Λοιμώξεις

Ψιττάκωση (ορνίθωση): πνευμονική νόσος από Chlamydia psittaci.

Πνευμονία από Chlamydia pneumoniae.

Αφροδίσιο λεμφοκοκκίωμα από Chlamydia trachomatis (μετάδοση με σεξουαλική επαφή).

Μη γονοκοκκική ουρηθρίτιδα στον άνδρα και τραχηλίτιδα στις γυναίκες από Chlamydia trachomatis.

Tράχωμα (μετάδοση έμμεση με χέρια, αντικείμενα) και επιπεφυκίτιδα μετ’εγκλείστων (μετάδοση σε νεογνό κατά τη γέννηση) από Chlamydia trachomatis.

57. Τι είναι τα χλαµύδια; 
Μυκοπλάσματα

Γενικά (είδη, που βρίσκεται, πως μεταδίδεται κλπ.)

Παλαιά ονομασία PPLO. 

Όχι κυτταρικό τοίχωμα.

Μορφολογία κατά τη χρώση και μικροσκόπηση

Δεν βάφονται με Gram, αλλά με Giemsa από παρασκευάσματα καλλιέργειας και έχουν πολυμορφισμό.

Καλλιέργεια (συνθήκες, υλικά, μορφή αποικιών, αλλαγές στα υλικά καλλιέργειας)

Σχηματίζουν σε ειδικά θρεπτικά υλικά αποικίες με μορφή «τηγανιτού αυγού» (Mycoplasma) ή «αχινού» (Ureaplasma). 

Ιδιότητες – Μικροβιολογική διάγνωση

Το Ureaplasma παράγει ουρεάση.

Λοιμώξεις

Πνευμονία από M.pneumoniae
Mη γονοκοκκική ουρηθρίτιδα, προστατίτιδα, κολπίτιδα τραχηλίτιδα, ενδομητρίτιδα κ.α. από M.hominis και U.urealyticum.

ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ

Λήψη δειγμάτων 

Δείγμα είναι βιολογικό υλικό από οποιοδήποτε σημείο του σώματος.

Κατάλληλο δείγμα είναι αυτό το οποίο λήφθηκε με τρόπο που να διασφαλίζει την λήψη υλικού που περιέχει σε ικανοποιητικό αριθμό το παθογόνο μικρόβιο χωρίς την πρόκληση κατά τη λήψη αξιοσημείωτων ανατομικών και λειτουργικών διαταραχών στην περιοχή της λήψης του υλικού ή στον ασθενή. Προηγείται λήψη των κατάλληλων κλινικών πληροφοριών που θα βοηθήσουν στην επιλογή του δείγματος και στη συνέχεια ενημέρωση και σωστή προετοιμασία του ασθενή (δίαιτα, καθαριότητα κ.α. αν χρειάζεται).

Επίσης είναι αυτό που μεταφέρθηκε σωστά στο Μικροβιολογικό Εργαστήριο χωρίς καταστροφή των μικροοργανισμών με τη χρήση κατάλληλων υλικών και την τήρηση κατάλληλων συνθηκών συντήρησης. Χρειάζεται δηλαδή προσοχή στην αποφυγή παραγόντων φυσικών (θερμοκρασία, φως) χημικών (ανασταλτικές ουσίες, φάρμακα) βιολογικών (μικρόβια) τροφικών (φτωχά υλικά σε θρεπτικές ουσίες) μηχανικών (μηχανική καταστροφή του δείγματος) κ.α.

Ο τρόπος λήψης και μεταφοράς διαφέρει ανάλογα με το δείγμα, το είδος του μικροβίου και την παρουσία ή όχι χλωρίδας στην περιοχή.

Προσοχή στη σωστή σήμανση του δείγματος

Τεχνικά μέσα λήψης δειγμάτων

Στυλεοί αποστειρωμένοι μέσα σε θήκη

Ξύλινοι πλαστικοί ή μεταλλικοί

Λεπτοί ή παχείς

Δύσκαμπτοι ή εύκαμπτοι

Με βύσμα από βαμβάκι, με κοκκία άνθρακα (προσροφά ανασταλτικές ουσίες), με ίνες αλγινικού ασβέστιου (μη απορροφητικό ώστε αξιοποιείται και ελάχιστο δείγμα) κ.α.

Αποστειρωμένα δοχεία συλλογής

Συντήρηση και υλικά μεταφοράς (όταν η καλλιέργεια δεν μπορεί να γίνει άμεσα που είναι προτιμότερο)

Ψύξη ή κλιβανος ανάλογα με το δείγμα (π.χ. ούρα σε ψυγείο, ΕΝΥ σε κλίβανο)

Υλικό Stuart (συντήρηση, όχι ανάπτυξη μικροβίων), Amies για αναερόβια, Hank’s για ιούς και μυκοπλάσματα κ.α. 

Συνήθως συνυπάρχει σε συσκευασία με τον στυλεό στο εμπόριο.

Ενοφθαλμισμός μικροβίου

Μικροβιολογικοί κρίκοι συρμάτινοι ή πλαστικοί αποστειρωμένοι με κυκλικό άκρο ή ευθύ

Απαραίτητος ο λύχνος Bunsen
Ξεπάγωμα και στέγνωμα τρυβλίων (κλίβανο, ανεστραμμένα)

Ενοφθαλμισμός με αραιώσεις με μικροβιολογικό κρίκο

Καίμε τον κρίκο μεταξύ των αραιώσεων

Σε υγρό υλικό βυθίζουμε τον στυλεό και απελευθερώνουμε το δείγμα με ανάδευση

Σε στερεό υλικό σε σωληνάριο με λοξή ή όχι επιφάνεια

Αραιώσεις πάνω στην επιφάνεια με κρίκο 

Εμβύθιση του ευθέος κρίκου στο υλικό

EΠΩΑΣΗ

Χρονική διάρκεια και συνθήκες ποικίλουν.

Τρυβλία ανεστραμμένα σε στίβες 4-5 τρυβλίων

Υγρασία απαραίτητη

Αερόβια επώαση σε κλιβανο 35-37ο ή άλλες συνθήκες σε ειδικές περιπτώσεις

Σε ατμόσφαιρα διοξειδίου

· Ειδικός κλίβανος CO2
· φιάλες ερμητικά κλειστές όπου προσθέτουμε φακελάκι με αντιδραστήρια (κιτρικό οξύ και διττανθρακικό νάτριο) που εκλύουν διοξείδιο κατά τις οδηγίες του κατασκευαστή. Παλαιότερα καιγόταν ένα κερί μέσα στη φιάλη καταναλίσκοντας το οξυγόνο. Ή βάζαμε δοχείο με HCl και CACO3 που παράγει CO2 με την αντίδραση

Αναερόβια επώαση

1. Ειδικός κλίβανος αναεροβίων

2. φιάλες ερμητικά κλειστές όπου προσθέτουμε

· καταλύτη (palladium coated alumina pellets). Ο καταλύτης αδρανοποιείται από υδρόθειο ή άλλα μεταβολικά προϊόντα και πρέπει να αλλάζεται ή να ενεργοποιείται με θέρμανση σε 160-170 οC 2 ώρες σε ξηρό κλίβανο.

· φακελάκι με αντιδραστήρια (βοροϋδρίδιο του νατρίου που εκλύει Η2 που παρουσία καταλύτη δεσμεύει το O2 σχηματίζει νερό και κιτρικό οξύ και διττανθρακικό νάτριο που εκλύουν διοξείδιο) κατά τις οδηγίες του κατασκευαστή.

Κατά τις αντιδράσεις παράγεται θερμότητα (ζεστό καπάκι φιάλης) και νερό (υδρατμοί στα τοιχώματα).

3. φακελλάκια διαφανή αναεροβίων με όλα τα υλικά έτοιμα περιεχόμενα στη συσκευασία

Απομόνωση και ταυτοποίηση μικροβίων

· Μορφολογική μελέτη αποικιών (ύψος, σχήμα, περιφέρεια, χρώμα, διαφάνεια, σύσταση, βάθος ανάπτυξης στο υλικό κ.α.) και μεταβολών στο υλικό (χρώση, αιμόλυση, διαύγαση ή θόλωση, οσμή κ.α.). Πιθανόν ανακαλλιέργειες για καλύτερη απομόνωση και αφθονώτερη ανάπτυξη.

· Μικροσκοπική μελέτη με ή χωρίς χρώσεις

· Βιοχημική ταυτοποίηση

Θρεπτικά υλικά

Μίγματα ουσιών που χρειάζονται τα μικρόβια για να αναπτυχθούν. Περιέχουν αμινοξέα, νουκλεοτίδια, αυξητικούς παράγοντες, πηγές άνθρακα, ανόργανες ουσίες κ.α.

Συχνά χρησιμοποιούνται πεπτόνες (από διάσπαση λευκωματούχων ουσιών), εκχυλίσματα κρέατος, εκχυλίσματα ζυμομυκήτων, αυγά, σάκχαρα κ.α. 

ΣΥΣΤΑΣΗ

Υγρά, στερεά (με άγαρ) και ημίρρευστα (με μικρή ποσότητα άγαρ)

Το άγαρ είναι πολυσακχαρίτης από γαλακτόζη κυρίως που λαμβάνεται από φύκια. Υγροποιείται > 80οC (στην αποστείρωση) και στερεοποιείται <45οC για την Παρασκευή των υλικών.

Γενικά η παρασκευή γίνεται με διάλυση των ουσιών σε απεσταγμένο νερό, αποστείρωση σε αυτόκαυστο σε 121οC απί 15 λεπτά, ψύξη σε κατάλληλη θερμοκρασία πριν να στερεοποιηθούν, προσθήκη ουσιών θερμοευαίσθητων (εμπλουτιστικές, αντιβιοτικά κ.α.) και μοίρασμα σε σωληνάρια ή τρυβλία όπου στερεοποιούνται ή απλώς διατηρούνται. Γίνεται έλεγχος στειρότητας με επώαση σε κλίβανο αντιπροσωπευτικής ποσότητας από αυτά και φυλάσσονται στο ψυγείο μέχρι τη χρήση.

Χωρίζονται σε 

ΚΟΙΝΑ (με εκχύλισμα κρέατος, πεπτόνη, χλωρ. Νάτριο, άγαρ και νερό)

Θρεπτικός ζωμός

Θρεπτικό άγαρ

Πεπτονούχο σακχαρούχο νερό

ΕΙΔΙΚΑ

Εμπλουτιστικά: Διευκολύνουν και επιταχύνουν την ανάπτυξη των περισσότερων μικροβίων συνήθως με προσθήκη αίματος, ορού, αμινοξέων, σακχάρων κ.α. (π.χ. αιματούχο ή σοκολατόχρωμο άγαρ) Μπορεί να προσθέσουμε ουσίες που αναστέλλουν τα περισσότερα μικρόβια εκτός από λίγα που θέλουμε να απομονώσουμε, οπότε γίνονται εκλεκτικά.

Εκλεκτικά: Επιτρέπουν την ανάπτυξη ορισμένων μικροβίων και αναστέλλουν την ανάπτυξη άλλων (π.χ. υλικά με αντιβιοτικά, σοκολατόχρωμο με συγκεκριμένα αντιβιοτικά κατάλληλο για ανάπτυξη γονοκόκκου, τον οποίο δεεν αναστέλλουν, Sabouraud με γλυκόζη που ευνοεί ανάπτυξη μυκήτων αλλά δεν ευνοεί την ανάπτυξη άλλων μικροβίων λόγω μη παροχής πολλών θρεπτικών ουσιών).

Διαχωριστικά υλικά που είναι και εκλεκτικά γιατί επιτρέπουν την ανάπτυξη ορισμένων μικροβίων και αναστέλλουν την ανάπτυξη άλλων (π.χ. το McConkey άγαρ έχει χολικά άλατα που επιτρέπουν ανάπτυξη ψευδομονάδων αλλά όχι στρεπτοκόκκων)

Διαφοροποιητικά υλικά που μπορεί να είναι και εκλεκτικά που ευνοούν την εκδήλωση ιδιοτήτων του μικροβίου ώστε αυτό να διαφέρει από άλλα με ορατή αλλαγή στην αποικία ή στο υλικό συνήθως με αλλαγή του περιεχόμενου στο υλικό δείκτη pH (πχ. το McConkey άγαρ έχει λακτόζη και η E.coli δημιουργεί κόκκινες αποικίες συνήθως αφού την ζυμώνει, ή το Chapman με μαννιτόλη όπου ο S.aureus κάνει κίτρινες αποικίες με ζύμωση της μαννιτόλης).

Συνθετικά υλικά περιέχουν χημικές ουσίες σε αυστηρά καθορισμένη αναλογία και συνήθως αγοράζονται έτοιμα από το εμπόριο.

Πολύ συνηθισμένα υλικά είναι (σε παρένθεση τα μικρόβια που ευνοούνται)

Θρεπτικός ζωμός (τα περισσότερα μικρόβια)

Θειογλυκολικός ζωμός (αναερόβια)

Ζωμός σεληνίτη (Salmonella)

Ζωμός Muller Hinton (για έλεγχο ευαισθησίας σε αντιβιοτικά)

Θρεπτικό άγαρ (τα περισσότερα μικρόβια)

Υλικό Muller Hinton (για έλεγχο ευαισθησίας σε αντιβιοτικά)

Αιματούχο άγαρ (τα περισσότερα μικρόβια, όχι αιμόφιλοι)

Σοκολατόχρωμο άγαρ (τα περισσότερα μικρόβια και αιμόφιλοι)

McConkey (gram αρνητικά)

Salmonella - Shigella άγαρ

Sabouraud (μύκητες)

Chapman (σταφυλόκοκκοι)

Υλικό Loeffler (κορυνοβακτηρίδιο διφθερίτιδας)

Υλικό Loewenstein - Jensen (μυκοβακτηρίδιο φυματίωσης)

ΧΡΩΣΕΙΣ

ΑΡΝΗΤΙΚΕΣ

Χρωματίζεται το περιβάλλον του βακτηρίου και αυτό γίνεται ευδιάκριτο

Π.χ. χρώση σινικής μελάνης για κρυπτόκοκκο

ΘΕΤΙΚΕΣ

Χρώση των βακτηρίων. Απλές και σύνθετες, ανάλογα με το αν χρησιμοποιώ μία ή περισσότερες χρωστικές.

Στις περισσότερες χρώσεις προηγείται μονιμοποίηση με θέρμανση πάνω από φλόγα ή σε ειδική θερμαινόμενη πλάκα.

Απλή χρώση με κυανό του μεθυλενίου για όλα τα βακτήρια. Στα σπορογόνα δεν χρωματίζεται ο σπόρος. Αν υπάρχουν μεταχρωματικά κοκκία, αυτά χρωματίζονται κόκκινα.

Χρώση κατά Gram με διαδοχική χρήση των παρακάτω διαλυμάτων επί ένα λεπτό περίπου και ενδιάμεσα έκπλυση με νερό βρύσης. 

Κρυσταλλικό ιώδες (βάφει όλα τα βακτήρια μπλε χρώμα)

Διάλυμα Lugol (σταθεροποιεί την χρώση με κρυσταλλικό ιώδες)

Μίγμα οινοπνεύματος και ακετόνης ή μόνο οινόπνευμα 95ο για αποχρωματισμό. Αποχρωματίζονται μόνο τα Gram αρνητικά, ενώ τα Gram θετικά λόγω του παχέος στρώματος μουκοπεπτίδιου κατακρατούν τη χρωστική και μένουν μπλε.

Σαφρανίνη πού βάφει κόκκινα τα Gram αρνητικά

Στέγνωμα και μικροσκόπηση

Οξεάντοχη χρώση κατά Zieh Nielsen

Διαδοχική χρήση των παρακάτω διαλυμάτων και ενδιάμεσα έκπλυση με νερό βρύσης. 

φαινικούχος φουξίνη με ταυτόχρονη θέρμανση με φλόγα 2-4 λεπτά μέχρι να εκλυθούν υδρατμοί, ώστε να διεισδύσει η χρωστική στο τοίχωμα των μυκοβακτηριδίων που περιέχει λιπαρά οξέα και κηρούς. Η φουξίνη ενώνεται με το μυκολικό οξύ σε σύμπλοκο που δεν διασπάται από τα οξέα. Η φαινόλη που περιέχεται στη φαινικούχο φουξίνη καθιστά τη φουξίνη πιο λιποδιαλυτή ώστε να εισχωρεί ευκολότερα. 

Αποχρωματίζουμε με οξινισμένη αλκοόλη (με 3% HCl). Τα μυκοβακτηρίδια δεν αποχρωματίζονται και παραμένουν κόκκινα.

Κυανούν του μεθυλενίου μισό ως ένα λεπτό. Όλα τα βακτήρια εκτός των μυκοβακτηριδίων χρωματίζονται μπλε.

Στέγνωμα και μικροσκόπηση

Υπάρχουν και ειδικές χρώσεις για έλυτρο, βλεφαρίδες, σπόρους, ορισμένα παράσιτα (π.χ. κρυπτοσπορίδιο) κ.α. που θα αναφερθούν συνοπτικά στα ειδικά κεφάλαια.

Δοκιμασίες ταυτοποίησης μικροβίων

Αναφέρονται οι κυριότερες τεχνικές, ενώ οι πιο εξειδικευμένες θα αναφέρονται στα ειδικά κεφάλαια. 

Πολλές από αυτές γίνονται εύκολα με υλικά που παρασκευάζονται στο εργαστήριο, άλλες συνήθως γίνονται με υλικά που βρίσκονται στο εμπόριο. Συχνά οι μεγάλες εταιρείες προσφέρουν πολλές μαζί (5 – 50) δοκιμασίες σε μία ταινία (strip), όπως είναι τα συστήματα API, Enterotube, Vitek κλπ. Έχουν το πλεονέκτημα της ευκολίας και ταχύτητας στην εκτέλεση (προσθέτουμε απλώς σε υποδοχές μια ποσότητα από το ίδιο εναιώρημα του βακτηρίου) και του χαμηλού κόστους όταν είναι απαραίτητες πολλές δοκιμές για την ταυτοποίηση ενός μικροβίου. Επίσης πολλές είναι αυτοματοποιημένες και η επώαση και η ανάγνωση των αποτελεσμάτων γίνεται από ειδικό όργανο συνδεδεμένο με υπολογιστή.

Όταν όμως αρκούν λίγες δοκιμές (1-5) για ταυτοποίηση, τότε το κόστος είναι μεγαλύτερο από τις συμβατικές μεθόδους. Γι’ αυτό τα εργαστήρια χρησιμοποιούν συνδυασμό μεθόδων ανάλογα με τις ανάγκες.

Οι παρακάτω μέθοδοι γίνονται και με παραλλαγές των τεχνικών που αναφέρονται μόνο ενδεικτικά. Τα εργαστήρια επιλέγουν τον τρόπο εκτέλεσής τους ανάλογα με τα διατιθέμενα αντιδραστήρια και την εμπειρία τους.

Δοκιμασία καταλάσης.

Η καταλάση από Η2Ο2 3% (οξυζενέ) προκαλεί παραγωγή Ο2 (φυσσαλίδες). Σε μία σταγόνα αντιδραστηρίου πάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα, μεταφέρουμε με κρίκο αποικία του μικροβίου. 

Θετική δοκιμή: Σταφυλόκοκκοι

Αρνητική δοκιμή: Στρεπτόκοκκοι

Δοκιμασία πηκτάσης ή κοαγκουλάσης

Πήξη του πλάσματος του αίματος, με την παρουσία του μικροβίου.

Θετική δοκιμή: Staphylococcus aureus
Αρνητική δοκιμή: Staphylococcus epidermidis
Α) Αναζήτηση ελεύθερης πηκτάσης

Σε σωληνάριο με πλάσμα από αίμα που λήφθηκε με αντιπηκτικό EDTA, προσθέτουμε εναιώρημα από 24ωρη κ/α σταφυλοκόκκου σε ζωμό. Αναδεύουμε, τοποθετούμε σε υδατόλουτρο και παρακολουθούμε για εμφάνιση πήγματος επί 3-6 ώρες, αλλά σε αρνητικό αποτέλεσμα παρακολουθούμε έως και την άλλη μέρα.
Β) Αναζήτηση συνδεδεμένης πηκτάσης

Από πυκνό εναιώρημα σταφυλοκόκκου σε φυσιολογικό ορό, σε αντικειμενοφόρο πλάκα, αναμιγνύουμε μια σταγόνα, με μια σταγόνα πλάσματος και αναμιγνύουμε επί 10’’. Αν εμφανισθεί κροκίδωση, το αποτέλεσμα είναι θετικό. Συνήθως γίνεται πρώτα αναζήτηση συνδεδεμένης κοαγκουλάσης, που είναι ταχεία και εύκολη και σε αρνητικό αποτέλεσμα γίνεται η αναζήτηση ελεύθερης κοαγκουλάσης.

Προσοχή: Υπάρχουν κιτ στο εμπόριο όπου στη δοκιμή συγκόλλησης έχουν ενσωματώσει στο αντιδραστήριο με σωματίδια Latex αντισώματα έναντι μιας χαρακτηριστικής πρωτεϊνης Α του κυτταρικού τοιχώματος του S.aureus και η ανάγνωση διευκολύνεται επίσης από τη (μπλε συνήθως) χρώση του. Η ανάμιξη με τις αποικίες γίνεται πάνω σε λευκή κάρτα και σε θετικό αποτέλεσμα η συγκόλληση είναι ισχυρότατη και ταχύτατη και σχηματίζονται έντονες μπλε κροκίδες με κενά διαστήματα μεταξύ τους που φαίνονται λευκά λόγω της κάρτας πάνω στην οποία εκτελείται η τεχνική. Η αντίδραση αποκαλύπτει με ασφάλεια το S.aureus αλλά είναι λάθος να λέγεται αμιγής δοκιμή παραγωγής κοαγκουλάσης. Επίσης είναι πολύ ακριβή μέθοδος, ενώ η δοκιμή κοαγκουλάσης δεν απαιτεί ειδικά αντιδραστήρια. Συνιστάται κοιπόν να γίνεται σε ειδικές περιπτώσεις όπου το αποτέλεσμα της παραγωγής συνδεδεμένης πηκτάσης είναι αρνητικό ή αμφίβολο ή όταν το αποτέλεσμα επείγει.
Δοκιμασία δεοξυριβονουκλεάσης (DNASE)

Σε υλικό που περιέχει DNA, με προσθήκη HCl παρατηρείται διαύγαση από κατακρήμνιση του διασπασμένου από το μικρόβιο DNA.

Θετική δοκιμή: Staphylococcus aureus
Αρνητική δοκιμή: Citrobacter spp.

Δοκιμασία ευαισθησίας σε βακιτρακίνη

Ενσωματώνεται σε δισκίο, που μπαίνει στο τρυβλίο, αμέσως μετά τον ενοφθαλμισμό του μικροβίου. 

· Σε πυκνότητα 0.04 μονάδες αναστέλλεται ο β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος της ομάδας Α μόνο. 

· Σε μεγάλες πυκνότητες 10 μονάδων αναστέλλονται σχεδόν όλοι οι στρεπτόκοκκοι. Χρησιμοποιείται σε σοκολατόχρωμο άγαρ γιατί αναστέλλει το μεγαλύτερο μέρος της χλωρίδας εκτός των αιμοφίλων, που έτσι είναι εύκολο να απομονωθούν.

Δοκιμασία ευαισθησίας σε οπτοχίνη

Ο πνευμονιόκοκκος είναι ευαίσθητος στην οπτοχίνη, αλλά όχι και οι άλλοι στρεπτόκοκκοι.

Η οπτοχίνη (5 μg) ενσωματώνεται σε δισκίο 6 mm. Γίνεται ανακαλλιέργεια των στρεπτοκόκκων (καθαρό καλλιέργημα) σε ζωμό Trypticase Soy και αφήνεται 2-5 ώρες σε 37ο C. Με στυλεό στρώνουμε ένα τρυβλίο με το καλλιέργημα και τοποθετούμε το δίσκο οπτοχίνης. Την επόμενη μέρα ελέγχουμε τη ζώνη αναστολής του μικροβίου γύρω από το δίσκο. Αν η ζώνη αναστολής είναι πάνω από 18 mm είναι σίγουρα πνευμονιόκοκκος, ενώ κάτω από 15 δεν είναι. Για τις περιπτώσεις με ζώνη 15 – 18 mm ελέγχουμε και με τη δοκιμασία χολής.
Δοκιμασία χολής

Ουσίες όπως η χολή και τα χολικά άλατα που ελαττώνουν την επιφανειακή τάση ενεργοποιούν τα αυτολυτικά ένζυμα του πνευμονιοκόκκου με αποτέλεσμα τη λύση των κυττάρων του. Οι λοιποί α-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι δεν επηρεάζονται και η δοκιμασία χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό τους από τους πνευμονιοκόκκους. Τεχνική: Γίνεται καλλιέργεια του στρεπτοκόκκου σε ζωμό επί 18-24 ώρες. φυγοκεντρούμε το σωληνάριο και εναιωρούμε το ίζημα μόνο σε 1 ml φυσ. ορό. Χωρίζουμε σε 2 σωληνάρια των 0.5 ml. Στο 1ο σωληνάριο προσθέτουμε 0.5 ml διάλυμα δεοξυχολικού νατρίου 10% και στο 2ο 0.5 ml φυσ. ορό. Τοποθετούμε τα σωληνάρια σε 37ο C επί 15-30 λεπτά. Αν το στέλεχος είναι πνευμονιόκοκκος, τότε στο 1ο σωληνάριο, το υλικό από θολό (λόγω του αρχικού εναιωρήματος του μικροβίου) γίνεται διαυγές, λόγω λύσης των κυττάρων του.
Δοκιμασία ευαισθησίας σε μετρονιδαζόλη

Ενσωματώνεται σε δισκίο, που μπαίνει στο τρυβλίο που προορίζεται για αναερόβια επώαση, αμέσως μετά τον ενοφθαλμισμό του μικροβίου. Αναστέλλει τα αναερόβια που έτσι είναι εύκολο να διακριθούν.

Δοκιμασία παραγωγής β - λακταμάσης

φέρεται σε δισκίο ή σε stick η χρωμογόνος κεφαλοσπορίνη νιτροσεφίνη, που διασπώμενη σχηματίζει κόκκινο χρώμα. Τα ανθεκτικά στην πενικιλλίνη μικρόβια συχνά παράγουν β-λακταμάση, αλλά υπάρχουν και άλλοι μηχανισμοί αντοχής.

Δοκιμασία υδρόλυσης αισκουλίνης σε υλικό με χολή 

Αισκουλίνη διασπάται σε αισκουλετίνη που με σίδηρο σχηματίζει μαύρη ένωση. 

Θετική δοκιμή: Εντερόκοκκος

Αρνητική δοκιμή: Άλλοι στρεπτόκοκκοι.

Δοκιμασία διάσπασης σακχάρων (ζύμωση ή οξείδωση)

Ενσωμάτωση σε υλικά σε σωληνάριο σακχάρων και δείκτη pH σε υλικά. Η αλλαγή του δείκτη σημαίνει οξείδωση του σακχάρου. Αν έχω προσθέσει παραφίνη στην επιφάνεια μετά τον εμβολιασμό, η αλλαγή του δείκτη σημαίνει ζύμωση (αναερόβια διάσπαση). Για τη γλυκόζη, το E.coli και οξειδώνει και ζυμώνει, αλλά το Acinetobacter οξειδώνει μόνο (αζυμωτικό).

Δοκιμασία οξειδάσης

Σε απορροφητικό χαρτί εμποτισμένο με διάλυμα 1% tetra-methyl-p-phenyleno-diamine μεταφέρουμε αποικία του μικροβίου και προκαλείται μαύρο ή βαθύ ιώδες χρώμα.

Θετική δοκιμή: Ψευδομονάδες

Αρνητική δοκιμή: Ε.coli
Δοκιμασία αναγωγής νιτρικών αλάτων σε νιτρώδη

Mε κατάλληλα αντιδραστήρια παράγεται κόκκινο χρώμα σε θετική δοκιμασία.

Α) Προσθέτω αντιδραστήρια. Αν τα νιτρικά ( νιτρώδη παράγεται κόκκινο χρώμα, θετική αντίδραση. Αν όμως ταυτόχρονα νιτρώδη ( Ν2 τότε δεν φαίνεται αλλαγή χρώματος, αν και η δοκιμή είναι κανονικά θετική.

Β) Σε αρνητική κατ’αρχή δοκιμασία, προσθέτω ψευδάργυρο (σκόνη). Ο ψευδάργυρος ανάγει τα νιτρικά σε νιτρώδη και όταν υπάρχουν έχουμε κόκκινο χρώμα. Αν στη δεύτερη φάση αυτή έχουμε κόκκινο χρώμα, σημαίνει ότι στο δείγμα υπάρχουν νιτρικά άλατα που δεν διασπάσθηκαν από το μικρόβιο, άρα η αντίδραση θεωρείται αρνητική.

Αν όμως δεν έχω παραγωγή χρώματος με ψευδάργυρο, σημαίνει ότι δεν υπάρχουν νιτρικά, άρα διασπάσθηκαν από το μικρόβιο σε νιτρώδη και αμέσως σε άζωτο και γι’αυτό δεν υπήρξε χρώμα κατά την αρχική αντίδραση.

Θετική δοκιμή: Ενετροβακτηριοειδή

Αρνητική δοκιμή: Acinetobacter
Δοκιμασία παραγωγής ινδόλης

Οξείδωση της τρυπτοφάνης σε ινδόλη. Αναπτύσουμε το μικρόβιο σε υγρό πεπτονούχο υλικό και με λίγες σταγόνες αντιδραστηρίου Kovac σχηματίζεται κόκκινος δακτύλιος.

Θετική δοκιμή: Ε.coli
Αρνητική δοκιμή: Enterobacter cloacae
Δοκιμασία ερυθρού του μεθυλίου

Μείωση του pH σακχαρούχου υλικού και αλλαγή χρώματος δείκτου Methyl red.

Θετική δοκιμή: E.coli
Αρνητική δοκιμή: Enterobacter cloacae
Δοκιμασία παραγωγής ακετυλο-μεθυλο-καρβινόλης (Vogues - Proskauer)

Είναι ένα προϊόν διάσπασης της γλυκόζης από μερικά μικρόβια. Με προσθήκη αντιδραστηρίων μετά επώαση παράγεται ροζ ως κόκκινο χρώμα.

Θετική δοκιμή: Enterobacter cloacae
Αρνητική δοκιμή: E.coli
Δοκιμασία κιτρικών

Χρήση σαν μόνης πηγής άνθρακα του κιτρικού. Στο πράσινο υλικό Simmons περιέχεται κιτρικό νάτριο και αν αναπτυχθεί μικρόβιο γίνεται μπλε.

Θετική δοκιμή: Klebsiella spp
Αρνητική δοκιμή: E.coli
Δοκιμασία παραγωγής αερίου

φυσσαλίδες σε υλικά διάσπασης σακχάρων.

Δοκιμασία παραγωγής υδροθείου

Ορισμένα μικρόβια διασπούν θειούχα αμινοξέα και παράγουν υδρόθειο, που σχηματίζει μαύρο σιδηρούχο άλας με σιδηρούχες ενώσεις που περιέχονται στα υλικά.

Θετική δοκιμή: Proteus spp. 

Αρνητική δοκιμή: Shigella sonnei.

Μικτή δοκιμασία παραγωγής αερίου, διάσπασης γλυκόζης και λακτόζης και παραγωγής υδροθείου με το υλικό Kligler σε σωληνάριο.

Κάτω υπάρχει γλυκόζη (μεγαλύτερη ποσότητα και βαρύτερη), επάνω σε επιφάνεια λακτόζη.

Κίτρινο χρώμα στο κάτω μέρος ή στην επιφάνεια ανάλογα με το σάκχαρο που διασπάται, φυσσαλίδες αν παράγεται αέριο, μαύρο χρώμα σε παρουσία υδρόθειου.

Δοκιμασία παραγωγής ουρεάσης

Διασπά την ουρία σε αμμωνία και διοξείδιο, μεταβάλλοντας το pH και αλλάζει το χρώμα του δείκτη σε κόκκινο.

Θετική δοκιμή: Proteus spp.

Αρνητική δοκιμή: E.coli
Δοκιμασία απαμίνωσης της φαινυλαλανίνης με παραγωγή PPA (φαινυλο – πυροσταφυλικού οξέος)

Mε τριχλωριούχο σίδηρο σχηματίζεται πράσινη ένωση.

Θετική δοκιμή: Proteus spp.

Αρνητική δοκιμή: Klebsiella spp.

Δοκιμασία β – γαλακτοσιδάσης

Ένζυμο που διασπά τη λακτόζη. Τα μικρόβια που διασπούν τη λακτόζη παράγουν κόκκινες αποικίες σε Mc Conkey. Αν όμως τη διασπούν βραδέως, δεν παράγουν κόκκινες αποικίες πριν από 48 – 72 ώρες και χρησιμοποιούμε την απέυθείας ανίχνευση του ενζύμου με ειδική αντίδραση (ONPG). 

Θετική δοκιμή: Ε.coli
Αρνητική δοκιμή: Salmonella enteritidis
Δοκιμασία ρευστοποίησης της πηκτής (ζελατίνης)

Η ζελατίνη είναι προϊόν υδρόλυσης του κολλαγόνου. Το υλικό είναι σε στερεά κατάσταση, και αν προσθέσουμε μικρόβιο που φέρει ένζυμα που διασπούν την πηκτή, ρευστοποιείται.

Θετική δοκιμή: Pseudomonas aeruginosa.

Αρνητική δοκιμή: E.coli.

Δοκιμασία για έλεγχο κινητικότητας

Απ’ευθείας μικροσκόπηση σε απαιωρημένη σταγόνα με μικρόβιο. Τώρα γίνεται με χρήση ημίσκληρο άγαρ σε σωληνάριο που εμβολιάζεται με νύξη και ευθύ κρίκο. Αν κινείται θα θολώσει το υλικό ενώ αν είναι ακίνητο θα αναπτυχθεί μόνο κατά μήκος της νύξεως.

Ακίνητα : Shigella, Acinetobacter, Klebsiella
Kινητά : Ε.coli κ.α. εντεροβακτηριοειδή

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ – ΓΕΝΙΚΕΣ ΓΝΩΣΕΙΣ

Ήδη αναφέρθηκε σε γενικές γραμμές ο τρόπος ελέγχου ευαισθησίας σε αντιβιοτικά. Εδώ θα συνοψίσουμε βασικές γνώσεις για τα αντιβιοτικά, τις κύριες αρχές χρήσης, τις βασικές ομάδες, τον τρόπο δράσης και τους κυριότερους μηχανισμούς αντοχής των μικροβίων σε αυτά.

Τα αντιβιοτικά ή αντιμικροβιακοί παράγοντες είναι φυσικά παράγωγα μικροοργανισμών ή χημικές ουσίες που δρουν εναντίον των μικροοργανισμών. 

Πρέπει να έχουν εκλεκτική τοξικότητα κατά το δυνατόν, δηλαδή να σκοτώνουν τα μικρόβια χωρίς να παραβλάπτουν τη λειτουργία των κυττάρων του μεγαλοοργανισμού. Αυτό δεν είναι πάντα εφικτό, και τα περισσότερα αντιβιοτικά εμφανίζουν ανεπιθύμητες ενέργειες, από πολύ ελαφρές ως πολύ βαριές και απειλητικές για τη ζωή (διάρροια, ηπατικές και νεφρικές διαταραχές, αλλεργίες κ.α.)

Το φάσμα δράσης διαφέρει ανάλογα με την ομάδα των αντιβιοτικών. Τα αντιβιοτικά διακρίνονται ανάλογα με το φάσμα δράσης σε:

α. Ευρέος φάσματος αντιβιοτικά που δρούν σε πολλά είδη μικροβίων, π.χ. Gram-θετικά, Gram-αρνητικά, μυκοπλάσματα, χλαμύδια κ.α. Στα αντιβιοτικά ευρέος φάσματος ανήκουν οι τετρακυκλίνες, η χλωραμφαινικόλη, οι ημισυνθετικές πενικιλλίνες, οι τρίτης ή τέταρτης γενιάς κεφαλοσπορίνες, οι σουλφοναμίδες και οι αμινογλυκοσίδες.

β. Στενού φάσματος αντιβιοτικά που δρούν σε περιορισμένο είδος μικροβίων. Παράδειγμα η πενικιλλίνη και κλινταμυκίνη, που δρουν μόνο σε Gram-θετικά, ή η αζτρεονάμη, η πολυμυξίνη, η μεκιλλινάμη και το ναλιδιξικό οξύ που δρουν μόνο σε Gram-αρνητικά βακτήρια.

Διαφέρει και ο τρόπος δράσης. Τα αντιβιοτικά δυνατόν να προκαλούν το θάνατο των μικροβίων ή απλώς να αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό τους. 

α. Μικροβιοκτόνα. Ονομάζονται τα αντιβιοτικά που προκαλούν γρήγορα τον θάνατο των μικροβίων (πενικιλλίνες, κεφαλοσπορίνες, αμινογλυκοσίδες, βανκομυκίνη κ.α.).


β. Μικροβιοστατικά. Ονομάζονται τα αντιβιοτικά που προκαλούν αναστολή της ανάπτυξης των μικροβίων (σουλφοναμίδες, τετρακυκλίνες, χλωραμφαινικόλη, ερυθρομυκίνη, κλινταμυκίνη κ.α.). Σημειώνεται ότι ορισμένα βακτηριοστατικά αντιβιοτικά, σε υψηλές συγκεντρώσεις και ανάλογα με το μικρόβιο, μπορούν να ασκούν βακτηριοκτόνο δράση. Για παράδειγμα, βρέθηκε ότι η χλωραμφαινικόλη μπορεί να είναι βακτηριοκτόνος έναντι μερικών βακτηρίων (πνευμονιόκοκκος, αιμόφιλος της γρίππης, μηνιγγιτιδόκοκκος) και βακτηριοστατική έναντι άλλων (χρυσίζων σταφυλόκοκκος, εντεροβακτηριακά). 

Η χορήγηση των αντιβιοτικών γίνεται με τους επόμενους τρόπους

Εμπειρική χημειοθεραπεία. Αναφέρεται στη θεραπεία που εφαρμόζεται στη θεραπεία των λοιμώξεων με βάση δεδομένα από τη βιβλιογραφία για τα είδη των μικροβίων που προκαλούν τις διάφορες λοιμώξεις και τα συνήθη αποτελεσματικά φάρμακα, σε συνδυασμό με τα δεδομένα της αντοχής των μικροβίων στα αντιβιοτικά στη χώρα ή την πόλη ή ειδικότερα το νοσοκομείο όπου εμφανίσθηκε η λοίμωξη.

Ορθολογική χημειοθεραπεία. Προϋποθέτει την απομόνωση, την in vitro μελέτη του παθογόνου αιτίου, και την επιλογή του κατάλληλου αντιβιοτικού, ανάλογα με την ευαισθησία του μικροβιακού στελέχους και τις φαρμακοκινητικές ιδιότητες του φαρμάκου. 

Αντιμικροβιακή χημειοπροφύλαξη. Αναφέρεται στην  προληπτική χορήγηση αντιμικροβιακών φαρμάκων που αποσκοπεί στην αποφυγή εγκατάστασης μικροοργανισμών στους διάφορους ιστούς με επακόλουθο σηπτικές ή καταστροφικές επιπλοκές. Γίνεται σε ειδικές κατηγορίες ασθενών, όπως οι ανοσοκατασταλμένοι, τα παιδιά με υποτροπές ουρολοιμώξεων κ.α.

Η οδός χορήγησης επίσης διαφέρει. Σε ελαφρές και μέσης βαρύτητας λοιμώξεις προτιμώνται τα σκευάσματα από το στόμα, σε βαρύτερες είναι αναγκαία τα παρεντερικά σκευάσματα. Σημασία έχει όμως για την επιλογή και η φαρμακοκινητική των αντιβιοτικών. φαρμακοκινητική είναι ο τρόπος με τον οποίο το αντιβιοτικό απορροφάται, κατανέμεται στους ιστούς και αποβάλλεται από τον οργανισμό. Στόχος είναι η επίτευξη θεραπευτικών συγκεντρώσεων στην περιοχή της λοίμωξης. Ορισμένα αντιβιοτικά δίνονται μόνο ενδομυϊκά ή ενδοφλέβια ενώ άλλα μόνο ή / και από το στόμα. Βιοδιαθεσιμότητα είναι το ποσοστό των φαρμάκων που μένει δραστικό στην κυκλοφορία και εξαρτάται από τη φαρμακοκινητική και το μεταβολισμό του.

Πολιτική χρήσης αντιβιοτικών
Η ανάπτυξη αντοχής σε αντιβιοτικά συσχετίζεται με την χρήση τους. Πρέπει να χρησιμοποιούνται μόνο όταν χρειάζεται, και να επιλέγονται τα σκευάσματα που επαρκούν για τη θεραπεία της συγκεκριμένης λοίμωξης. Συχνά αυτά είναι τα δοκιμασμένα και παλαιότερα και όχι τα νεότερα ευρύτατου φάσματος (που είναι και πολύ ακριβά) ώστε να μην αναπτύσσεται αντοχή σ’αυτά και να διαφυλάσσονται για τις σοβαρές λοιμώξεις. 

Επίσης τα στενότερου φάσματος αντιβιοτικά δεν διαταράσσουν τη φυσιολογική χλωρίδα που έχει τονισθεί η χρησιμότητά της.

Συνοπτικά κατάλληλο αντιβιοτικό ορίζεται εκείνο που έχει τις εξής ιδιότητες: 

1. Είναι τοξικό για το μικρόβιο, αλλά όχι για τον άνθρωπο.

2. Εμφανίζει τις λιγότερες παρενέργειες.

3. Διαλύεται εύκολα στα υγρά του σώματος και να διαχέεται στους ιστούς.

4. Δεν διασπάται στις συνηθισμένες χαμηλές θερμοκρασίες συντήρησης (ψυγείου).

5. Έχει το πιο ειδικό και στενό αντιμικροβιακό φάσμα.

6. Δεν προκαλεί την εμφάνιση αντοχής στους μικροοργανισμούς εναντίον των οποίων στρέφεται.

7. Δεν διαταράσσει τη φυσιολογική χλωρίδα του ανθρώπου.

8. Έχει το μικρότερο κόστος.

Οι κυριότερες ομάδες αντιβιοτικών είναι 

· οι β-λακτάμες (πενικιλλίνες, αμπικιλλίνη, κεφαλοσπορίνες 1ης, 2ης και 3ης γενιάς, ιμιπενέμη κ.α.) έναντι Gram θετικών και Gram αρνητικών

· οι συνδυασμοί λακταμών με κλαβουλανικό οξύ ή ταζομπακτάμη που αναστέλλουν τις λακταμάσες των μικροβίων για να μην αδρανοποιούνται 

· Οι αμινογλυκοσίδες (γενταμικίνη, τομπραμυκίνη, νετιλμικίνη και αμικασίνη) έναντι Gram θετικών και Gram αρνητικών

· Οι μακρολίδες (ερυθρομυκίνη κ.α.) έναντι Gram θετικών 

· Οι κινολόνες (σιπροφλοξασίνη, νορφλοξασίνη κ.α.) έναντι Gram θετικών και Gram αρνητικών

· Τα γλυκοπεπτίδια (βανκομυκίνη, τεϊκοπλανίνη) έναντι Gram θετικών 

· Διάφορα άλλα (τετρακυκλίνες, χλωραμφαινικόλη, κλινταμυκίνη κ.α.)

· Τα αντιφυματικά φάρμακα (ισονιαζίδη, ριφαμπικίνη, αιθαμβουτόλη κ.α.)

· Τα αντιμυκητιασικά κ.α.

Μηχανισμοί δράσης αντιβιοτικών
Αναστολή σύνθεσης του κυτταρικού τοιχώματος (π.χ. β-λακτάμες, γλυκοπεπτίδια)

Αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης με δράση στα ριβοσώματα (π.χ. αμινογλυκοσίδες, τετρακυκλίνες, χλωραμφαινικόλη κ.α.)

Δράση στο DNA (κινολόνες)

Διάφοροι άλλοι μηχανισμοί

Μηχανισμοί αντοχής των μικροβίων στα αντιβιοτικά

Προσπαθούν να αδρανοποιήσουν τους μηχανισμούς δράσης ή τα ίδια τα αντιβιοτικά. Παραδείγματα: Παραγωγή ενζύμων που αδρανοποιούν τις β-λακτάμες (β-λακταμάσες σε σταφυλοκόκκους και Gram αρνητικά). Παραγωγή κυτταρικού τοιχώματος με εναλλακτικό μηχανισμό ώστε να μη δρούν οι β-λακτάμες (σταφυλόκοκκοι, πνευμονιόκοκκοι). Τροποποίηση ριβοσωμάτων ώστε να μην αποτελούν στόχους των αντιβιοτικών και διάφοροι άλλοι μηχανισμοί.

Έλεγχος ευαισθησίας σε αντιβιοτικά

Είναι από τις πιο σημαντικές εξετάσεις που γίνεται στα Μικροβιολογικά Εργαστήρια.

Η μικροβιακή ανάπτυξη μπορεί να εκτιμηθεί, συγκρίνοντας τη θολερότητα του υγρού καλλιέργειας με πρότυπα διαλύματα θολερότητας που αντιστοιχούν σε γνωστές συγκεντρώσεις μικροβίων. Σειρά προτύπων διαλυμάτων θολερότητας 0.5 – 10 λέγεται κλίμακα Mc Farland και κατασκευάζεται με θειϊκό βάριο. Η σύγκριση γίνεται οπτικά, αλλά μπορούμε να μετρήσουμε και σε ειδικό όργανο που λέγεται θολωσίμετρο.

Εναιώρημα  Για τον έλεγχο ευαισθησίας χρησιμοποιούμε εναιώρημα σε υγρό υλικό Muller Hinton που περιέχει περίπου 108 μικρόβια ανά ml για μεθόδους ευαισθησίας σε στερεά υλικά, με αντιβιοτικό που φέρεται σε μικρούς χάρτινους δίσκους. Οπτικά πρέπει να είναι ίσο με το διάλυμα 0.5 της κλίμακας Mc Farland. 
Για μεθόδους ευαισθησίας σε σωληνάρια ή σε πλάκες μικροαραιώσεων αντιβιοτικών, αραιώνουμε το παραπάνω εναιώρημα ώστε να πάρουμε πυκνότητα 105 – 106 μικρόβια / ml.

Απαραίτητα χρησιμοποιούμε πρόσφατα καλλιεργήματα για να έχουμε ζωντανά μικρόβια που θα χρησιμοποιηθούν, ώστε να είναι σωστό το αποτέλεσμα.

Παρασκευή εναιωρήματος μικροβίου

Εμβολιάζουμε στο υγρό θρεπτικό υλικό λίγες αποικίες. Επωάζουμε μέχρι να φθάσει τη θολερότητα που θέλουμε και προχωράμε στον έλεγχο. Μπορούμε εναλλακτικά να επωάσουμε μέχρι να πάρουμε ένα πυκνό εναιώρημα, και ρίχνουμε λίγες σταγόνες από αυτό στο υγρό υλικό Muller Hinton μέχρι να πετύχουμε τη θολερότητα που θέλουμε. 
Επίσης για μερικά μικρόβια (στρεπτόκοκκοι, αιμόφιλοι αλλά μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τα περισσότερα μικρόβια) δεν προηγείται επώαση στο υγρό υλικό αλλά απ’ευθείας η θόλωση προκαλείται με εναιώρημα αποικιών στο υγρό υλικό Muller Hinton ή και σε φυσιολογικό ορό.

Εκτέλεση μεθόδου ευαισθησίας

Παρακάτω αναφέρεται η αρχή της κάθε μεθόδου συνοπτικά. Σε όλες τις μεθόδους, υπάρχουν παραλλαγές ανάλογα με το είδος του μικροβίου, τις συνθήκες επώασης αλλά και το υλικό της ευαισθησίας, που θα αναφέρονται στα ειδικά κεφάλαια. Επίσης ορισμένες φορές δεν συνιστάται κάποια από τις παρακάτω μεθόδους αλλά μια άλλη, ενώ άλλες φορές το αποτέλεσμα των μεθόδων είναι το ίδιο με όλες τις μεθόδους. 

Τα απαιτητικά μικρόβια χρειάζονται την παρουσία αίματος στον έλεγχο ευαισθησίας και επώαση σε ατμόσφαιρα διοξειδίου, όπως οι στρεπτόκοκκοι εκτός των εντεροκόκκων. Άλλα χρειάζονται την παρουσία αυξητικών παραγόντων, όπως οι αιμόφιλοι, για τους οποίους χρησιμοποιείται ειδικό υλικό. Το κοινό υλικό (υγρό και στερεό) Muller Hinton είναι το συνιστώμενο υλικό για τα περισσότερα άλλα βακτήρια, όπως οι εντερόκοκκοι, οι σταφυλόκοκκοι και τα Gram – αρνητικά βακτηρίδια.

Μέθοδος Kirby – Bauer
Σε τρυβλία με Muller Hinton άγαρ, επιστρώνουμε με βαμβακοφόρο στυλεό το εναιώρημα του μικροβίου. Τοποθετούμε δίσκους αντιβιοτικών με λαβίδα ή με ειδικό διανεμητή δίσκων και επωάζουμε 18 – 24 ώρες. Tα αντιβιοτικά διαχέονται στο θρεπτικό υλικό και αναστέλλουν την ανάπτυξη του μικροβίου γύρω από το δίσκο, ανάλογα με την ευαισθησία του μικροβίου σε αυτά.

Η αναστολή της ανάπτυξης φαίνεται με ζώνη χωρίς μικρόβιο, γύρω από το δίσκο. Όσο πιο μεγάλη είναι η ζώνη αναστολής, τόσο πιο ευαίσθητο είναι το μικρόβιο. Υπάρχουν σε πίνακες τα όρια των ζωνών αναστολής, που διαφέρουν ανάλογα με το μικρόβιο και το αντιβιοτικό, και με βάση αυτούς χαρακτηρίζουμε το μικρόβιο ευαίσθητο, μέτρια ευαίσθητο ή ανθεκτικό.

Μέθοδος αραιώσεων σε σωληνάρια ή σε πλάκα μικροαραιώσεων

Σε σειρά σωληναρίων παρασκευάζονται διαφορετικές (πολύ μικρές ως πολύ μεγάλες) συγκεντρώσεις αντιβιοτικών, διαδοχικά αυξανόμενες εις το διπλάσιο μεταξύ δύο σωληναρίων. Το ίδιο γίνεται από διάφορες εταιρείες που φέρουν τα αντιβιοτικά σε μικροπλάκες, λυοφιλιοποιημένα, με τις κατάλληλες αραιώσεις. 

Ρίχνουμε με πιπέτα την κατάλληλη ποσότητα εναιωρήματος σε όλα τα σωληνάρια ή βυθίσματα της πλάκας και επωάζουμε 18 – 24 ώρες. Υπάρχουν στο εμπόριο αυτόματα συστήματα που διαμοιράζουν το ζωμό με το εναιώρημα και επίσης διαβάζουν και το αποτέλεσμα.

Σε μια σειρά αραιώσεων του αντιβιοτικού, η μικρότερη πυκνότητα που αναστέλλει την ανάπτυξη του μικροβίου λέγεται Ελάχιστη Ανασταλτική Πυκνότητα (ΕΑΠ ή Minimum Inhibitory Concentration MIC). Όσο πιο μικρή είναι η ΕΑΠ, τόσο πιο ευαίσθητο είναι το μικρόβιο.

Υπάρχουν σε πίνακες τα όρια των ΕΑΠ, που επίσης διαφέρουν ανάλογα με το μικρόβιο και το αντιβιοτικό, και με βάση αυτούς χαρακτηρίζουμε το μικρόβιο ευαίσθητο, μέτρια ευαίσθητο ή ανθεκτικό.

Μέθοδος διάχυσης αντιβιοτικών σε άγαρ

Παρασκευάζουμε τρυβλία με άγαρ και ενσωματώνουμε αντιβιοτικό σε συγκεκριμένες πυκνότητες. Για κάθε αντιβιοτικό έχουμε πολλά τρυβλία με διαφορετικές αραιώσεις, ανάλογα με τη μέθοδο σωληναρίων. Εμβολιάζουμε μικρόβιο στα τρυβλία σε ορισμένη ποσότητα και επωάζουμε. Η αραίωση που αντιστοιχεί στο τρυβλίο που αναστέλλει το μικρόβιο είναι η ΕΑΠ.

Μέθοδος ταινιών E - test
Σε μια ταινία πλαστική έχει προστεθεί υλικό με αντιβιοτικό, που έχει διαβαθμιζόμενη πυκνότητα από τη μία ως την άλλη άκρη της ταινίας. Σχηματίζεται ζώνη αναστολής ελλειπτική, και το σημείο που αυτή τέμνει την ταινία είναι η ΕΑΠ.

58. Αντιβιόγραµµα και τεχνική του (βλέπε τις 3 παραγράφους με περίγραμμα παραπάνω, δηλαδή :Εναιώρημα, Παρασκευή εναιωρήματος μικροβίου, Μέθοδος Kirby – Bauer  )
μικροβιολογικη εξεταση ουρων

Συλλογή δείγματος

Η εξέταση πρέπει να γίνεται μέσα σε 1 ώρα από τη λήψη, σε καθαρά ευρύστομα δοχεία πωματιζόμενα, που αγοράζονται από το φαρμακείο. Αποστειρωμένα απαραίτητα αν θα ακολουθήσει καλλιέργεια. Προσοχή στη σωστή σήμανση του δείγματος.

Λήψη δείγματος από το μέσο της ούρησης πρέπει να γίνεται μετά καλό τοπικό πλύσιμο. Τα πρώτα πρωϊνά ούρα είναι τα πιο κατάλληλα.

Ειδικές λήψεις είναι η υπερηβική παρακέντηση, η λήψη με καθετήρα και η λήψη από μόνιμο καθετήρα. Συνήθως γίνεται και καλλιέργεια ταυτόχρονα. Το άκρο καθετήρα είναι ακατάλληλο δείγμα για καλλιέργεια μικροβίων. Η λήψη ούρων μέσω καθετήρα πρέπει να γίνεται με κλείσιμο του καθετήρα με λαβίδα και παρακέντησή του πάνω από τη λαβίδα με σύριγγα.

Σε ψυγείο μπορεί να διατηρηθούν 2 – 3 ώρες γιατί τα έμμορφα συστατικά καταστρέφονται ιδίως αν το ειδικό βάρος (ΕΒ) είναι χαμηλό. Υπάρχουν διάφορα συντηρητικά για περισσότερες ώρες, αλλά καλύτερο δείγμα είναι το πρόσφατο. Τα συντηρητικά χρησιμοποιούνται όταν θα γίνουν ειδικές εξετάσεις σε συλλογές ούρων 12-24 ωρών, και διαφέρουν ανάλογα με την εξέταση. 

Για καλλιέργεια τα ούρα μπορούν να συντηρηθούν 12-24 ώρες στο ψυγείο αν δεν μπορούν να μεταφερθούν αμέσως στο εργαστήριο.

Ποσό ούρων φυσιολογικά είναι 1000-1600 ml, διαφέρει με την ηλικία, το φύλο και τη σωματική διάπλαση. 

Ολιγουρία είναι η ποσότητα < 750 ml /24ωρο και εμφανίζεται σε νόσους νεφρού (νεφρική ανεπάρκεια οξεία και χρόνια σε προχωρημένο στάδιο) και του κυκλοφορικού συστήματος, κ.α.

Πολυουρία είναι η αποβολή > 2000 ml /24ωρο, σε διαβήτη, χρόνια νεφρική ανεπάρκεια (αρχικά στάδια), λήψη διουρητικών ή πολλών υγρών κ.α.

H φυσιολογική όψη είναι κίτρινη διαυγής. Θολερότητα παρουσιάζεται σε ύπαρξη πυοσφαιρίων και μικροβίων, άμορφων αλάτων και αίματος.

Το χρώμα μεταβάλλεται σε ύπαρξη αίματος σε ροδόχρουν ή κόκκινο (πρόσφατη αιμορραγία) ως καστανόχρουν (αιμοσφαιρινουρία, αποβολή παλαιών ή αλλοιωμένων ερυθρών σε νεφρικές νόσους, μυοσφαιρινουρία κ.α.), έντονο κίτρινο ως λαδοπράσινο σε ύπαρξη χολερυθρίνης, χρώμα κονιάκ σε ύπαρξη πορφυρινών (πορφυρίες), πορτοκαλί σε λήψη φαρμάκων, καρότων, παντζαριών, βατόμουρων κ.α.

Το ΕΒ είναι 1015-1030, μετριέται με το πυκνόμετρο (ουρινόμετρο) ή με ειδικό διαθλασίμετρο (refractometer) ή με τις ταινίες πολλαπλών αντιδράσεων ούρων (multistix) ή σε ανάγκη με ζύγιση και ακριβή ογκομέτρηση (Βάρος / όγκος). Δείχνει την ικανότητα του νεφρού να συμπυκνώνει τα ούρα. Ελάττωση ΕΒ έχουμε σε νεφρική ανεπάρκεια, διαβήτη, λήψη πολλών υγρών κ.α. Αν είναι χαμηλό καταστρέφονται πολλά έμμορφα συστατικά και δυσχεραίνεται η μικροσκοπική εξέταση.

Η ωσμωτικότητα μετράται με ειδικό ωσμόμετρο, έχει ανάλογη σημασία με το ΕΒ και δείχνει το ποσό των διαλυμένων ουσιών στα ούρα (γλυκόζη, ηλεκτρολύτες, ουρία κ.α.)

Το pH είναι όξινο, περίπου 6,0. Μετριέται με pHμετρικό χαρτί ή με ταινίες multistix. Αν είναι πολύ αλκαλικό τότε δεν είναι αξιόπιστες διάφορες βιοχημικές παράμετροι και καταστρέφονται πολλά έμμορφα συστατικά.

Οι βιοχημικές εξετάσεις που αναφέρονται παρακάτω εκτελούνται σύντομα με τις ταινίες πολλαπλών αντιδράσεων ούρων (multistix) αλλά πολλές φορές χρησιμοποιούνται για ακρίβεια και ποσοτικό αποτέλεσμα κλασικές βιοχημικές μέθοδοι

Λευκώματα ούρων. φυσιολογικά το λεύκωμα των ούρων είναι μη ανιχνεύσιμο με τις συνήθεις μεθόδους. Αύξηση των λευκωμάτων  υποδηλώνει νόσους του νεφρού (σπειραματονεφρίτιδες, νεφρωσικό σύνδρομο κ.α.) και συστηματικές νόσους που επηρεάζουν τη νεφρική λειτουργία (κολλαγονώσεις, διαβήτης, υπέρταση κ.α.). φυσιολογικά αυξάνει στην εγκυμοσύνη, μετά έντονη μυϊκή άσκηση και ορθοστασία.

Ειδική κατηγορία λευκώματος είναι το Bence-Jones, που είναι παραπρωτεϊνη μικρού μοριακού βάρους (ελαφρές αλύσεις ανοσοσφαιρινών) και ανιχνεύεται με βιοχημική μέθοδο ή ανοσοηλεκτροφόρηση.

Η μέτρηση γίνεται ποσοτικά με την μέτρηση της θόλωσης που προκαλείται σε διάλυμα θειοσαλικυλικού οξέος 3% σε φωτόμετρο ή θολωσίμετρο και σύγκριση με πρότυπα διαλύματα, αφού κατασκευασθεί ειδική καμπύλη απορρόφησης. 

Επίσης με την αντίδραση της διουρίας. Τα λευκώματα με την παρουσία χαλκού σε αλκαλικό περιβάλλον σχηματίζουν έγχρωμο σύμπλοκο. Το αντιδραστήριο διουρίας περιέχει NaOH, CuSO4, KI και τρυγικό καλιονάτριο. Προστίθενται τα ούρα και γίνεται φωτομέτρηση και σύγκριση με πρότυπα διαλύματα.

Η γλυκόζη είναι ανιχνεύσιμη στα ούρα όταν η στάθμη στο αίμα είναι άνω των 160-180 mg/dl, όπως συμβαίνει σε διαβητικά άτομα. Επίσης βρίσκεται σε νόσους του νεφρού οπότε περνάει και όταν τα επίπεδα στο αίμα είναι χαμηλότερα, σε εγκυμοσύνη, σε λήψη σακχαρούχων ουσιών ή ορών με γλυκόζη παρεντερικά. 

Ποσοτικά ανιχνεύεται με τη μέθοδο Benedict (παλαιότερη με θειϊκό χαλκό που οξειδώνεται σε οξείδιο χαλκού) ή με τη μέθοδο οξειδάσης της γλυκόζης. Με δράση της οξειδάσης της γλυκόζης, γλυκόζη + Ο2 ( γλυκονικό οξύ + H2 O2. Με την υπεροξειδάση διασπάται το υπεροξείδιο και μεταβάλλεται το χρώμα σε μια χρωμογόνο ουσία. Επίσης υπάρχει και η μέθοδος εξοκινάσης που χρησιμοποιείται συχνά σε αυτόματους βιοχημικούς αναλυτές κ.α.

Ψευδώς αρνητική βγαίνει η δοκίμή σακχάρου σε ύπαρξη στα ούρα οξόνης ή ασκορβικού οξέος.

Εκτός της γλυκόζης, ανιχνεύονται και άλλα σάκχαρα, όπως η λακτόζη (έγκυες, νεογνά), φρουκτόζη, γαλακτόζη κ.α. σε διάφορες μεταβολικές ή ηπατικές διαταραχές και άλλα νοσήματα. 

Οξόνη βρίσκεται σε νηστεία (συχνά σε βρέφη, μικρά παιδιά), σε ασιτία, σε διαβήτη (οξέωση), ασθενείς με εμέτους κ.α.

Χολοχρωστικές (χολερυθρίνη, χολοπρασίνη) βρίσκονται σε καταστάσεις με ίκτερο και άνοδο της άμεσης χολερυθρίνης (ηπατίτιδες, χολολιθιάσεις με απόφραξη χοληδόχων, κίρρωση, δηλητηριάσεις κ.α.). Σε αιμολυτικές αναιμίες, η χολερυθρίνη που κυκλοφορεί στο αίμα είναι η έμμεση που δεν αποβάλλεται στα ούρα.

Προσδιορισμός στα ούρα : Χλωριούχος σίδηρος + χολερυθρίνη = χολοπρασίνη (πράσινος δακτύλιος σε ούρα)

Ουροχολινογόνο αυξάνει στα ούρα σε αιμολυτικές νόσους και σε νόσους του ηπατικού παρεγχύματος που δεν επανεκκρίνει το ουροχολινογόνο στο έντερο. Ελαττώνεται σε αποφρακτικό ίκτερο ή όταν η νόσος του ηπατικού παρεγχύματος προκαλεί παροδικά στην οξεία φάση πλήρη απόφραξη.

Προσδιορισμός στα ούρα : Ουροχολινογόνο + αντιδραστήριο Erlich = ροζ ως κόκκινο χρώμα.

Μνημοτεχνικά: Αύξηση ουροχολινογόνου χωρίς χολοχρωστικές = αιμόλυση

Αύξηση χολοχρωστικών με ή χωρίς ουροχολινογόνο = ηπατίτιδα, ηπατική νόσος, απόφραξη.


Παρένθεση : Χρήσιμες γνώσεις

Προσδιορισμός χολερυθρίνης στο αίμα : αντίδραση Van den Bergh 

Άμεση + διαζωαντιδραστήριο ( διαζωχολερυθρίνη (μωβ)

Έμμεση + αλκοόλη + διαζωαντιδραστήριο ( διαζωχολερυθρίνη (μωβ)

Μεταβολισμός χολερυθρίνης
Η χολερυθρίνη παράγεται στο σπλήνα, ήπαρ, μυελό, λεμφαδένες από τη διάσπαση αιμοσφαιρίνης. Είναι συνδεδεμένη με λευκώματα και δεν περνά το νεφρικό ηθμό στα ούρα (μη υδατοδιαλυτή). Λέγεται έμμεση (προσδιορισμός μετά προσθήκη αλκοόλης). 

Στο ήπαρ αποχωρίζεται το λεύκωμα και συνδέεται με γλυκουρονικό οξύ και λέγεται άμεση (δίνει την αντίδραση προσδιορισμού άμεσα, χωρίς αλκοόλη) και διέρχεται από τα νεφρά στα ούρα (υδατοδιαλυτή) ελεύθερα. Κανονικά αποβάλλεται στο έντερο όπου γίνεται από τα βακτήρια κοπροχολινογόνο. Το μισό οξειδώνεται σε κοπροχολίνη και αποβάλλεται με κόπρανα. Το μισό επαναρροφάται στο έντερο. Ένα μέρος πάει πάλι στο ήπαρ ( έντερο και μικρό μέρος (1%) στην κυκλοφορία και αποβάλλεται στα ούρα σαν ουροχολινογόνο. In vitro μετατρέπεται σε ουροχολίνη, γι’αυτό, αν έχουν περάσει πάνω από 1-2 ώρες από την ούρηση, καλύτερα να μετράμε την ουροχολίνη.

Σε αιμολυτικές νόσους η έμμεση αυξάνει στο αίμα γιατί το ήπαρ αν και λειτουργεί καλά, δεν προλαβαίνει να την μεταβολίσει σε άμεση. Βέβαια δεν βρίσκεται στα ούρα χολερυθρίνη, γιατί η έμμεση δεν περνάει. Επειδή αυξάνει και η απέκκριση στα κόπρανα από το φυσιολογικό ήπαρ, αυξάνει και το επαναρροφούμενο ουροχολινογόνο και το ουροχολινογόνο των ούρων.

Σε απόφραξη χοληφόρων, η μετατροπή γίνεται σε άμεση αλλά δεν περνάει στο έντερο, άρα αυξάνει η άμεση στο αίμα και στα ούρα. Επειδή σπάνια η απόφραξη είναι πλήρης, υπάρχει ουροχολινογόνο (ελαττωμένο ή φυσιολογικό) σε κόπρανα και ούρα. Αν είναι πλήρης, δεν υπάρχει καθόλου (αποχρωματισμός).

Σε ηπατίτιδα, κίρρωση κ.α. βλάβες του ηπατικού παρεγχύματος, το ηπατικό κύτταρο δεν μπορεί να μετατρέψει την έμμεση σε άμεση και αυξάνει στο αίμα η έμμεση. Αλλά επειδή υπάρχει και ενδοηπατική απόφραξη (λειτουργική) αυξάνει και η άμεση στο αίμα και στα ούρα. Επειδή μειώνεται η χολερυθρίνη που περνάει στο έντερο υπάρχει αποχρωματισμός κοπράνων. Αλλά λίγο ουροχολινογόνο σχηματίζεται και επαναρροφάται. Αυτό  δεν μπορεί να απεκκριθεί από το ήπαρ λόγω βλάβης στο έντερο και αυξάνει σημαντικά έτσι το ουροχολινογόνο στα ούρα. Σε οξεία φάση ηπατίτιδας μπορεί παροδικά η απόφραξη να είναι πλήρης και δεν περνάει καθόλου χολερυθρίνη στο έντερο, οπότε δεν έχω ούτε στα κόπρανα ούτε στα ούρα ουροχολινογόνο.


Αιμοσφαιρίνη αυξάνει στα ούρα σε ύπαρξη αιματουρίας ή σε αιμοσφαιρινουρία οπότε δεν υπάρχουν ερυθρά αιμοσφαίρια στα ούρα (αιμολυτικές νόσοι, δηλητηρίαση, μεταγγίσεις κ.α.).

Μέτρηση γίνεται με μέθοδο πυραμιδόνης (παλαιότερα) ή με ταινίες.
Μυοσφαιρίνη βρίσκεται στα ούρα σε νόσους μυών, καταστροφή μυών, δηλητηριάσεις κ.α. Τα ούρα είναι κοκκινωπά και γίνονται καστανόμαυρα με την πάροδο της ώρας. 

Πορφυρίνες βρίσκονται στις πορφυρίες και τα ούρα είναι άχρωμα ή ροζ και με την παέροδο της ώρας γίνονται βαθύ κόκκινο. 
Δοκιμή αναγωγής νιτρικών υπάρχει σε πολλές ταινίες (multistix) και θετική δοκιμασία δείχνει την παρουσία μικροβίων (από αυτά που ανάγουν τα νιτρικά, όπως τα εντεροβακτηριακά)

Στα ούρα γίνεται και η μέτρηση πολλών βιολογικών ουσιών με βιοχημικές μεθόδους, όπως η ουρία, κρατινίνη, ασβέστιο, πρωτεϊνες, νάτριο, κάλιο κλπ., και γίνεται συσχέτισή τους με τις τιμές του αίματος ώστε να εκτιμηθεί η λειτουργική κατάσταση των νεφρών (π.χ. με την κάθαρση κρεατινίνης). Αυτές οι διαγνωστικές μέθοδοι θα αναλυθούν στο μάθημα της Βιοχημείας. Επίσης γίνονται μετρήσεις ορμονών, αμινοξέων κ.α.

Το ίζημα των ούρων

Γίνεται φυγοκέντρηση σε κωνικό σωληνάριο 10 ml ούρων επί 5 λεπτά σε 2000 RPM. Aπορρίπτουμε το υπερκείμενο και το ίζημα μετά ήπια ανάδευση μικροσκοπείται. Μερικές φορές για καλύτερη αναγνώριση των στοιχείων του ιζήματος γίνονται ειδικές χρώσεις, όπως η Sternheimer – Malbin, μπλε του μεθυλενίου, Sudan III για λιποσφαίρια, May Grunwald – Giemsa για κύτταρα κ.α.

Μικροσκόπηση γίνεται σε αντικειμενοφόρο πλάκα, όπου τοποθετούμε 1 σταγόνα ιζήματος και καλύπτουμε με καλυπτρίδα. Αρχικά με μεγέθυνση Χ100 ψάχνουμε για κυλίνδρους και με μεγέθυνση Χ400 κάνουμε τη λεπτομερή εξέταση. Τα διάφορα στοιχεία αναφέρονται αριθμητικά (π.χ. 10-15 κατά οπτικό πεδίο ή κ.ο.π.) αλλά και περιγραφικά (σπανιότατα, σπάνια, λίγα, αρκετά, πολλά, άφθονα, αφθονότατα).

Στοιχεία του ιζήματος

Οι κύλινδροι είναι ένδειξη νεφρικής βλάβης.

Είναι κυλινδρικά επιμήκη σωμάτια που αποτελούν εκμαγεία των ουροφόρων σωληναρίων του νεφρού, όπου και σχηματίζονται. Αποτελούνται από το λεύκωμα Tamm – Horsfall που σχηματίζεται στο νεφρό, κυρίως όταν το λεύκωμα των ούρων είναι αυξημένο. Όπως σχηματίζεται ο κύλινδρος, περικλείει μέσα επιθηλιακά κύτταρα, λευκά και ερυθρά αιμοσφαίρια. Όσο μεγαλύτερη είναι η βλάβη, τόσο περισσότερα στοιχεία περικλείονται. Τα στοιχεία αυτά εκφυλίζονται και μετατρέπονται σε κοκκία. 

Οι υελώδεις κύλινδροι δεν περιέχουν στοιχεία ή έχουν μόνο λίγα κοκκία και βρίσκονται σε μικρή ποσότητα και σε φυσιολογικά άτομα, μετά κόπωση, σε υηλικιωμένους, εμπύρετα, λήψη διουρητικών αλλά και σε όλες τις νεφρικές νόσους. Οι υελοκοκκώδεις περιέχουν αρκετά κοκκία και βρίσκονται στις περισσότερες νεφρικές νόσους. Όσο βαρύτερη είναι η νόσος, συναντάμε αμιγείς κοκκώδεις με άφθονα κοκκία, επιθηλιακούς με επιθηλιακά κύτταρα νεφρικών σωληναρίων, κηρώδεις που έχουν όψη σαν κερί που έχει σπάσει σε μερικά σημεία και προέρχονται από κοκκώδεις σε βαριά νεφρική βλάβη, λιπώδεις με κοκκία λίπους από εκφύλιση νεφρικών σωληναρίων. Σε όλους τους παραπάνω κυλίνδρους μπορεί να περικλείονται ερυθρά αιμοσφαίρια όπως σε σπειραματονεφρίτιδα (αιμορραγικοί ή αιμοσφαιρινικοί όταν έχουν καταστραφεί τα ερυθρά αιμοσφαίρια), πυοσφαίρια όπως στην μικροβιακή πυελονεφρίτιδα αλλά και σε πολλές άλλες νεφρικές νόσους.  

Κυλινδροειδή βλέννης είναι σχηματισμοί από βλέννη που μοιάζουν με κυλίνδρους αλλά έχουν το ένα άκρο στρογγυλεμένο αλλά το άλλο καταλήγει σε βλεννώδη ουρά. Συχνά συνυπάρχουν με κυλίνδρους και μπορεί να είναι ένδειξη βλάβης αλλά παρατηρούνται και σε φυσιολογικά άτομα.

Τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι παθολογικό εύρημα όταν είναι πάνω από 3 – 5 κατά οπτικό πεδίο (κ.ο.π.). Βρίσκονται σε τραυματισμό νεφρού, σε νόσους του σπειράματος (οπότε είναι μικρά, κενά αιμοσφαιρίνης, δύσμορφα, με προσεκβολές, δακτυλιοειδή και με άλλες παθολογικές μορφές), σε νόσους του προστάτη, σε συστηματικές νόσους με συμμετοχή νεφρών (κολλαγονώσεις, αιμοσφαιρινοπάθειες, λοιμώξεις, λήψη αντιπηκτικών κ.α.), σε πρόσμιξη από τον κόλπο σε φλεγμονές, έμμηνο ρύση, τραύματα κ.α.

Τα πυοσφαίρια είναι παθολογικό εύρημα όταν είναι πάνω από 3 – 5 κ.ο.π. Βρίσκονται σε ουρολοιμώξεις κυρίως αλλά και στις περισσότερες μη λοιμώδεις νόσους όπως σπειραματονεφρίτιδες κ.α. που υπάρχει ερεθισμός και άσηπτη φλεγμονή.

Τα επιθηλιακά κύτταρα μπορούν να διαχωρισθούν σε κύτταρα πλακώδη (συνήθως από τον γυναικείο κόλπο, που δείχνουν εξωτερικές προσμίξεις και είναι ένδειξη επανελέγχου μετά καλό πλύσιμο), σε κυστικά (από την ουροδόχο κύστη), νεφρικών σωληναρίων με προέλευση από το ανώτερο ουροποιητικό (παθολογικό εύρημα) και σε κύτταρα με λιπώδη εκφύλιση (με λιποσφαίρια) σε νεφρικές νόσους.

Άμορφα άλατα συναντώνται συχνά στα ούρα χωρίς ιδιαίτερη διαγνωστική αξία. Τα ουρικά άλατα (νατρίου ή καλίου) είναι στο ίζημα κίτρινα ή ροζ, συνήθως σε όξινα ούρα, διαλύονται με θέρμανση και με καυστικό νάτριο. Τα φωσφορικά άλατα βρίσκονται σε αλκαλικά ή ουδέτερα ούρα, είναι λευκωπά στο ίζημα, δεν διαλύονται με θέρμανση αλλά με οξεικό οξύ.

Οι κρύσταλλοι των ούρων σε όξινα ούρα διακρίνονται σε :

· ουρικούς (κίτρινοι, μορφή φύλλων, σπασμένα τζάμια), 

· οξαλικού ασβεστίου (σχήμα φακέλου ή ωοειδείς), 

· χοληστερίνης (οδοντωτά άκρα, διαφανείς) σε νεφρωσικό σύνδρομο, 

· χολερυθρίνης σε ικτέρους, 

· θειϊκού ασβεστίου, 

· σουλφοναμιφών (ποικίλα σχήματα), ακτινοσκιερών ουσιών κ.α. φαρμάκων και  

· κρύσταλλοι αμινοξέων (εξαγωνικοί κυστίνης σε κυστινουρία, βελονοειδείς τυροσίνης σε ηπατοπάθειες κ.α. και μικροί συμπαγείς λευκίνης)

Σε αλκαλικά ούρα διακρίνονται σε : εναμμώνιου φωσφορικού μαγνησίου (πολυγωνικοί σχηματισμοί), φωσφορικού διασβεστίου (αστεροειδείς σχηματισμοί), ουρικού αμμωνίου (αγκαθωτά μήλα) σε παλαιά ούρα συνήθως και ανθρακικού ασβεστίου.

Το είδος των κρυστάλλων και αλάτων μπορεί να αντανακλά τη σύσταση των νεφρικών λίθων των ασθενών, συσχετίζεται με τις διατροφικές συνήθειες, είναι ειδικής σημασίας μερικές φορές όπως οι κρύσταλλοι αμινοξέων, προκαλούνται από φάρμακα και σπάνια μπορεί να προκαλέσουν τραυματισμό ουροφόρων οδών με αιματουρία, δυσουρικά ενοχλήματα ή και απόφραξη. Συνήθως δεν έχει ειδική σημασία.

Μικροοργανισμοί βρίσκονται στα ούρα σε ουρολοιμώξεις, σε παλαιά επιμολυσμένα δείγματα ή σε επιμόλυνση από την περιγεννητική χλωρίδα.

Λιποσφαίρια μόνα ή σε σχηματισμούς ωοειδών σωματίων προέρχονται από εκφύλιση κυττάρων σε διάφορες νόσους, κυρίως νεφρωσικό σύνδρομο, διαβητική νεφροπάθεια κ.α.

Βλέννη υπάρχει συχνά και δεν έχει συνήθως σημασία, μπορεί να συνυπάρχει με νεφρικές παθήσεις, κυρίως λοιμώξεις.

Καλλιέργεια ούρων 

Γίνεται για τη διάγνωση των ουρολοιμώξεων. Tα ούρα των υγιών ατόμων είναι στείρα. Ουρολοίμωξη είναι η παρουσία και ο πολλαπλασιασμός σημαντικά μεγάλου αριθμού μικροβίων στο ουροποιητικό σύστημα. Μπορεί να είναι του ανώτερου ουροποιητικού  (πυελονεφρίτιδα) ή του κατώτερου (κυστίτιδα, ουρηθρίτιδα, οξύ ουρηθρικό σύνδρομο σε γυναίκες, προστατίτιδα). Επίσης οι ουρολοιμώξεις μπορεί να είναι υποτροπιάζουσες λόγω ύπαρξης ανατομικών ανωμαλιών, ατελούς θεραπείας, κακές συνθήκες υγιεινής κ.α.

Μικρόβια όμως βρίσκονται και σε ασθενείς χωρίς συμπτώματα (ασυμπτωματική βακτηριουρία, σε διαβητικούς, ηλικιωμένους, άτομα με ανατομικές ανωμαλίες του ουροποιητικού, εγκύους κ.α.). 

Η συνήθης καλλιέργεια γίνεται για κοινά ουροπαθογόνα μικρόβια. 
Ειδική καλλιέργεια ούρων με ειδικά υλικά απαιτείται για αναζήτηση μυκοβακτηρίδιου φυματίωσης και μυκήτων. Ειδική λήψη χρειάζεται για την προστατίτιδα μετά μάλαξη του προστάτη. 

Ειδική αναζήτηση χωρίς καλλιέργεια γίνεται για ορισμένες κατηγορίες μικροοργανισμών, όπως χλαμύδια (ανοσοφθορισμός), ιό CMV (αναζήτηση κυτταρικών εγκλείστων), λεπτόσπειρα και παράσιτα (σχιστοσωμίαση) (άμεση μικροσκόπηση) κ.λπ. Πρέπει να αναφέρεται πάντα το αναμενόμενο παθογόνο με βάση την κλινική εικόνα για να εφαρμοσθεί η κατάλληλη διαγνωστική μέθοδος.

Κυριότερα παθογόνα σε συνήθεις ουρολοιμώξεις είναι τα : E.coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa, Candida spp., Staphylococcus saprophyticus κ.α. 
Η Gram χρώση σε ίζημα των ούρων μπορεί γρήγορα να πιστοποιήσει την ύπαρξη μικροβίων σε μεγάλους αριθμούς και μπορεί να γίνεται όταν υπάρχουν ενδείξεις ουρολοίμωξης από την γενική εξέταση ούρων.

Η καλλιέργεια γίνεται ως εξής: 
Βασική προϋπόθεση σωστής συλλογής των ούρων είναι το καλό πλύσιμο τής ουρήθρας και της ουρογεννητικής περιοχής με σαπούνι και και ζεστό νερό. Στις γυναίκες καλό είναι μετά το πλύσιμο να κλείνουμε την είσοδο του κόλπου με λίγο βαμβάκι ή με tampon. Αφήνουμε να φύγουν λίγα ούρα και συλλέγουμε 50-100 από το μέσο ρεύμα της ούρησης, σε αποστειρωμένο ουροδοχείο. Η Η καλλιέργεια πρέπει να γίνει σε 1 ώρα, διαφορετικά, τα ούρα πρέπει να μπουν στο ψυγείο. 

Για τα νεογνά και τα βρέφη υπάρχουν ειδικά πλαστικά σακουλάκια, τα οποία μετά καλό τοπικό πλύσιμο κολλάμε στην ουρογεννητική περιοχή και συλλέγουμε τα ούρα. Πρέπει η συλλογή να γίνει μέσα σε μια ώρα, αλλιώς επαναλαμβάνεται η διαδικασία.

Επίσης μπορεί στα νεογνά και βρέφη ή σε άλλες ειδικές περιπτώσεις να ληφθούν ούρα με υπερηβική παρακέντηση.

Τα ούρα των ασθενών που φέρουν μόνιμο καθετήρα είναι ακατάλληλα για καλλιέργεια. Σε περιπτώσεις με συμπτώματα ουρολοίμωξης μπορούμε, με επιφύλαξη στην αξιολόγηση του αποτελέσματος, να πάρουμε το δείγμα από τον καθετήρα. Αφού τον κλείσουμε με λαβίδα και αφού πρώτα τον απολυμάνουμε τοπικά, παίρνουμε δείγμα με σύριγγα.

Ο ασθενής δεν πρέπει να παίρνει τις δύο προηγούμενες ημέρες αντιβιοτικά, εκτός αν έτσι συστήσει ο γιατρός.

Έλεγχος καταλληλότητας δείγματος

Μικροσκοπούμε το ίζημα και αν περιέχει πολλά πλακώδη επιθήλια, το δείγμα είναι ακατάλληλο.

Θρεπτικά υλικά: McConkey άγαρ Νο 2 (που ευνοεί την ανάπτυξη και των εντερόκοκκων) και αιματούχο άγαρ.

Πριν χρησιμοποιήςουμε τα τρυβλία με τα θρεπτικά υλικά, τα τοποθετούμε ανοιχτά στον κλίβανο, για να στεγνώσουν από τους υδρατμούς. 

Διαδικασία καλλιέργειας: Γνωρίζουμε ότι στις ουρολοιμώξεις ο αριθμός των βακτηρίων είναι πάνω από 100.000 σε κάθε ml ούρων. Επίσης γνωρίζουμε ότι κάθε μικροοργανισμός, όταν καλλιεργείται σε στερεό θρεπτικό υλικό, παράγει μια αποικία. Αν λοιπόν καλλιεργήσουμε γνωστή ποσότητα ούρων, μπορούμε να υπολογίσουμε τον αριθμό των βακτηρίων σε 1 ml ούρων και να διαγνώσουμε αν υπάρχει ουρολοίμωξη.

Για να επιτύχουμε αυτό, χρησιμοποιούμε δύο τρόπους:

Αραίωσn ούρων: Σε αποστειρωμένο σωληνάριο τοποθετούμε 4 ml φυσιολογικού ορού και προσθέτουμε 1ml ούρων (1:5). Ανακινούμε και μεταφέρουμε με αυτόματη πιπέτα ή κρίκο σταθερής διαμέτρου 0,010 ml (10 μl) στην επιφάνεια του θρεπτικού υλικού. Απλώνουμε με κρίκο σε όλη την επιφάνεια. 

Χωρίς αραίωση ούρων: Με κρίκο γνωστής διαμέτρου, 0,01 ml, μεταφέρουμε μια σταγόνα κατ’ευθείαν από τα ούρα στο θρεπτικό υλικό και απλώνουμε με τον κρίκο σε όλη την επιφάνεια. Μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε διαφορετικούς όγκους, αρκεί να τους λάβουμε υπόψη στους υπολογισμούς.

Επώαση: Γίνεται σε κλίβανο θερμοκρασίας 37ο C, για 24 ώρες, αερόβια. Τηv επόμενη ημέρα ελέγχουμε τον αριθμό των αποικιών και επίσης τη μορφολογία τους, ενώ αν η καλλιέργεια είναι θετική προχωρούμε σε βιοχημική ταυτοποίηση και έλεγχο ευαισθησίας σε αντιβιοτικά. 

Μέτρηση βακτηρίων ανά ml ούρων.

Πολλαπλασιάζουμε τον αριθμό των αποικιών που αναπτύσσονται στο τρυβλίο επί 1000 μl (=1ml) και διαιρούμε με τον όγκο που καλλιεργήσαμε. Στη μέθοδο αραίωσης πολλαπλασιάζουμε επί την αραίωση (Χ 5).

Έτσι αν βρούμε 250 αποικίες, στη μέθοδο αραίωσης, ο αριθμός μικροβίων ανά ml θα είναι (250 Χ 1000 / 10) Χ 5 = 125000, δηλαδή είναι θετική η καλλιέργεια, > 100000. 

Αν βρούμε 60 αποικίες, στη μέθοδο χωρίς αραίωση, ο αριθμός μικροβίων ανά ml θα είναι (60 Χ 1000 / 10) = 6000, δηλαδή είναι αρνητική η καλλιέργεια.

Αξιολόγηση
Συνήθως όταν απομονώνονται πάνω από δύο μικρόβια στην καλλιέργεια έχουμε ακατάλληλο δείγμα και συνιστούμε επανάληψη.

Η ουρολοίμωξη αποδεικνύεται αν έχουμε > 100000 μικρόβια/ml ούρων (συνήθως ένα αλλά και δύο είδη μικροβίων). Όταν η λήψη έγινε με υπερηβική παρακέντηση αξιολογείται οποιοσδήποτε αριθμός μικροβίων.

Αλλά μπορεί να υπάρχουν λιγότερα σε ασθενείς με καθετήρες, νεογνά και παιδιά, σε λήψη αντιβιοτικών, σε λήψη πολλών υγρών, σε ύπαρξη δυσουρικών ενοχλήσεων ή συχνουρίας ή πολυουρίας, σε οξύ ουρηθρικό σύνδρομο, σε απόφραξη ουροποιητικής οδού, σε λοίμωξη από ορισμένα μικρόβια όπως μύκητες, εντερόκοκκοι, σταφυλόκοκκοι κ.α. περιπτώσεις. Επίσης σε μεταμοσχευμένους ή ανοσοκατασταλμένους ασθενείς.

Όταν έχουμε <100000 /ml, ζητάμε λοιπόν κλινικές πληροφορίες για να ελέγξουμε αν υπάρχουν κάποιες από τις παραπάνω περιπτώσεις. Αν δεν υπάρχουν και έχουμε κάτω των 10000, θεωρείται αρνητική η εξέταση. Αν έχουμε > 10000  ζητάμε επανέλεγχο μετά πολύ καλό πλύσιμο.

Η παρουσία πολλών ειδών μικροβίων είναι υπέρ της επιμόλυνσης του δείγματος. Όμως ασθενείς με καθετήρες μπορεί να έχουν λοίμωξη από περισσότερα του ενός μικρόβια. Η λήψη πρέπει να γίνεται με κλείσιμο του καθετήρα με λαβίδα και παρακέντησή του πάνω από τη λαβίδα με σύριγγα.

59. Καλλιέργεια ούρων για µυκοβακτηρίδιο φυµατίωσης. 

Συλλέγονται πρωινά ούρα 3 διαδοχικών ημερών. Παρασκευάζουμε με φυγοκέντρηση ίζημα από τα ούρα κάθε ημέρας, όσο γίνεται μεγαλύτερης ποσότητας ούρων (τουλάχιστον 100 ml). Σε όλα τα ιζήματα εκτελούμε χρώση Ziel-Nielsen και μικροσκοπούμε για μυκοβακτηρίδια. Επεξεργαζόμαστε τα δείγματα με μέθοδο Petrof με μέθοδο ανάλογη με τα πτύελα, αλλά με συντομότερους χρόνους, ώστε να σκοτωθούν όλα τα μικρόβια εκτός του μυκοβακτηριδίου φυματίωσης. Κατά τη μέθοδο αυτή σε σωληνάριο φυγοκέντρου βάζουμε ίζημα ούρων και τριπλάσια ποσότητα NaOH 4%, αναδεύουμε και επωάζουμε 10’ σε 37ο C. φυγοκεντρούμε και κρατάμε το ίζημα. Ρίχνουμε μια σταγόνα δείκτη ερυθρό φαινόλης οπότε το ίζημα γίνεται κόκκινο (αλκαλική αντίδραση). Ρίχνουμε σταγόνες HCl 8% μέχρι εξουδετέρωσης, δηλ. μέχρι να εξαφανισθεί το κόκκινο χρώμα. φυγοκεντρούμε και το ίζημα είναι έτοιμο για καλλιέργεια. Επίσης θα καλλιεργήσουμε και ίζημα ούρων που δεν έχει υποστεί επεξεργασία. Εμβολιάζουμε όλα τα ιζήματα στο ειδικό υλικό Lowenstein-Jensen, σε βιδωτά σωληνάρια. Κάθε ίζημα το εμβολιάζουμε σε δύο σωληνάρια, το ένα μπαίνει στον κλίβανο 37ο C και το άλλο σε θερμοκρασία δωματίου, σε σκοτάδι (π.χ. σε ένα ντουλάπι του εργαστηρίου). Ελέγχουμε για ανάπτυξη μυκοβακτηριδίων, έως και 40 ημέρες.
Ειδικές μορφές ουρολοίμωξης αποτελούν 

Tο οξύ ουρηθρικό σύνδρομο σε γυναίκες, όπου υπάρχουν έντονα συμπτώματα με μικρό αριθμό μικροβίων (συνήθως E.coli, S.saprophyticus).

Η ουρηθρίτιδα των ανδρών από κοινά μικρόβια αλλά συχνά από γονόκοκκο (βλεννόρροια) ή από χλαμύδια, μυκοπλάσματα, Gardnerella ή και τριχομονάδες. Xρειάζεται να γίνει ειδική λήψη και καλλιέργεια σε ειδικά υλικά ανάλογα με το αίτιο που ψάχνουμε (γονόκοκκο, μυκόπλασμα, μύκητες κ.ά.). 
Καλλιέργεια ουρηθρικού εκκρίματος

Η λήψn γίνεται πριν n τουλάχιστον 2 ώρες μετά τnv ούρnσn. Εφόσον υπάρχει πολύ έκκριμα και ο ασθενής προσέρχεται στο εργα​στήριο, η λήψn γίνεται με κρίκο. Κάνουμε νωπά παρασκευάσματα και ξηρά επιχρίσματα για χρώση κατά Gram και στρώνουμε απευθείας τις καλλιέργειες. Αν δεν υπάρχει έκκριμα, η λήψn γίνεται με ειδικό λεπτό στυλεό, ο οποίος τοπο​θετείται στο εσωτερικό της πρόσθιας ουρήθρας και παραμένει 1-2 sec και στn συνέχεια καλλιεργείται αμέσως. Αν η καλλιέργεια δεν γίνει αμέσως, χρησιμοποιούμε ειδικό συντηρητικό υλικό μεταφοράς, επειδή ο γονόκοκκος είναι πολύ ευαίσθnτος στην ξnρασία. 

Μετά τη λήψη του δείγματος, εξετάζεται αμέσως ένα νωπό παρασκεύασμα για πυοσφαίρια, μύκητες και για τριχομονάδες. Ένα άλλο παρασκεύασμα χρωματίζεται με χρώση Gram για μύκητες και για μικρόβια, αν υπάρχουν και ακολουθεί καλλιέργεια. σε κοινά θρεπτικά υλικά και σε Thayer Μartin για γονόκοκκο. Για χλαμύδια γίνεται συνήθως άμεσος ανοσοφθορισμός.
Η προστατίτιδα (οξεία ή χρόνια) από όλα τα προαναφερθέντα μικρόβια, που είναι δύσκολη στη διάγνωση και απαιτεί ειδική λήψη δείγματος ούρων μετά από μάλαξη του προστάτη  (Μέθοδος Stamey – Meares). Η καλλιέργεια σπέρματος ζητείται μερικές φορές σαν μέρος του ελέγχου των προβλημάτων γονιμότητας και για ανίχνευση μικροβιακής αιτιολογίας σε φλεγμονές του ανδρικού γεννητικού συστήματος, συμπεριλαμβανομένου του προστάτη. Κυρίως όμως γίνεται μελέτη των μακροσκοπικών και μικροσκοπικών χαρακτηριστικών και των χημικών χαρακτήρων, που έχουν μεγαλύτερη σημασία για τον παραπάνω έλεγχο.

60. Ποιες οδηγίες θα δώσετε στους εξεταζόµενους για συλλογή ούρων προς καλλιέργεια 

61.  Γενική καλλιέργεια των ούρων: διαδικασία και θρεπτικά υλικά που θα επιλέξετε. 

62.  Για ποιες νόσους απαιτείται ειδική καλλιέργεια ούρων ; 

63.  Πώς θα πάρετε ουρηθρικό έκκριµα;

ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΕΞΕΤΑΣΗ   ΕΓΚΕφΑΛΟΝΩΤΙΑΙΟΥ ΥΓΡΟΥ  ε.ν.υ.

Μηνιγγίτιδα είναι η φλεγμονή της αραχνοειδούς και χοριοειδούς μήνιγγας του εγκεφάλου που επεκτείνεται σε όλο τον υπαραχνοειδή χώρο γύρω από τον εγκέφαλο και το νωτιαίο μυελό (Ν.Μ.). Συχνά επεκτείνεται στον εγκεφαλικό ιστό προκαλώντας μηνιγγοεγκεφαλίτιδα και εγκεφαλικά αποστήματα. Είναι η πιο συχνή και σοβαρή λοίμωξη του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) σε παιδιά και ενήλικους.

Τα κυριότερα αίτια είναι: 

Βακτηριακή μηνιγγίτιδα 

Κατά τους πρώτους 2 μήνες της ζωής, ο β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Β, Gram αρνητικά βακτηρίδια και κυρίως ελυτροφόρα Κ1 στελέχη E. coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Hemophilus influenzae,  (CNS), μυκοπλάσματα, αναερόβια κ.α. 

Μεγαλύτερες ηλικίες η Neisseriae meningitidis (μηνιγγιτιδόκοκκος), ο Streptococcus pneumoniae (πνευμονιόκοκκος) και παλαιότερα πριν την εκτέλεση του εμβολίου για αιμόφιλο ο Haemophilus influenzae τύπου b.

Σε ηλικιωμένους και άλλες κατηγορίες ασθενών βρίσκονται επίσης Gram-αρνητικά βακτηρίδια, σταφυλόκοκκοι κ.α.

 Ιογενής μηνιγγίτιδα 

Εντεροϊοί (πολυομυελίτιδας, Coxsackie A και B, Εchoviruses), ιός της παρωτίτιδας, ιλαράς, ερυθράς, γρίππης, HIV, αδενοιοί, ερπητοϊοί κ.α.

Χρόνια εγκεφαλίτιδα

Από ιό της ιλαράς, της ερυθράς 

Παραμηνιγγικές λοιμώξεις

Είναι  τα εγκεφαλικά αποστήματα και η σηπτική θρομβοφλεβίτιδα των φλεβωδών κόλπων του εγκεφάλου που προκαλούνται από ποικίλα μικρόβια όπως στρεπτοκόκκους, σταφυλοκόκκους, εντεροβακτηριακά, ψευδομονάδες και αναερόβια βακτηρίδια και κόκκους.

Η διάγνωση γίνεται με εξέταση του ΕΝΥ, που λαμβάνεται με άσηπτες συνθήκες με οσφυονωτιαία παρακέντηση (ΟΝΠ).

Γίνεται λήψη σε 2 – 3 καλά πωματιζόμενα αποστειρωμένα σωληνάρια ή με σύριγγα και χωρίζεται μετά σε σωληνάρια μετά. Χρησιμοποιούμε το 1ο για Μικροβιολογική εξέταση, το 2ο για μέτρηση κυττάρων, βιοχημικές εξετάσεις και για αιματολογική χρώση και το 3ο για ανίχνευση αντιγόνων ή άλλες εξετάσεις

Η μεταφορά γίνεται αμέσως στο εργαστήριο, αν όμως δεν είναι δυνατόν, τοποθετείται το 1ο σωληνάριο σε κλίβανο 35ο C για καλλιέργεια μόνο και γίνεται συντήρηση με ψύξη του υπόλοιπου δείγματος μόνο για ιολογικό έλεγχο (-20οC) ή για μέτρηση κυττάρων και καθορισμό τύπου (4 οC)

Φυσικοί χαρακτήρες του ΕΝΥ. 

Φυσιολογικά είναι διαυγές, άχρωμο και δεν πήζει. Θολερό είναι όταν ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων είναι αυξημένος και υπάρχει μεγάλος αριθμός μικροβίων.  Ξανθοχρωματικό μπορεί να είναι σε νεογνά με ίκτερο ή σε υπαραχνοειδή αιμορραγία κ.α. καταστάσεις. Αιμορραγικό είναι σε τραυματική παρακέντηση, οπότε το ΕΝΥ είναι αιμορραγικό και διαυγάζει κατά την διάρκεια της συλλογής στο 2ο και 3ο σωληνάριο, ενώ μετά φυγοκέντρηση το υπερκείμενο είναι διαυγές, και σε υπαραχνοειδή αιμορραγία είναι αιμορραγικό χωρίς να διαυγάζει κατά τη συλλογή και μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο είναι ξανθοχρωματικό.

Πήγμα έχουμε σε τραυματική παρακέντηση ή σε βακτηριακή μηνιγγίτιδα, λόγω μεγάλου αριθμού μικροβίων και πολύ υψηλής τιμής λευκώματος 

Η κυριότερη εξέταση είναι η μέτρηση των κυττάρων που γίνεται στην πλάκα Neubauer ή Fuchs Rosenthal. Κάθε μία από αυτές έχει χαραγμένα τετραγωνάκια σε βάθος από την επιφάνεια 0,1 και 0,2 mm αντίστοιχα. Η πλευρά των τετραγωνιδίων είναι 1 mm. Καλύπτουμε με καλυπτρίδα, και τοποθετούμε το ΕΝΥ. Όσα κύτταρα μετρήσουμε σε ένα τετράγωνο πλάτους 1 mm και βάθους 0,1 για παράδειγμα, το πολλαπλασιάζουμε επί 10 για να βρούμε τον αριθμό κυττάρων κατά κυβικό χιλιοστό (κ.κ.χ.) που είναι το ζητούμενο. 

Μετράμε συνήθως περισσότερα από ένα και βρίσκουμε το μέσο όρο κ.κ.χ. Μετράμε και τα λευκά και τα ερυθρά αιμοσφαίρια. Αν είναι πολλά τα κύτταρα γίνεται μικρή αραίωση με φυσιολογικό ορό, οπότε στους υπολογισμούς πολλαπλασιάζουμε και επί την αραίωση.

 Σε πολύ αιμορραγικό ΕΝΥ, αναφέρουμε ότι το αποτέλεσμα δεν είναι αξιόπιστο.

Όταν δεν έχουμε πολύ μεγάλο αριθμό ερυθρών και δεν υπάρχουν πήγματα, μπορούμε να κάνουμε διόρθωση του αριθμού των κυττάρων, ανάλογα με τον αριθμό των λευκών και ερυθρών του περιφερικού αίματος. 

Γίνεται με απλή μέθοδο. Αν έχουμε π.χ. 30000 ερυθρά στο ΕΝΥ, 5000000 ερυθρά στο αίμα και 20000 λευκά στο αίμα, τότε αναμένουμε ότι στα 30000 ερυθρά θα έχουμε 30000 *(20000/5000000) = 120 κύτταρα οφειλόμενα στο αίμα που αναμίχθηκε με το ΕΝΥ. Αν το ΕΝΥ έχει περίπου 120 κύτταρα, υπάρχει ένδειξη ότι πιθανόν να οφείλονται μόνο στο αίμα.

Μετά τη μέτρηση γίνεται φυγοκέντρηση σε 1200 – 1500 στροφές 5-10 λεπτά. Από το ίζημα γίνονται παρασκευάσματα που χρωματίζουμε με χρώση May-Grunwald / Giemsa για καθορισμό του τύπου των κυττάρων. GRAM χρώση γίνεται και από το ίζημα και από το αρχικό δείγμα. Ο τύπος των κυττάρων συνήθως γίνεται όταν υπάρχουν πάνω από 20 /μl, αλλά και σε λιγότερα όταν χρειάζεται ποιοτική εκτίμηση (πχ. διήθηση από κακοήθη κύτταρα).

Αφού στεγνώσει το πλακάκι χωρίς θέρμανση, γίνεται η βαφή με χρόνους 1 λεπτό May-Grunwald και 2,5 - 5 λεπτά Giemsa. Όσο περισσότερο λεύκωμα υπάρχει, τόσο ο χρόνος της Giemsa αυξάνεται εμπειρικά. 2 – 5 λεπτά μονιμοποίηση με μεθανόλη πριν τη χρώση δίνει καλύτερο αποτέλεσμα. 

ΕΙΔΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

Η αύξηση των κυττάρων του ΕΝΥ υποδηλώνει μηνιγγίτιδα. φυσιολογικά στο ΕΝΥ υπάρχουν κάτω των 5 κυττάρων /μl με εξαίρεση τα νεογνά, στα οποία μπορούν να ανευρεθούν έως και 30 κύτταρα /μl. 

Τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα είναι φυσιολογικά σπάνια. Στη βακτηριακή μηνιγγίτιδα έχουμε αύξηση (ως και 20000/μL) αλλά και στην αρχική φάση ιογενών μηνιγγίτιδων, της φυματιώδους μηνιγγίτιδας και της μυκητιασικής, και σε μικρότερο αριθμό βρίσκονται σε μη λοιμώδεις καταστάσεις όπως ερεθισμός των μηνίγγων από αιμοραγίες, έγχυση ουσιών, κακοήθεις διηθήσεις κ.α.

Τα λεμφοκύτταρα και άλλα μονοπύρηνα κύτταρα βρίσκονται σε φυσιολογικές συνθήκες σε μικρό αριθμό. Αύξηση υπάρχει σε ιογενή μηνιγγίτιδα όπου και επικρατούν και σε άλλες περιπτώσεις άσηπτης μηνιγγίτιδας, σε φυματιώδη, μυκητιασική, από λιστέρια, συφιλιδική και στην αρχική φάση της μηνιγγίτιδας από αιμόφιλο. Επίσης σε μη λοιμώδεις νόσους όπως εκφυλιστικές νόσοι του ΚΝΣ.

Ηωσινόφιλα βρίσκονται σε μηνιγγίτιδα από παράσιτα ή μετά από αντιλυσσικό εμβόλιο ή ένεση ενδορραχιαία ξένης αλλεργιογόνου ουσίας.

Βλαστικά κύτταρα του αίματος και  καρκινικά κύτταρα βρίσκονται στο ΕΝΥ σε οξεία λευχαιμία ή νεοπλάσματα του εγκεφάλου αντίστοιχα.

Κύτταρα προέλευσης ΚΝΣ (επενδυματικά, ιστιοκύτταρα μεσοθηλιακά κ.α.) βρίσκονται σε συνδυασμό με τα παραπάνω σε διάφορες νόσους, σε υδροκέφαλο, μετά εγχυση χημειοθεραπρυτικών ουσιών κλπ.

ΧΗΜΙΚΟΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΕΣ ΕΝΥ


H χημική εξέταση του ΕΝΥ περιλαμβάνει μετρήσεις γλυκόζης και πρωτεϊνης που βοηθούν στη διάκριση μεταξύ βακτηριακής και ιογενούς μηνιγγίτιδας, αλλά και στην παρακολούθηση της πορείας της θεραπείας. Η μέτρηση γίνεται όπως περιγράφηκε παραπάνω για τη γλυκόζη και το λεύκωμα των ούρων. Μερικές φορές ζητείται η μέτρηση του χλωρίου ΕΝΥ.

Άλλοι βιοχημικοί προσδιορισμοί συστατικών του ΕΝΥ δεν γίνονται σε ρουτίνα, γιατί δεν έχουν μεγάλη διαγνωστική αξία. Ουσίες που σπανιότερα μετράμε είναι το γαλακτικό οξύ, ένζυμα όπως η LDH (γαλακτική δεϋδρογενάση), η CPK (φωσφοκινάση της κρεατίνης) κ.α.

ΓΛΥΚΟΖΗ


Η ποσότητα της γλυκόζης στο ΕΝΥ είναι φυσιολογικά περίπου το 60-70% της γλυκόζης του αίματος (40 – 80mg/dL). Για σωστή εκτίμηση της αναλογίας γλυκόζης αίματος – ΕΝΥ πρέπει το αίμα να έχει ληφθεί 1-3 ώρες πριν την ΟΝΠ, που συχνά δεν είναι εφικτό.

Χαρακτηριστικά τα επίπεδα γλυκόζης στο ΕΝΥ μειώνονται σε σημαντικό βαθμό στη βακτηριακή μηνιγγίτιδα, καθώς και στη φυματιώδη μηνιγγίτιδα, ενώ παραμένουν φυσιολογικά στις περιπτώσεις ιογενούς μηνιγγίτιδας. Στην αρχή της νόσου μπορεί να βρίσκεται φυσιολογικό. Κατ' εξαίρεση μπορεί να βρεθούν ελαττωμένα σε μηνιγγίτιδα από ιό παρωτίτιδας και από ιούς έρπητα απλού και ζωστήρα. 

Ελάττωση επίσης παρατηρείται σε νεοπλάσματα, χρόνιες λοιμώξεις (σύφιλη, σαρκοείδωση, τοξοπλάσμωση, κρυπτοκόκκωση κ.α), υπαραχνοειδή αιμορραγία και σε υπογλυκαιμία.

ΛΕΥΚΩΜΑ


Η ποσότητα του λευκώματος στο ΕΝΥ είναι φυσιολογικά 15 - 40 mg/dL. Νεογνά και βρέφη έχουν αυξημένα ποσά φυσιολογικά. 

Αν έχουμε αιμορραγικό ΕΝΥ γίνεται διόρθωση της τιμής του λευκώματος με τον ίδιο τρόπο όπως για τα λευκά. Αν έχουμε π.χ. 30000 ερυθρά στο ΕΝΥ, 5000000 ερυθρά στο αίμα και 6,5 gr/dL ή 6500 mg/dL λεύκωμα στο αίμα, τότε αναμένουμε ότι στα 30000 ερυθρά θα έχουμε 30000 *(6500/5000000) = 39 mg/dL λεύκωμα οφειλόμενα στο αίμα που αναμίχθηκε με το ΕΝΥ. Αν το ΕΝΥ έχει περίπου 150mg/dL λεύκωμα, τότε τα 111 mg/dL είναι κατά προσέγγιση η πραγματική τιμή του λευκώματος. Αύξηση λευκώματος οφείλεται σε διαταραχή του φραγμού ή τοπική παραγωγή.

Αύξηση
Αυξάνει πολύ άνω των 100 mg/dL σε βακτηριακή μηνιγγίτιδα, όπου βρίσκονται μερικές φορές τιμές άνω των 1000 mg/dL. Μικρότερη αύξηση σε φυματιώδη μηνιγγίτιδα και σε ιογενείς.

Στην ιογενή μηνιγγίτιδα υπάρχει μικρή αύξηση (50-80 mg/dL) ενώ σπανιότερα μπορεί να είναι φυσιολογική ή και αρκετά αυξημένη ως 300 mg/dL. 

Επίσης αυξάνει σε αιμορραγία, σε εκφυλιστικές νόσους (σκλήρυνση κατά πλάκας, χρόνιες λοιμώξεις), διαβήτη, μεταβολικές διαταραχές, δηλητηριάσεις, όγκους εγκεφάλου και χαρακτηριστικά στο σύνδρομο Guillain Barré. 

Πολύ χαμηλή τιμή λευκώματος μπορεί να είναι ένδειξη ρινόροιας ή ωτόροιας ΕΝΥ. 

Πολλές φορές είναι χρήσιμο να μετράμε τα κλάσματα πρωτεϊνών του ΕΝΥ (αλβουμίνη, ανοσοσφαιρίνες) με ειδικές μεθόδους ή να κάνουμε ποιοτική μελέτη με  ηλεκτροφόρηση για διάγνωση νευρολογικών νόσων, όπως σκλήρυνση κατά πλάκας κ.α.

ΧΛΩΡΙΟ

φυσιολογικά το ΕΝΥ έχει αυξημένα ποσά σε σχέση με το αίμα.

Ελάττωση έκδηλη υπάρχει σε φυματιώδη μηνιγγίτιδα και λιγότερο σε άλλες μορφές μηνιγγίτιδας. Επίσης σε σύφιλη και όγκους εγκεφάλου, αφυδάτωση, επινεφριδική ανεπάρκεια κ.α. 

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΥ

Μερικές φορές, μετά από τραυματισμούς υπάρχει ρινόρροια ή ωτόρροια ΕΝΥ. Για να διακρίνουμε αν ένα υγρό που ρέει είναι ΕΝΥ, κυριότερη εργαστηριακή μέθοδος είναι η ανίχνευση της γλυκόζης, όταν είναι πάνω από 45 mg/dL.

Ασφαλέστερη μέθοδος είναι με ενδορραχιαία ένεση ραδιενεργά σημασμένης ουσίας και αναζήτησή της στο έκκριμα (ρινικό ή ωτικό).

KAΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΕΝΥ

Η καλλιέργεια γίνεται σε αιματούχο, σοκολατόχρωμο άγαρ και Levinthal σε ατμόσφαιρα διοξειδίου, ενώ στο σωληνάριο με το υπόλοιπο ΕΝΥ ρίπτεται θρεπτικός ζωμός. Παράλληλα γίνεται λήψη αιμοκαλλιεργειών, γιατί συνήθως η μικροβιαιμία προηγείται της προσβολής των μηνίγγων. Καλλιέργειες σε ειδικά θρεπτικά υλικά γίνονται σε υποψία αναεροβίων, μυκοβακτηριδίων, ιών, μυκήτων κ.α. Οι καλλιέργειες ελέγχονται καθημερινά επί 5 ημέρες και αν δεν έχουμε μικρόβια σε στερεά υλικά, ανακαλλιεργούμε το θρεπτικό ζωμό, όπου θα έχουν αναπτυχθεί οι μικροοργανισμοί ακόμη και αν βρίσκονταν σε σπάνια ανάπτυξη στο αρχικό δείγμα.


Σημαντική μικροβιολογική εξέταση είναι η χρώση κατά Gram που είναι θετική σε 60-90% των περιπτώσεων βακτηριακής μηνιγγίτιδας. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες χρώσεις, όταν υπάρχουν οι σχετικές ενδείξεις, όπως η αρνητική χρώση με σινική μελάνη που αποκαλύπτει τα βλαστοσπόρια του κρυπτόκοκκου, και η χρώση Ziehl-Nielsen που χρησιμοποιείται για την αναζήτηση των μυκοβακτηριδίων της φυματίωσης. Οι χρώσεις είναι πιο αξιόπιστες όταν γίνονται από το ίζημα του ΕΝΥ. Το νωπό παρασκεύασμα του ΕΝΥ μπορεί να βοηθήσει στην ανίχνευση παρασίτων ή μυκήτων.

Ταχεία ανίχνευση μικροβίων

Έχουν αναπτυχθεί ορισμένες ταχείες μέθοδοι ανίχνευσης των συχνότερων βακτηριακών αντιγόνων στο ΕΝΥ (S.pneumoniae, N.meningitidis, H.influenzae, GBS, E.coli K1, κρυπτόκοκκο και Listeria). Στις τεχνικές αυτές χρησιμοποιούνται κατάλληλοι αντιοροί που αντιδρούν in vitro με τα βακτηριακά αντιγόνα και τα αποτελέσματά τους συσχετίζονται καλά με την καλλιέργεια. Οι κυριότερες είναι η ανάστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση, η συγκολλητινοαντίδραση Latex, η επισυγκόλληση σταφυλοκόκκου και η ανοσοενζυμική μέθοδος (ELISA). Αυτές οι μέθοδοι αναφέρθηκαν παραπάνω στο κεφάλαιο των ανοσολογικών τεχνικών. Η συγκολλητινοαντίδραση Latex είναι η ταχύτερη (λίγα λεπτά της ώρας) και είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη. 

64. Πως θα διακρίνουμε προκαταρκτικά τη βακτηριδιακή μηνιγγίτιδα από την ιογενή, με βάση τα κύτταρα τη γλυκόζη και το λεύκωμα του Ε.Ν.Υ.;

ΑΛΛΑ ΣΤΕΙΡΑ ΥΓΡΑ

Τα κυριότερα βιολογικά υγρά του σώματος που είναι φυσιολογικά στείρα μικροβίων είναι το αρθρικό υγρό, το πλευριτικό υγρό, το περιτοναϊκό (ή ασκιτικό) υγρό, το περικαρδιακό υγρό κ.α. Όπως και στο ΕΝΥ η καλλιέργεια δεν είναι ποσοτική, και οποιοσδήποτε αριθμός μικροβίων θεωρείται παθολογικός.

Γενικά η συλλογή των υγρών αυτών γίνεται με ειδική τεχνική (παρακέντηση ή χειρουργική επέμβαση) από τους γιατρούς για διάγνωση των αντίστοιχων λοιμώξεων, δηλαδή λοιμώδους αρθρίτιδας, πλευρίτιδας που είναι συχνά επιπλοκή πνευμονίας από το ίδιο αίτιο, περιτονίτιδας από ενδοκοιλιακές λοιμώξεις (σκωληκοειδίτιδα, επιπλοκή κίρρωσης ή κακοήθων νόσων κ.α.), περικαρδίτιδας κλπ.

Η συλλογή γίνεται σε καλά πωματιζόμενα ή βιδωτά σωληνάρια ή δοχεία κ/ας ούρων, ή μεταφέρονται γρήγορα στο εργαστήριο μέσα στη σύριγγα παρακέντησης. Όπως και στο ΕΝΥ συνήθως απαιτείται η μέτρηση των κυττάρων, ο προσδιορισμός του τύπου και η μέτρηση λευκώματος και σακχάρου με τις μεθόδους που προαναφέρθηκαν στα κεφάλαια των ούρων και του ΕΝΥ. Συχνά τα υγρά αυτά είναι αιμορραγικά και περιέχουν ινική. Ειδικά αν πρόκειται περί αρθρικού ή πλευριτικού υγρού που συχνά πήζουν, γίνεται λήψη και επί πλεόν σωληναρίου με αντιπηκτικό για τη γενική εξέταση.

Γενική εξέταση των υγρών

Συνήθως τα φυσιολογικά υγρά έχουν κατά 20 – 30 mg% μικρότερη τιμή σακχάρου από το αίμα, 1–3 gr% λεύκωμα (λιγότερο από το μισό του αίματος) και αριθμό κυττάρων < 400 με υπερίσχυση λεμφοκυττάρων, μονοκυττάρων και κυττάρων που παράγονται τοπικά ανάλογα με τον παρακείμενο ιστό. 

Μη φλεγμονώδους αιτιολογίας συλλογή υγρών ονομάζεται διίδρωμα και δημιουργείται συνήθως από κυκλοφορικές διαταραχές. H συλλογή φλεγμονώδους αιτιολογίας λέγεται εξίδρωμα και γίνεται συνήθως από λοιμώξεις και νεοπλασματικές νόσους.

Τα διιδρώματα είναι διαυγή, αχυρόχρωμα, έχουν χαμηλό ΕΒ (<1018), δεν πήζουν, περιέχουν λίγο λεύκωμα, λίγα κύτταρα (<1000/κκχ.) με λεμφοκυτταρικό τύπο και δεν περιέχουν μικρόβια, συνήθως χωρίς ερυθρά, και η αντίδραση Rivalta είναι αρνητική. Τα εξιδρώματα έχουν υψηλότερο ΕΒ (>1018), πήζουν, περιέχουν πολύ λεύκωμα, χαμηλή γλυκόζη, πολλά κύτταρα (>1000/κκχ.) με πολυμορφοπυρηνικό τύπο, συχνά περιέχουν ερυθρά αιμοσφαίρια και μικρόβια και η αντίδραση Rivalta είναι θετική.

Πολλές φορές στα βιολογικά υγρά αναζητούνται και ένζυμα, όπως LDH κ.α. που μπορεί να συσχετίζονται με φλεγμονή ή άλλες νόσους.

Υλικά για καλλιέργεια

Αιματούχο και σοκολατόχρουν, υλικό αναεροβίων (αιματούχο με εμπλουτιστικές ουσίες που επωάζεται σε αναερόβιες συνθήκες), θειογλυκολικός ζωμός για διατήρηση αναεροβίων, θρεπτικός ζωμός, Sabouraud για μύκητες, Chapman και McConkey που βοηθούν πολύ σε γρήγορη διαφοροποίηση σταφυλοκόκκων και Gram αρνητικών και Lowenstein για μυκοβακτηρίδια επί ύπαρξης κλινικών ενδείξεων. Πολλές φορές χρήσιμη είναι η καλλιέργεια 3-5 ml υγρού (αν έχουμε περίσσεια) σε ειδικές φιάλες αιμοκαλλιεργειών που έχουν πολύ εμπλουτιστικά θρεπτικά υλικά, που γίνεται με τις μεθόδους που αναγράφονται στο κεφάλαιο των αιμοκαλλιεργειών.

Καλλιεργούμε το ίζημα αν έχω πάνω από 1 ml, φυγοκέντρηση 20 min 3000 στροφές με άσηπτες συνθήκες, αλλιώς αναδεύουμε και καλλιεργούμε στα παραπάνω υλικά όλο το δείγμα. 

Απαραίτητες είναι οι χρώσεις Gram και η Ziehl Nielsen που γίνονται καλύτερα από το ίζημα.

Επωάζουμε τις καλλιέργειες και γίνεται καθημερινή επισκόπηση επί 5 ημέρες. Τα αιματούχα και σοκολατόχρωμα υλικά επωάζονται σε ατμόσφαιρα διοξειδίου. Αν δεν έχουμε μικρόβια σε στερεά υλικά, ανακαλλιεργούμε το θρεπτικό ζωμό, όπου θα έχουν αναπτυχθεί οι μικροοργανισμοί ακόμη και αν βρίσκονταν σε σπάνια ανάπτυξη στο αρχικό δείγμα.

Ειδικότερα 

ΑΡΘΡΙΚΟ ΥΓΡΟ

Η συχνότερη από τις ορθοπεδικές λοιμώξεις είναι η οξεία σηπτική αρθρίτιδα. Η διάγνωσή δεν είναι πολύ εύκολη γιατί δεν ανευρίσκεται πάντα ο υπεύθυνος μικροβιακός παράγων και υπάρχει μεγάλη ποικιλία μη λοιμωδών αρθρίτιδων αλλά και ιογενών (ερυθρά, αρμποιοί, ηπατίτιδα Β, παρωτίτιδα, λοιμώδης μονοπυρήνωση κ.α.)

Αίτια είναι συχνά ο β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Β σε νεογνά και ομάδας Α σε άλλες ηλικίες, Gram ανητικά βακτηρίδια, S.aureus, Η.influenzae, γονόκοκκος κ.α.

Υπάρχει και η χρόνια σηπτική αρθρίτιδα που οφείλεται σε μυκοβακτηρίδια φυματίωση, σε ωχρά σπειροχαίτη (σύφιλη), σε βρουκέλλες, μύκητες κ.α.

Επίσης υπάρχει και η αντιδραστική αρθρίτιδα μικροβιακής αιτιολογίας, όπου δεν βρίσκεται μικρόβιο στην άρθρωση (εκτός σπάνια) αλλά η ανοσολογική αντίδραση του οργανισμού κατά μιας λοίμωξης (από Yersinia, Salmonella, Borrelia, Campylobacter, Klebsiella, Shigella κ.α. είδη) κατευθύνεται και κατά στοιχείων της άρθρωσης. 

Εκτός των παραπάνω εξετάσεων (μέτρηση των κυττάρων, προσδιορισμός του τύπου και μέτρηση λευκώματος και σακχάρου), στο αρθρικό υγρό γίνεται και η δοκιμασία γλοιότητας. φυσιολογικά το αρθρικό υγρό έχει γλοιότητα (είναι παχύρρευστο λόγω παρουσίας υαλουρονικού οξέος). Από μία σύριγγα αφήνουμε να πέσει μια σταγόνα αρθρικού υγρού. φυσιολογικά όπως πέφτει, σχηματίζει μια ουρά πίσω της 4-6 εκατοστά. Αν η γλοιότητα είναι ελαττωμένη πέφτει σαν σταγόνες νερό. Η γλοιότητα ελαττώνεται σε φλεγμονώδεις νόσους. Δεν είναι πολύ αξιόπιστη δοκιμασία.

Στην εξέταση αρθρικού υγρού πολλές φορές αναζητούμε στοιχεία που θα βοηθήσουν στη διάγνωση μη λοιμωδών αρθρίτιδων, κυρίως όταν δεν ανευρίσκεται μικρόβιο και ο αριθμός των κυττάρων είναι μεγάλος. Η αναζήτηση ειδικών κρυστάλλων προσφέρει σημαντική βοήθεια.

Επίσης υπάρχουν ειδικά κύτταρα διαφόρων ρευματοπαθειών, όπως τα κύτταρα ρευματοειδούς αρθρίτιδας (ραγοειδή, πολυμορφοπύρηνα ή μονοκύτταρα με μεγάλα κοκκία ή έγκλειστα), τα κύτταρα ερυθηματώδους λύκου, κύτταρα Reiter (φαγοκυτταρα) κ.α.

Συνοψίζουμε τα χαρακτηριστικά των κυριότερων αρθρίτιδων.

Σε σηπτική αρθρίτιδα, το αρθρικό υγρό έχει λεύκωμα > 3 gr %, χαμηλό σάκχαρο και πολλές φορές >50000 κύτταρα κκχ. με > 80% πολυμορφοπύρηνα. 

Ειδικά στην ουρική αρθρίτιδα, μπορεί να έχουμε πολυμορφοπυρηνικό τύπο περίπου 70%, και βρίσκουμε κρυστάλλους ουρικού νατρίου (βελονοειδείς).

Στην ψευδουρική αρθρίτιδα ή χονδρασβέστωση, ισχύουν τα παραπάνω και βρίσκουμε κρυστάλλους πυροφωσφορικού ασβεστίου (ρομβοειδείς).

Σε ρευματοειδή αρθρίτιδα μπορεί να έχουμε πολυμορφοπυρηνικό τύπο περίπου 70% και κύτταρα ρευματοειδούς αρθρίτιδας.

Λεμφοκυτταρικό τύπο έχουμε σε τραυματικές και εκφυλιστικές αρθρίτιδες ή σε ερυθηματώδη λύκο, όπου συνήθως τα κύτταρα είναι 600 – 10000 κκχ.

Κρυστάλλους χοληστερίνης, ίνες χόνδρου, λιποσφαίρια κ.α. στοιχεία βρίσκουμε σε εκφυλιστικές και χρόνιες αρθροπάθειες αλλά δεν είναι ειδικοί.

Γενικά σε μη ύπαρξη μικροβίων, εκτελούμε και άλλες ειδικές βοηθητικές εξετάσεις αίματος που βοηθούν στη διάγνωση των παραπάνω νόσων.

ΠΛΕΥΡΙΤΙΚΟ ΥΓΡΟ

Συχνά η συλλογή είναι διίδρωμα, από μη λοιμώδη αίτια, όπως σε καρδιακή ανεπάρκεια, κίρρωση κ.α.

Μπορεί να έχουμε φλεγμονώδες εξίδρωμα από λοιμώδη αίτια που αναζητούμε στην καλλιέργεια, αλλά και από άλλα αίτια όπως νεοπλάσματα, τραύματα με πιθανή εξέλιξη σε τοπική λοίμωξη, νόσους κολλαγόνου κ.α.

Επίσης μπορεί να έχουμε χυλώδη συλλογή. Χυλώδης συλλογή προέρχεται από καταστροφή θωρακικού πόρου από διάφορα αίτια και βρίσκουμε παρουσία λιποσφαιρίων, τριγλυκεριδίων και λεμφοκυττάρων. Ψευδοχυλώδες είναι όταν έχει κιτρινωπή χροιά κυρίως από κρυστάλλους χοληστερίνης σε διηθήματα από συλλογές λόγω ΤΒ, νεοπλασμάτων, κολλαγονώσεων κ.α.

Τα κυριότερα λοιμώδη αίτια είναι πνευμονιόκοκκος, S.aureus και H.influenzae. Σπανιότερα τα μυκοβακτηρίδια φυματίωσης, οι μύκητες, ακτινομύκητες, νοκάρδιες, εχινόκοκκος, αναερόβια, μυκοπλάσματα πνευμονίας, ρικέτσιες, ιοί (αδενοιοί, HIV, I.M., influenza κ.α.) κλπ.

Αναφέρθηκε ήδη ότι σε εξίδρωμα έχουμε αύξηση λευκώματος, κυττάρων (πολυμορφοπυρηνικός τύπος) και ελάττωση σακχάρου. Εμπύημα ονομάζεται η συλλογή όταν υπάρχει παρουσία μικροβίων και μεγάλη αύξηση πολυμορφοπύρηνων.

Στο πλευριτικό υγρό γίνεται και η δοκιμασία RIVALTA (πήξη σερομυκίνης εν ψυχρώ παρουσία οξεικού οξέος) που είναι θετική σε εξίδρωμα και αρνητική σε διίδρωμα. Δεν είναι πολύ αξιόπιστη δοκιμασία. Σε 100 ml νερού προσθέτουμε 2 σταγόνες οξεικού οξέος. Ρίχνουμε μέσα μια σταγόνα πλευριτικού υγρού. Αν είναι εξίδρωμα, εμφανίζεται ένα λευκωπό «σύννεφο» κατά την πορεία βύθισης της σταγόνας. Σε διίδρωμα, η σταγόνα βυθίζεται χωρίς θόλωση, σαν «σιρόπι».

ΠΕΡΙΚΑΡΔΙΑΚΟ ΥΓΡΟ

Υπάρχουν πολλά μη λοιμώδη αίτια περικαρδιακής συλλογής, όπως νεοπλάσματα, τραύματα, έμφραγμα του μυοκαρδίου, νόσοι κολλαγόνου κ.α

Λοιμώδη αίτια είναι ποικίλα όπως και στο πλευριτικό υγρό. Οποιοδήποτε μικρόβιο απομονωθεί θεωρείται παθογόνο.

Σε λοιμώδη αιτιολογία βρίσκουμε μεγάλη ελάττωση γλυκόζης και περισσότερα από 1000 πλυμορφοπύρηνα κκχ.

ΠΕΡΙΤΟΝΑΪΚΟ ΥΓΡΟ

Συχνά τα αίτια περιτοναϊκής συλλογής δεν είναι λοιμώδη (διίδρωμα) και όπως και στο πλευριτικό το εξίδρωμα μπορεί να οφείλεται σε μη λοιμώδη αίτια, οπότε στις καλλιέργειες δεν βρίσκουμε μικρόβια. Αλλά το διίδρωμα (όπως στην κίρρωση) μπορεί να μολυνθεί και να έχουμε εικόνα λοιμώδους περιτονίτιδας.

Τα λοιμώδη αίτια είναι ποικίλα όπως και στο πλευριτικό υγρό. Οποιοδήποτε μικρόβιο απομονωθεί θεωρείται παθογόνο.

Μια ειδική κατηγορία περιτοναϊκού υγρού είναι το διάλυμα περιτοναϊκών πλύσεων που κάνουν πολλοί νεφροπαθείς. Αυτό δεν είναι βιολογικό υγρό αλλά περιέχει τις βλαβερές ουσίες του αίματος των νεφροπαθών που απομακρύνονται με την πλύση. Όταν περιέχει κύτταρα (>100 κ.κ.χ.) θεωρείται ότι υπάρχει περιτονίτιδα και καλλιεργείται για αναζήτηση του αιτίου.

Τα περιτοναϊκά εξιδρώματα έχουν λεύκωμα > 2 – 2,5 gr % και χαμηλό σάκχαρο, θετική Rivalta και  >500 κύτταρα κκχ. με > 50% πολυμορφοπύρηνα. 
ΑΙΜΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

Γίνεται για τη διάνωση της μικροβιαιμίας και σηψαιμίας.

Η σηψαιμία είναι μία από τις σοβαρότερες λοιμώξεις σε παιδιά και ενήλικους. Η συχνότητα της είναι αυξημένη σε παιδιά κάτω των 2 ετών, καθώς και σε βαρέως πάσχοντες και ανοσοκατασταλμένους ασθενείς στους οποίους η θνητότητα είναι πολύ υψηλή. 

Ως μ ι κ ρ ο β ι α ι μ ί α     ή    β α κ τ η ρ ι α ι μ ί α      (bacteremia) ορίζεται η ανεύρεση μικροοργανισμών στο αίμα αποδεικνυόμενη από αιμοκαλλιέργεια ή άλλες διαγνωστικές μεθόδους. Ανάλογα με το είδος του υπεύθυνου μικροοργανισμού η βακτηριαιμία αναφέρεται και σαν σταφυλο-κοκκαιμία, μυκηταιμία, ιαιμία, Gram-αρνητική μικροβιαιμία κλπ. Αν οφείλεται σε δύο ή περισσότερους μικροοργανισμούς λέγεται πολυμικροβιακή.

Η μικροβιαιμία που συνοδεύεται από συμπτώματα υπερθερμίας, ταχύπνοιας, ταχυκαρδίας και λευκοκυττάρωσης ή λευκοπενίας είναι η σ η ψ α ι μ ί α       (σήψη, sepsis), που μπορεί να επιδεινωθεί και να οδηγήσει σε σηπτικό shock με δυσλειτουργία οργάνων και  υπόταση.

Μερικές φορές χρησιμοποιείται ο όρος   π υ α ι μ ί α   για να δηλώσει την παρουσία πολύ μεγάλου αριθμού πολυμορφοπυρήνων στο αίμα, που συνοδεύει μερικές φορές τις βαριές λοιμώξεις μαζί με μικροβιαιμία (π.χ. πνευμονία, μηνιγγιτιδα κλπ. με > 50000/μl πολυμορφοπύρηνα)

Είναι εξωνοσοκομειακή ή ενδονοσοκομειακή.

Είναι δευτεροπαθής, συνοδεύει δηλαδή την πνευμονία, ουρολοιμώξεις, αρθρίτιδες κ.α. λοιμώξεις, ή είναι πρωτοπαθής, χωρίς άλλη εστία λοίμωξης, όπου η είσοδος των μικροβίων μπορεί να έχει γίνει από ενδαγγειακούς καθετήρες, ενδοφλέβια διαλύματα και παράγωγα αίματος.

Η μικροβιαιμία συνήθως εμφανίζεται με ενδημική μορφή (σποραδικά κρούσματα), αλλά συχνά και με επιδημική μορφή στα νοσοκομεία και ιδιαίτερα σε ειδικές μονάδες, όπως σε ογκολογικές κλινικές, τμήματα νεογεννήτων ή σε μονάδες εντατικής θεραπείας (ΜΕΘ).

Η μικροβιαιμία μπορεί να είναι παροδική, διαλείπουσα, συνεχής ή υποτροπιάζουσα. 

Η παροδική διαρκεί λίγα λεπτά ως μισή ώρα και συμβαίνει μετά από χειρισμούς μολυσμένων ιστών (αποστήματα, δοθιήνες κλπ.), μικρές επεμβάσεις σε βλεννογόνους (οδοντιατρικές εργασίες, κυστεοσκοπήσεις, καθετηριασμούς) και χειρουργικές επεμβάσεις σε περιοχές με χλωρίδα (διουρηθρική προστατεκτομή, χειρουργικοί καθαρισμοί τραυμάτων κλπ.). Επίσης κατά τη διαδρομή λοιμώξεων όπως μηνιγγίτιδα, πνευμονία, οστεομυελίτιδα και άλλες, παρότι η μικροβιαιμία αυτή μπορεί να είναι και συνεχής ή διαλείπουσα. 

Η διαλείπουσα μικροβιαιμία διαρκεί ένα ορισμένο χρονικό διάστημα κατά το οποίο οι αιμοκαλλιέργειες είναι θετικές, ενώ υπάρχουν μεσοδιαστήματα, συνήθως λίγων ωρών, με στείρες καλλιέργειες. Συνήθως πρόκειται για περιπτώσεις δευτερογενούς μικροβιαιμίας. Η διαλείπουσα μικροβιαιμία παρουσιάζεται σε ενδοκοιλιακά, ηπατικά, περινεφρικά και άλλα αποστήματα, σε διαλείπουσα απόφραξη ουροφόρων ή χοληφόρων οδών, ή σε συχνές επεμβάσεις σε φλεγμονώδεις περιοχές. 

Στη συνεχή μικροβιαιμία, οι αιμοκαλλιέργειες είναι επανειλημμένα θετικές επί αρκετές ημέρες. Ο τύπος αυτός μικροβιαιμίας εμφανίζεται στη λοίμωξη από ενδαγγειακούς καθετήρες, στην ενδοκαρδίτιδα, αλλά και από οποιαδήποτε άλλη πηγή, όταν η άμυνα του οργανισμού είναι ελαττωμένη.

Η υποτροπιάζουσα μικροβιαιμία χαρακτηρίζεται από δύο ή περισσότερα επεισόδια μικροβιαιμίας στον ίδιο ασθενή, με μεσοδιάστημα χωρίς λοίμωξη,  συνήθως λίγων ημερών. Συμβαίνει συχνά σε ασθενείς με κακοήθη νοσήματα, υποτροπιάζουσες ουρολοιμώξεις και σε περιπτώσεις μακράς παραμονής των ασθενών στο νοσοκομείο.

Aίτια μικροβιαιμίας - σηψαιμίας


Tα αίτια της μικροβιαιμίας διαφέρουν ανάλογα με την ηλικία, την υποκειμένη νόσο, την ανοσολογική κατάσταση του ασθενούς, καθώς και την πηγή προέλευσης των μικροβίων. Είναι ποικίλα. Σχεδόν όλοι οι μικροοργανισμοί έχουν ενοχοποιηθεί. 

Εξαρτώνται από την εστία της λοίμωξης σε δευτεροπαθή μικροβιαιμία (Escherichia coli, Salmonella spp., η Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Pseudomonas spp. Σπανιότερα αίτια είναι τα αναερόβια και οι μύκητες. Σε πρωτοπαθή μικροβιαιμία μπορεί να είναι οποιοδήποτε μικρόβιο, ανάλογα με την προέλευση. Συχνά σε λοιμώξεις από καθετήρες βρίσκονται και κοαγκουλάση - αρνητικοί σταφυλόκοκκοι (CNS) και μύκητες.

Σπανιότερα αίτια μικροβιαιμίας βρίσκονται σε ανοσοκατασταλμένους και βαρέως πάσχοντες ασθενείς.


Εκτός από τα παραπάνω αίτια, σπάνια έχουν ενοχοποιηθεί για μικροβιαιμία παράσιτα (λεϊσμάνιες, τρυπανοσώματα, φιλάριες και πλασμώδια) και ιοί (CMV, απλού έρπητος, Varicella-Zoster, ερυθράς, αδενοϊοί, ινφλουέντζα και αναπνευστικός συγκυτιακός ιός).

Διάγνωση


Η βασική εξέταση για τη διάγνωση της μικροβιαιμίας είναι η αιμοκαλλιέργεια, και γίνεται σε ειδικές φιάλες με θρεπτικούς ζωμούς.


Η λήψη της αιμοκαλλιέργειας γίνεται πάντα μετά σχολαστική τοπική αντισηψία με ισοπροπυλική ή αιθυλική αλκοόλη και ακολούθως με ιωδιούχο διάλυμα που πρέπει να αφήνεται να δράσει για τουλάχιστο ένα λεπτό. Με τον ίδιο τρόπο γίνεται και η αποστείρωση του πώματος της φιάλης αιμοκαλλιέργειας. 

Ο όγκος του αίματος που πρέπει να καλλιεργηθεί αποτελεί παράγοντα βασικής σημασίας. Συνιστάται να γίνεται λήψη τουλάχιστον 1 ml αίματος ανά έτος ηλικίας για παιδιά κάτω των 10 ετών, ενώ στους ενήλικους απαιτούνται 10 έως 20 ml. Πριν τον εμβολιασμό του αίματος, η φιάλη αερίζεται με εισαγωγή αποστειρωμένης βελόνης στο ελαστικό πώμα. Αμέσως μετά τον εμβολιασμό του αίματος γίνεται ανάδευση και η φιάλη αιμοκαλλιέργειας τοποθετείται σε επωαστικό κλίβανο 35οC. Η επώαση διαρκεί τουλάχιστον για μια εβδομάδα. Για ορισμένα βραδέως αναπτυσσόμενα μικρόβια (βρουκέλλες, μύκητες) ή σε ασθενείς που έχουν λάβει αντιβιοτικά παρατείνεται ο χρόνος επώασης για δύο έως τρεις εβδομάδες.

Υλικά αιμοκαλλιεργειών

Πολλοί θρεπτικοί ζωμοί αιμοκαλλιέργειας μπορούν να χρησιμοποιηθούν, διαφορετικοί για αερόβια και αναερόβια καλλιέργεια. Οι ζωμοί συνήθως αγοράζονται από το εμπόριο. Οι ζωμοί των αιμοκαλλιεργειών περιέχουν συνήθως SPS (sodium polyanethosulfonate) που δρα σαν αντιπηκτικό του αίματος και μειώνει την βακτηριοκτόνο δράση του ορού έναντι των μικροβίων. Επίσης προστίθενται διάφοροι άλλοι παράγοντες ανάπτυξης όπως αιμίνη, βιταμίνη B6, βιταμίνη Κ κλπ προκειμένου να απομονωθούν και οι πλέον απαιτητικοί παθογόνοι παράγοντες. Επειδή πολλοί ασθενείς παίρνουν αντιβιοτικά, αυτά αναστέλλουν την ανάπτυξη των μικροβίων στην αιμοκαλλιέργεια. Για αναστολή ορισμένων αντιβιοτικών χρησιμοποιήθηκε αρχικά η πενικιλλινάση, αλλά τα σύγχρονα συστήματα χρησιμοποιούν ρητίνες, ουσίες που προσροφούν τα περισσότερα αντιμικροβιακά σκευάσματα.


Τα παράσιτα που κυκλοφορούν στο αίμα ανιχνεύονται, όταν υπάρχουν κλινικές ενδείξεις, με μικροσκοπική εξέταση του αίματος, μετά εμπλουτισμό και ειδικές χρώσεις, ενώ υπάρχουν και ειδικά υλικά ανάπτυξης για ορισμένα από αυτά. Για την ανίχνευση των ιών δεν βοηθάει η κοινή αιμοκαλλιέργεια, αλλά χρησιμοποιούνται κυρίως ορολογικές και ανοσολογικές διαγνωστικές μέθοδοι και κυτταρο-καλλιέργειες.

Συστήματα αιμοκαλλιεργειών 

Το κλασικό σύστημα αιμοκαλλιέργειας περιλαμβάνει φιάλες με διφασικό υλικό, δηλαδή με ζωμό και στρώμα θρεπτικού άγαρ στην μία πλευρά της φιάλης. Οι φιάλες ανακινούνται και επισκοπούνται καθημερινά για θολερότητα και ανάπτυξη αποικιών στο άγαρ.


Εκτός από την κλασική μέθοδο έχουν επινοηθεί διάφορα ημιαυτοματοποιημένα ή πλήρως αυτοματοποιημένα συστήματα αιμοκαλλιεργειών. 

Στα συστήματα λύσης - φυγοκέντρησης χρησιμοποιούνται υλικά που προκαλούν λύση των ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων, και μετά ακολουθεί φυγοκέντρηση και καλλιέργεια του ιζήματος απ’ευθείας σε στερεά υλικά. 

Άλλα συστήματα βασίζονται στην αυτόματη ανίχνευση της παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα από το μεταβολισμό των μικροβίων, είτε με δειγματοληψία του αερίου της φιάλης με ειδική βελόνη, είτε με ένα δείκτη PH που βρίσκεται σε μια μεμβράνη στον πυθμένα της φιάλης, οπότε το διερχόμενο CO2 προκαλεί αλλαγή χρώματος. 

Υπάρχει και σύστημα με ζωμούς που περιέχουν ραδιενεργό άνθρακα 14C και ανιχνεύει το παραγόμενο ραδιενεργό 14CO2 που παράγεται. Χρησιμεύει στην ταχεία ανίχνευση βραδύτατα αναπτυσσόμενων μικροβίων, όπως είναι τα μυκοβακτηρίδια.

Επί θετικής ένδειξης μικροβιακής ανάπτυξης με ένα από τα προαναφερθέντα συστήματα πρέπει να γίνεται Gram χρώση και να ειδοποιείται ο θεράποντας γιατρός για το είδος του πιθανού παθογόνου μικροοργανισμού, ώστε να αρχίσει αμέσως εμπειρική χημειοθεραπεία. Παράλληλα γίνεται ανακαλλιέργεια σε κατάλληλα θρεπτικά στερεά υλικά, όπως και στα άλλα στείρα υγρά αεροβίως και αναεροβίως, για την απομόνωση των μικροοργανισμών. Θα ακολουθήσει πλήρης ταυτοποίηση των μικροβίων με καθιερωμένες μικροβιολογικές μεθόδους και ο έλεγχος της ευαισθησίας τους στα αντιβιοτικά.

Αξιολόγηση αποτελέσματος αιμοκαλλιέργειας


Πολλές φορές στην αιμοκαλλιέργεια απομονώνονται μικρόβια που δεν αποτελούν το αίτιο της σηψαιμίας, αλλά είναι αποτέλεσμα επιμολύνσεων. Οι επιμολύνσεις είναι δυνατόν να συμβούν σε όλη τη διαδικασία χειρισμού των αιμοκαλλιεργειών,  δηλαδή κατά τη λήψη με όχι αυστηρά άσηπτες συνθήκες, κατά τη μεταφορά των φιαλών και κατά το χειρισμό των καλλιεργειών στο εργαστήριο (παρασκευή υλικών και ανακαλλιέργειες ζωμών σε στερεά υλικά). Τα μικρόβια που επιμολύνουν τις αιμοκαλλιέργειες προέρχονται συνήθως από τη χλωρίδα του δέρματος του ασθενούς ή από το νοσοκομειακό περιβάλλον στους θαλάμους και στο εργαστήριο. Τα συνηθέστερα από αυτά είναι σταφυλόκοκκοι, βάκιλλοι, Propionibacterium acnes, ασπέργιλλοι, βλαστομύκητες, αλλά και Gram αρνητικά βακτηρίδια του νοσοκομειακού περιβάλλοντος, όπως Enterobacter spp, Acinetobacter spp, ασυνήθη είδη ψευδομονάδων κ.α. 

65. Ορισµός: µικροβιαιµίας, σηψαιµίας, πυαιµίας. 
66. Τι είναι η παροδική, η διαλείπουσα και η συνεχής μικροβιαιμία;
ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΑΛΛΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΥΓΡΩΝ

Καλλιέργειες πύων, υλικού από τραύματα, από δέρμα, από οστά, ωτικού κ.α.
Οι πυώδεις φλεγμονές του δέρματος (δοθιήνες, αποστήματα, δερματοπάθειες), οι λοιμώξεις των τραυμάτων (κοινών ή χειρουργικών), οι λοιμώξεις των οστών (οστεομυελίτιδες) μετά τραυματισμό ή άλλη αιτία, οι λοιμώξεις των ιγμορείων, των ώτων (εξωτερικού ή μέσου ωτός, με ή χωρίς ρήξη τυμπάνου), βλάβες βλεννογόννου στόματος (π.χ. από Candida), ρινός, οφθαλμού κ.α.συνήθως διερευνούνται με καλλιέργειες υλικού από την περιοχή της φλεγμονής. Ειδικές λήψεις και χρήση ειδικών υλικών χρειάζεται σε αναζήτηση χλαμυδίων σε οφθαλμικό έκκριμα, ιών έρπητα από δέρμα και βλεννογόνους κ.α. περιπτώσεις. 
Το ρινικό επίχρισμα δεν είναι κατάλληλο δείγμα για καλλιέργεια, γιατί δεν μπορεί να αποδείξει αξιόπιστα αίτια ιγμορίτιδας κ.α. τοπικών φλεγμονών. Γίνεται όμως για διαπίστωση φορείας από S.aureus ή σε βρέφη και μικρά παιδιά, όπου τα παθογόνα μικρόβια όπως πνευμονιόκοκκος, αιμόφιλοι κ.α. μπορεί να προέρχονται πιο συχνά από πραγματικές εστίες λοίμωξης (παραρινοκολπίτιδες, πνευμονίες κλπ.)

Η λήψη πύου γίνεται με απλή λήψη με στυλεό ή με παρακέντηση με σύριγγα ή και με χειρουργική διάνοιξη και παροχέτευση, ανάλογα με το είδος της φλεγμονής. Αν είναι όφθονο το παίρνομε με σύριγγα και το τοποθετούμε σε αποστειρωμένα σωληνάρια ή το μεταφέρουμε αμέσως στο εργαστήριο με τη σύριγγα για καλλιέργεια. Αν είναι λίγο ή πολύ παχύρρευστο το παίρνομε με βαμβακοφόρο στυλεό και το βάζουμε σε υλικό μεταφοράς. 
Ειδικά στο αυτί, αν έχει γίνει ρήξη τυμπάνου, το πυώδες έκκριμα συλέγεται με λεπτό βαμβακοφόρο στυλεό, αν και δεν θεωρείται κατάλληλο και για αναερόβια κ/α. Αν δεν έχει γίνει ρήξη, παρακέντηση τυμπάνου από τον ωτορινολαρυγγολόγο χρειάζεται για λήψη αναερόβιας καλλιέργειας ή για εύρεση του αιτίου μετά αποτυχία εμπειρικής θεραπείας ή ενίοτε για θεραπευτικούς σκοπούς. Το δείγμα λαμβάνεται με σύριγγα και καλλιεργείται αμέσως. Επίσης σε ιγμορίτιδα, μπορεί να γίνει παρακέντηση ιγμορείων για θεραπευτικούς και διαγνωστικούς σκοπούς με λήψη καλλιέργειας με σύριγγα με ειδική χειρουργική τεχνική.
Το δείγμα καλλιεργείται όπως και στα στείρα υγρά που αναφέρθηκε παραπάνω. Συχνά παθογόνα είναι Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, E.coli, P.aeruginosa, Candida spp και αναερόβια.
Από το δείγμα πύου μεταφέρονται μικρές ποσότητες:

α) σε αντικειμενοφόρες πλάκες για μικροσκοπική εξέταση,

β) σε τρυβλία με αίματούχο άγαρ, McConkey, Chapman και Sabouraud για αερόβια ανάπτυξη,

γ) σε τρυβλίο με αιματούχο άγαρ με αναγωγικές ουσίες για αναερόβια ανάπτυξη και

δ) σε σωληνάριο με θειογλυκολικό ζωμό για ανακαλλιέργεια, σε περίπτωση αρ​νητικών καλλιεργειών στα τρυβλία. Μετά 24ωρη επώαση στους 37οC αναζητούμε στα τρυβλία αποικίες μικροβίων. Γίνεται μικροσκοπική εξέταση από κάθε είδος α​ποικίας και στη συνέχεια απομόνωση και ταυτοποίηση του μικροβίου. Σε περίπτω​ση που δεν γίνει ανάπτυξη αποικιών στα τρυβλία, πραγματοποιούμε ανακαλλιέρ​γειες από το ζωμό και επωάζουμε αεροβίως και αναεροβίως.
Ιδιαίτερη σημασία έχει η προσεκτική Gram χρώση, που εκτός από την αποκάλυψη των μικροβίων θα δείξει και αν η περιοχή περιείχε πολυμορφοπύρηνα σε μεγάλο αριθμό, που είναι ένδειξη φλεγμονής.
Καλλιέργειες οφθαλμικού εκκρίματος

 Το δείγμα λαμβάνεται με στυλεό αλγινικού ασβεστίου. Το βύσμα δεν είναι βαμβάκι αλλά ίνες αλγινικού ασβεστίου και έχει το πλεονέκτημα ότι αξιοποιείται όλο το ποσό του δείγματος που παίρνουμε. Τέτοιους στυλεούς χρησιμοποιούμε, όταν το δείγμα είναι σε πολύ μικρή ποσότητα.

Προηγείται καθαρισμός των βλεφάρων με φυσιολογικό ορό και αναστροφή του άνω n του κάτω βλέφαρου, ανάλογα με τη θέση που γίνεται n δειγματοληψία. Παίρνουμε το οφθαλμικό έκκριμα με δύο στυλεούς, περιστρέφοντάς τους απαλά από την κροταφική μέχρι την ρινική οφθαλμική σχισμή.

Όταν αναζητούμε μύκητες από το δέρμα, νύχια κλπ. ξύνουμε την περιοχή με νυστέρι ή και με αντικειμενοφόρο πλάκα αποστειρωμένη χωρίς να τραυματίσουμε τον ασθενή, και καλλιεργούμε τα ξέσματα σε υλικά για μύκητες. Προκειμένου για μυκητίαση του τριχωτού της κεφαλής εξετάζονται και καλλιεργούνται και πάσχουσες τρίχες. Από ξέσματα ή τρίχες κάνουμε και μικροσκοπική εξέταση με χρώση γαλακτοφαινόλης (2 μέρη γλυκερίνης + 1 μέρος φαινικό οξύ + 1 μέρος απεσταγμένο νερό) με προσθήκη και 0.5% κυανού του βάμβακος. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και μπλε του μεθυλενίου. 

Προσθήκη ΝaΟΗ ή ΚΟΗ 10-20% πριν τη χρώση και θέρμανση σε φλόγα βοηθάει στην διάσπαση της κερατίνης και οι μύκητες φαίνονται καλύτερα. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και θέρμανση με οξεικό οξύ 3% αντί NaOH.

Επειδή οι μύκητες που είναι παθογόνοι για το δέρμα, νύχια και τριχωτό κεφαλής είναι βραδείας ανάπτυξης, επωάζουμε επί 15-20 ημέρες.

67. Πώς θα πάρετε πύον; 

Καλλιέργειες κολπικού επιχρίσματος

Γίνεται ειδική λήψη μετά διάνοιξη του κόλπου με διαστολείς και λήψη δείγματος από τον οπίσθιο θόλο. Για ανίχνευση χλαμυδίων με ειδικές μεθόδους γίνεται λήψη τραχηλικού επιχρίσματος μετά απομάκρυνση της τραχηλικής βλέννης.

Μικροσκοπική εξέταση γίνεται σε νωπό παρασκεύασμα για ανεύρεση μυκήτων, τριχομονάδων, πυοσφαιρίων ενδεικτικών κολπίτιδας και επιθηλιακών κυττάρων επικαλυμμένων με μικρόβια (clue cells) που είναι ενδεικτικό λοίμωξης από Gardnerella vaginalis. φυσιολογικά βρίσκονται γαλακτοβάκιλλοι. Η Gram χρώση είναι απαραίτητη επίσης και για ανίχνευση γονοκόκκων.

Χρησιμοποιούμε τα συνήθη υλικά για αερόβια και αναερόβια καλλιέργεια, ενώ ειδικά υλικά βοηθούν στη διάγνωση, όπως το Gardnerella άγαρ, Thayer Martin για γονόκοκκο κ.α.

Μικρόβια χλωρίδας δεν αξιολογούνται, αλλά σημασία έχει και η ποσότητα ανάπτυξης. Πολλές φορές η ελάχιστη ποσότητα ανεύρεσης ενός παθογόνου δεν είναι ικανό να προκαλέσει λοίμωξη και αποτελεί φορεία (αναερόβια, χλαμύδια, Gardnerella, μύκητες κ.α.), αλλά μπορεί κατά καιρούς να δημιουργεί επεισόδια λοίμωξης, οπότε πρέπει να γίνει προσπάθεια απομάκρυνσής του από τη χλωρίδα.

Καλλιέργεια φαρυγγικού επιχρίσματος

Γίνεται λήψη με βαμβακοφόρο στυλεό από τις αμυγδαλές και το οπίσθιο τοίχωμα του φάρυγγα (στοματοφαρυγγικό), κυρίως για απομόνωση του β-αιμολυτικού στρεπτόκοκκου. 
Ζητάμε από τον ασθενή να ανοίξει το στόμα του, να βγάλει τη γλώσσα έξω από το στόμα, να σηκώσει το κεφάλι προς τα επάνω και να προφέρει το γράμμα Α. Πιέζουμε τη γλώσσα με γλωσσοπίεστρο και βυθίζουμε το βαμβακοφόρο στειλεό στο θόλο της φαρυγγικής κοιλότητας (πίσω από τη σταφυλή) στριφογυρίζοντάς τον στα δάκτυλά μας, ώστε να πάρουμε αρκετή ποσότητα υλικού από το φάρυγγα και τις αμυγδαλές, προσέχοντας όμως να μην ακουμπήσουμε στα τοιχώματα της στοματικής κοιλότητας και στη γλώσσα.

Πολλές φορές σε παιδιά γίνεται λήψη μέσω της ρινικής θαλάμης (ρινοφαρυγγικό) με λεπτό εύκαμπτο στυλεό. Αν δεν καλλιεργήσουμε αμέσως, μεταφέρουμε το στυλεό σε υλικό Stuart.

Χρησιμοποιούμε αιματούχο άγαρ, ένα τρυβλίο αεροβίως και ένα αναεροβίως και χρήσιμη είναι η τοποθέτηση δισκίου βακιτρακίνης 0,02 μονάδων για προκαταρκτική τυποποίηση του β-αιμολυτικού στρεπτόκοκκου ομάδας Α. Προσοχή όμως, παθογόνοι μπορεί να είναι και στρεπτόκοκκοι ομάδων C και G, το Αrcanobacterium haemolyticum, το κορυνοβακτηρίδιο της διφθερίτιδας (για το οποίο χρησιμοποιούμε ειδικά υλικά επί κλινικών ενδείξεων) κ.α. σπανιότερα.

Ελέγχουμε τα υλικά για β-αιμόλυση. Συνήθως δύο 24ωρα είναι αρκετά για να βρεθούν τα συνήθη παθογόνα. Δεν χριάζεται Gram χρώση συνήθως, εκτός αν υποψιαζόμαστε μια ειδική φαρυγγίτιδα όπου συμμετέχουν σπειροχαίτες και ατρακτόμορφα βακτηρίδια, η κυνάγχη του Vincent.

Ειδική καλλιέργεια γίνεται για τη διαπίστωση του αιτίου της επιγλωττίτιδας σε μικρά παιδιά, που είναι απειλητική για τη ζωή νόσος. Προέρχεται από τον αιμόφιλο ινφλουέντζας τύπου b σε ανεμβολίαστα παιδιά, και χρειάζεται συχνά άμεση διασωλήνωση και μηχανική υποστήριξη της αναπνοής. Η λήψη γίνεται μόνο μετά τη διασωλήνωση, γιατί αλλιώς ο χειρισμός για λήψη καλλιέργειας από την επιγλωττίδα μπορεί να αυξήσει τοπικά το οίδημα και να επιδεινώσει την κλινική εικόνα.

68. Πώς θα πάρετε φαρυγγικό επίχρισµα; 

Καλλιέργειες πτυέλων

Τα πτύελα έχουν κιτρινη ή πρασινωπή ή σκωριόχρωμη χροιά και περιέχουν πυοσφαίρια και βλέννη σε μικροβιακές λοιμώξεις των πνευμόνων (πνευμονίες) και είναι αυξημένα σε ποσότητα όλο το 24ωρο (οροπυώδης, βλεννοπυώδης ή πυώδης απόχρεμψη). Αυξημένα όμως είναι και στις χρόνιες πνευμονοπάθειες με βλενώδη ή ορώδη ή οροβλεννώδη σύσταση, και είναι άχρωμα ή έχουν κιτρινωπή χροιά. Αίμα περιέχουν σε ποικίλες νόσους των πνευμόνων και στη φυματίωση. 

Μακροσκοπικά μπορεί να βρεθούν λευκοκίτρινες κροκύδες (από πυοσφαίρια, καρκινικά κύτταρα κ.α.), βύσματα του Dittrich (μικρές τυρώδεις μάζες από λίπος, κύτταρα, ίνες, κατεστραμμένους ιστούς σε καρκίνο, φυματίωση κ.α.), σπειρύλλια του Cruschmann από βλέννη σε άσθμα και βρογχίτιδα, κοκκία ακτινομυκήτων και πνευμονόλιθοι (σε φυματίωση). 

Τα πρωϊνά πτύελα συλλέγονται σε αποστειρωμένο δοχείο ή τρυβλίο και καλλιεργείται τμήμα που φαίνεται πυώδες ή βλεννοπυώδες. Πρέπει να μην υπάρχει πρόσμιξη σιέλου σε μεγάλη ποσότητα, γιατί τα μικρόβια που θα βρεθούν θα προέρχονται από το στόμα. Αν κάνουμε μικροσκοπική εξέταση, και παρατηρηθούν πολλά επιθηλιακά κύτταρα κ.ο.π. (>25 με μεγέθυνση Χ100), το δείγμα είναι ακατάλληλο. Πολλά πυοσφαίρια είναι ένδειξη φλεγμονής.

Μπορούμε να ξεπλύνουμε με αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό τα πτύελα για να μείνει μόνο το βλεννοπυώδες τμήμα, ή να εφαρμοσθούν τεχνικές ρευστοποίησης με Ν-ακετυλο-κυστεϊνη, αλλά χρειάζεται προσοχή γιατί με οποιαδήποτε κατεργασία μπορεί να απομακρυνθούν και παθογόνα μικρόβια. 

Τεχνική: Παρασκευάζουμε αντιδραστήριο ως εξής. Διαλύουμε 2 gr Ν-ακετυλο-L-κυστεΐνης σε 20 ml νερό, προσθέτουμς 78 ml ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών και 2,5 ml διάλυμα NaOH 8%. Aναδεύουμε, το βάζουμε στο ψυγείο και το χρησιμοποιούμε μέσα σε 24 ώρες. Σε αποστειρωμένο βιδωτό σωληνάριο φυγοκέντρου των 20 ή 50 ml βάζουμε τα πτύελα και ίση ποσότητα αντιδραστηρίου, αναδεύουμε για να βοηθήσουμε τη διάλυση και ρευστοποίηση και αφήνουμε 15’ σε θερμοκρασία δωματίου. φυγοκεντρούμε 10’ σε 2000 στροφές/min και κρατάμε το ίζημα όπου συγκεντρώνονται τα μικρόβια. Το ίζημα είναι έτοιμο για καλλιέργεια και για χρώσεις.
Μικροσκοπικά βρίσκονται κρύσταλλοι Charcot – Leyden (βελονοειδείς ή ρομβοειδείς, από καταστροφή ηωσινοφίλων, συχνά πάνω στα σπειρύλλια του Cruschmann, σε άσθμα ή αλλεργικές νόσους, ελαστικές ίνες από νοσήματα με καταστροφή και νέκρωση των ιστών, κρύσταλλοι λιπαρών οξέων βελονοειδείς και χοληστερίνης διαφανείς με οδοντωτά άκρα κ.α.

Καλλιεργούμε σε αιματούχο και σοκολατόχρωμο, αλλά και στα άλλα κοινά υλικά ΜcConkey και Sabouraud και κάνουμε και χρώση Gram. Xρήσιμη είναι η τοποθέτηση δίσκου οπτοχίνης στο αιματούχο άγαρ στη θέση του ενοφθαλμισμού, που θα αποκαλύψει ευκολότερα τον πνευμονιόκοκκο με την εκλεκτική αναστολή του. Επίσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί στο σοκολατόχρωμο άγαρ, δίσκος βακιτρακίνης των 10 μονάδων, που αναστέλλει την περισσότερη χλωρίδα, αλλά ο αιμόφιλος εύκολα απομονώνεται κοντά στον δίσκο γιατί δεν αναστέλλεται. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει η καλλιέργεια για μυκοβακτηρίδιο φυματίωσης σε υλικό Lowenstein και η χρώση Ziehl Nielsen. Προηγείται επεξεργασία με ειδική μέθοδο Petrof για ρευστοποίηση και καταστροφή των μικροβίων της χλωρίδας.

69. Καλλιέργεια πτυέλων  για µυκοβακτηρίδιο φυµατίωσης. 

Συλλέγονται πρωινά πτύελα όπως αναφέρεται παραπάνω και γίνεται έλεγχος καταλληλότητας. Σε όλα τα δείγματα, αλλά και στα τελικά ιζήματα πριν τον εμβολιασμό, εκτελούμε χρώση Ziel-Nielsen και μικροσκοπούμε για μυκοβακτηρίδια. Επεξεργαζόμαστε τα δείγματα με μέθοδο Petrof, ώστε να σκοτωθούν όλα τα μικρόβια εκτός του μυκοβακτηριδίου φυματίωσης. Κατά τη μέθοδο αυτή σε σωληνάριο φυγοκέντρου βάζουμε πτύελα από το πιο βλεννοπυώδες μέρος και τριπλάσια ποσότητα NaOH 4%, αναδεύουμε για να βοηθήσουμε τη διάλυση και ρευστοποίηση και επωάζουμε 30’ σε 37ο C. φυγοκεντρούμε και κρατάμε το ίζημα όπου συγκεντρώνονται τα μυκοβακτηρίδια. Ρίχνουμε μια σταγόνα δείκτη ερυθρό φαινόλης οπότε το ίζημα γίνεται κόκκινο (αλκαλική αντίδραση). Ρίχνουμε σταγόνες HCl 8% μέχρι εξουδετέρωσης, δηλ. μέχρι να εξαφανισθεί το κόκκινο χρώμα. φυγοκεντρούμε και το ίζημα είναι έτοιμο για καλλιέργεια. Εμβολιάζουμε όλα τα ιζήματα στο ειδικό υλικό Lowenstein-Jensen, σε βιδωτά σωληνάρια. Κάθε ίζημα το εμβολιάζουμε σε δύο σωληνάρια, το ένα μπαίνει στον κλίβανο 37ο C και το άλλο σε θερμοκρασία δωματίου, σε σκοτάδι (π.χ. σε ένα ντουλάπι του εργαστηρίου). Ελέγχουμε για ανάπτυξη μυκοβακτηριδίων, έως και 40 ημέρες.

Ιδιαίτερη σημασία έχει η προσεκτική αξιολόγηση των μικροβίων που θα βρούμε. Αν υπάρχει άφθονη ανάπτυξη μικροβίων της χλωρίδας του φάρυγγα, τότε υπάρχει ακόμη και αν βρεθούν παθογόνα, όπως πνευμονιόκοκκος και αιμόφιλος, δεν μπορούν να αξιολογηθούν, γιατί μπορεί να υπάρχουν στη χλωρίδα των ασθενών. Επαναλαμβάνεται η εξέταση και μερικές φορές γίνεται λήψη βρογχοκυψελιδικού εκκρίματος για τη διάγνωση σε σοβαρές περιπτώσεις πνευμονίας κ.α. νόσων.
Καλλιέργειες κοπράνων.

Γίνονται για τη διάγνωση των μικροβιακών γαστρεντερίτιδων, που εκδηλώνονται συνήθως με διαρροϊκές κενώσεις. Η μακροσκοπική παρουσία αίματος και/ή βλέννης συνηγορεί υπέρ μικροβιακής αιτιολογίας. Πολύ συχνές είναι όμως και οι ιογενείς και γι αυτό η καλλιέργεια είναι συνήθως απαραίτητη. Το δείγμα λαμβάνεται από το πιο ύποπτο σημείο με βλέννη και αίμα και καλλιεργείται γρήγορα, γιατί πολλά μικρόβια αναστέλλονται ακόμη και στο ψυγείο (όπως η σιγκέλλα). Πάντως για διατήρηση λίγων ωρών, μπορεί το δείγμα να μπαίνει στο ψυγείο ή να χρησιμοποιούνται ειδικά υλικά μεταφοράς. Σε νεογνά και βρέφη μπορεί να χρησιμοποιηθεί δείγμα ορθικού επιχρίσματος που λαμβάνεται με βαμβακοφόρο στυλεό.

Χρησιμοποιείται McConkey, Salmonella-Shigella άγαρ, ειδικά υλικά για Campylobacter και Aeromonas και ζωμός σεληνίτη, από τον οποίο γίνονται ανακαλλιέργειες την επόμενη ημέρα σε Salmonella-Shigella άγαρ, Chapman και Sabouraud. Επωάζονται αεροβίως (εκτός από το υλικό για Campylobacter που επωάζεται σε μικροαερόφιλες συνθήκες σε 42οC) και ελέγχονται καθημερινά για απομόνωση εντεροπαθογόνων μικροβίων επί 3-5 ημέρες.

Μικρόβια χλωρίδας δεν αξιολογούνται. Ελαττωμένη χλωρίδα βρίσκεται σε λήψη αντιβιοτικών ή υπερανάπτυξη εντεροπαθογόνων.

Η μικροσκοπική εξέταση είναι χρήσιμη σχεδόν πάντοτε. Γίνεται με εναιώρηση σε φυσιολογικό ορό, ανάδευση και μικροσκόπηση μιας σταγόνας σε αντικειμενοφόρο πλάκα με καλυπτρίδα.

Η παρασιτολογική εξέταση είναι πολύ σημαντική, χρειάζεται να προηγείται μέθοδος εμπλουτισμού των παρασίτων και θα συζητηθεί σε άλλο κεφάλαιο. Στη μικροσκοπική εξέταση όμως μπορεί να βρεθούν παράσιτα, και αναφέρονται στην απάντηση του αποτελέσματος.

Στη μικροσκοπική εξέταση η ανεύρεση πολλών ή άφθονων πυοσφαιρίων συνηγορεί υπέρ της μικροβιακής αιτιολογίας της διάρροιας, ενώ η απουσία υπέρ ιογενούς, χωρίς να αποκλείεται η μικροβιακή. Το ίδιο ισχύει για παρουσία ερυθρών αιμοσφαιρίων, σε λοιμώξεις από εντεροδιεισδυτικά μικρόβια, αλλά θα πρέπει να αποκλείονται διάφορες νόσοι που συνοδεύονται από αίμα στα κόπρανα, όπως τα κακοήθη νοσήματα.

Ειδικές εξετάσεις όπως η ανίχνευση λακτοφερρίνης είναι πιο ευαίσθητοι δείκτες παρουσίας πυοσφαιρίων, που συχνά δεν βρίσκονται λόγω καταστροφής.

Σε καταστάσεις δυσαπορρόφησης τροφών σε διάφορες νόσους, εμφανίζονται γαστρεντερικές ανωμαλίες, διάρροιες, απώλεια βάρους κ.α. Σε αυτές τις περιπτώσεις με τη μικροσκοπική εξέταση βρίσκουμε: 

Άπεπτες μυϊκές ίνες. Κυλινδρικά σωματίδια με γράμμωση των μυών, που διακρίνονται καλύτερα αν προσθέσουμε ηωσίνη στο μικροσκοπικό παρασκεύασμα.

Άπεπτα κοκκία αμύλου. Μεγάλοι κόκκοι που με προσθήκη Lugol στο μικροσκοπικό παρασκεύασμα βάφονται μπλε, μωβ ως μαύροι.

Άπεπτα φυτικά υπολείμματατα σαν σπείρες, κόκκοι κ.α. που δεν έχουν διαγνωστική αξία.

Λίπος που εμφανίζεται σαν κοκκία ή σταγονίδια, που βάφονται πορτοκαλί ως κόκκινα αν προσθέσουμε αντιδραστήριο Sudan III (οινοπνευματικό διάλυμα) στο μικροσκοπικό παρασκεύασμα και σαν λιπαρά οξέα που φαίνονται σαν κόκκινοι βελονοειδείς κρύσταλλοι.

Η μικροσκοπική εξέταση με τη χρήση των παραπάνω χρωστικών για λίπος, άμυλο και άπεπτες μυϊκές ίνες λέγεται και λειτουργική εξέταση κοπράνων.

Καλλιέργεια γαστρικού υγρού

Είναι όξινο, περιέχει φυσιολογικά λίγα ερυθρά αιμοσφαίρια, επιθηλιακά κύτταρα και λευκά και φυσιολογικά δεν υπάρχουν μικρόβια. Μπορεί να υπάρχουν μικρόβια μόνο παροδικά προερχόμενα από τροφές, αλλά και σε περιπτώσεις καρκίνου στομάχου, σε πυλωρική στένωση, μετά γαστρεκτομή κλπ. 

Σημασία έχει κυρίως η καλλιέργεια για μυκοβακτηρίδιο φυματίωσης σε παιδιά < 7 ετών, που συνήθως δεν μπορούν να συνεργασθούν για να δώσουν δείγματα πτυέλων και τα καταπίνουν. Τότε γίνεται ειδική λήψη γαστρικού υγρού με καθετηριασμό.

Δείγματα γαστρικής βιοψίας χρειάζονται συνήθως για ανίχνευση του ελικοβακτηριδίου του πυλωρού.

Καλλιέργεια δωδεκαδακτυλικού υγρού και χολής

Λαμβάνεται με καθετηριασμό, και συνήθως έχει νόημα μόνο η εξέταση 12λικού υγρού για τροφοζωϊτες παρασίτων, όπως οι λάμβλιες, με μικροσκοπική εξέταση.

Σπάνια ζητείται η καλλιέργεια των παραπάνω υγρών για ανεύρεση των υπευθύνων μικροβίων σε χολοκυστίτιδα και χολαγγειίτιδα. 

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΠΑΝΑΛΗΠΤΙΚΕΣ ΑΠΟ ΤΟ Α’ ΕΞΑΜΗΝΟ με απαντήσεις ή με τον αντίστοιχο αριθμό σελίδας των σημειώσεων που δόθηκαν.

Τι είναι κύτταρο; Δομικός λίθος από τον οποίο αποτελούνται όλοι οι οργανισμοί. Η βασική  αυτόνομη λειτουργική μονάδα που μπορεί να εκδηλώσει το φαινόμενο της ζωής (κίνηση, αύξηση, αναπαραγωγή, αντίδραση σε ερεθίσματα). Ποιος είναι ο ρόλος της κυτταρικής µεµβράνης; (σελ. 14)

Ποια οργανίδια φέρουν τα κύτταρα και ποιος είναι ο ρόλος τους; (σελ. 3,4)

Τι είναι οι φάγοι; Στάδια πολλαπλασιασµού τους (σελ.35 )

Πύλες εισόδου των µικροβίων στον οργανισµό (σελ.42 )

Μυκοτοξίνες (σελ.45 )

Ποιοι είναι οι παράγοντες ανάπτυξης των βακτηριών; (σελ.30-32). Δύο εκδοχές της ερώτησης. 

Α) Είναι οι οργανικές ουσίες που πρέπει υποχρεωτικά να υπάρχουν στα θρεπτικά υλικά για να αναπτυχθούν ορισμένοι μικροοργανισμοί γιατί αυτοί δεν μπορούν να τις συνθέσουν. Οι μικροοργανισμοί λέγονται αυξότροφοι και οι ουσίες παράγοντες αναπτύξεως ή αυξητικοί παράγοντες. Αυτοί είναι αμινοξέα, λιπαρά οξέα, πολυπεπτίδια, πουρίνες, πυριμιδίνες, βιταμίνες κ.α. Ορισμένοι (κυρίως Gram θετικοί) μικροοργανισμοί χρειάζονται ως και 40 παράγοντες ανάπτυξης ενώ άλλοι 1 – 2.

Β) Υπάρχουν και οι παράγοντες περιβάλλοντος για την ανάπτυξη βακτηρίων : ΧΗΜΙΚΕΣ ΟΥΣΙΕΣ όπως πηγές ενέργειας (ανόργανες ή οργανικές ενώσεις), άνθρακας και άζωτο που προσλαμβάνονται μέσω ανόργανων ή/και οργανικών ενώσεων (π.χ. γλυκόζη, αμινοξέα κ.λπ.), φωσφόρος, σίδηρος, θείο και άλλα μέταλλα, βιταμίνες, νερό κ.ά. και επίσης οξυγόνο, ορισμένη συγκέντρωση ιόντων υδρογόνου (pH), θερμοκρασία, ατμόσφαιρα με διοξείδιο του άνθρακα (CO2) κ.ά.

Και οι δύο είναι σωστές με την παραπάνω διατύπωση. Αν ζητηθεί ειδικά «Ποιοι είναι οι παράγοντες περιβάλλοντος ανάπτυξης των βακτηριών;», τότε η σωστή απάντηση είναι η (Β). 

Πώς διακρίνονται οι µικροοργανισµοί ανάλογα µε τις πηγές ενέργειας που χρησιµοποιούν; (σελ.30)

Πώς διακρίνονται τα βακτηρίδια ανάλογα µε την θερµοκρασία ανάπτυξής τους; (σελ.32)

Ποιος είναι ο ρόλος του οξυγόνου στην ανάπτυξη των βακτηρίων; (σελ.31)

Σύντοµη περιγραφή ανάπτυξης ενός βακτηρίου  (σελ.33-34)

Διαφορές µόλυνσης - λοίµωξης, επιδηµίας - πανδηµίας (σελ.40,41)

Με ποια µέσα και πώς τα µικρόβια προσβάλουν τους µεγαλοοργανισµούς; 

Μέσα (σελ.43 Ουσίες που έχουν σχέση με παθογόνο δράση ,44 ενδοτοξίνες και εξωτοξίνες περιληπτικά, όχι όλες τις ιδιότητες) 

Πώς (σελ. 42 περιληπτικά ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ και ΠΥΛΗ ΕΙΣΟΔΟΥ και Η ΛΟΙΜΩΞΗ ΠΟΥ ΘΑ ΠΡΟΚΛΗΘΕΙ …. ) 

Αναφέρατε τρόπους µετάδοσης των µικροβίων (σελ.42,43 )

Ορισµός: φυσικής, επίκτητης, ενεργητικής και παθητικής ανοσίας (σελ.45 )

Διαφορές ενδοτοξινών - εξωτοξινών (σελ.44 )

Ποιοι παράγοντες αυξάνουν τη λοιµογόνο δύναµη ενός µικροβίου ; 

            σελ. 43 Ουσίες που έχουν σχέση με παθογόνο δράση ,σελ. 44 ενδοτοξίνες και εξωτοξίνες περιληπτικά, όχι όλες τις ιδιότητες, και επίσης η μείωση άμυνας του οργανισμού και η παρουσία μικροβίων σε μεγάλο αριθμό.

Περιγραφή σύνθετου µικροσκοπίου (σελ.50 ).
ΠΙΝΑΚΑΣ ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΩΝ
2Μαθήματα Μικροβιολογίας II για σπουδαστές Ι.Ε.Κ. ειδικότητας Ιατρικών και Βιολογικών Εργαστηρίων


2Ταξινόμηση – Ονοματολογία βακτηρίων


2Ταξινόμηση μικροοργανισμών με βάση το μέγεθος


2Ταξινόμηση σε βαθμίδες αναπαριστούν τα στάδια εξέλιξης των βακτηρίων φυλογενετικά.


3φυσιολογική χλωρίδα


5παθογονοι μικροοργανισμοι


5Gram θετικοί κόκκοι


5ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΙ


5Staphylococcus aureus (χρυσίζων σταφυλόκοκκος)


8Λευκοί Σταφυλόκοκκοι (κοαγκουλάση – αρνητικοί, CNS, coagulase negative staphylococci)


8ΣτρεπτOκοκκοι


9Είδη αιμόλυσης


9β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι


9Τυποποίηση β-αιμολυτικών στρεπτοκόκκων


10Μη β-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι


10Streptococcus pyogenes (β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Α)


13Streptococcus agalactiae (β-αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Β)


13Streptococcus pneumoniae (πνευμονιόκοκκος)


15Εντερόκοκκοι


17Gram αρνητικοί κόκκοι


17ΝΑΪΣΣΕΡIΕΣ


17Μηνιγγιτιδόκοκκος (Neisseria meningitidis)


19Γονόκοκκος (Neisseria gonorrhoea)


20Μοραξέλλα καταρροϊκή (Μoraxella catarrhalis)


21ΜΙΚΡΑ ΑΡΝΗΤΙΚΑ ΚΑΤΑ Gram ΒΑΚΤΗΡΙΔΙΑ ΚΑΙ ΚΟΚΚΟΒΑΚΤΗΡΙΔΙΑ


21Βρουκέλλες


23Aιμόφιλοι


25Gardnerella vaginalis


25Legionella pneumophila


25Μπορντετέλλα


26Μπορντετέλλα του κοκκύτη (Bordetella pertussis)


27Λοιμώξεις γαστρεντερικού συστήματος


27Τροφικές δηλητηριάσεις


30Gram αρνητικά προαιρετικα αναεροβια βακτηρίδια


31Escherichia coli


34Klebsiella spp.


34Enterobacter spp.


35Citrobacter


35Serratia spp.


35Proteus spp., Morganella, Providencia


36Yersinia


37Salmonella


41Shigella


43Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas και Campylobacter


43Aeromonas hydrophila


44Plesiomonas


44Campylobacter


45Δονάκια (Vibrio)


47Gram αρνητικά αεροβια ΑΖΥΜΩΤΙΚΑ βακτηρίδια


47Ψευδομονάδες


48Pseudomonas aeruginosa (ψευδομονάδα η πυοκυανική ή αεριογόνος)


49Acinetobacter


50Gram θετικά βακτηρίδια


50Κορυνοβακτηρίδιο της διφθερίτιδας


52Λιστέρια μονοκυτταρογόνος


52Βάκιλλος του άνθρακα


54Bacillus cereus


55anaΕΡΟΒΙΑ


55Gram θετικοι αναεροβιοι κοκκοι


55Gram ΑΡΝΗΤΙΚΟΙ αναεροβιοι κοκκοι


55Gram θετικά αναεροβια βακτηρίδια


55Α. ΣΠΟΡΟΓΟΝΑ


55Κλωστηρίδιο του τετάνου


56Κλωστηρίδιο αεριογόνου γάγγραινας (C.perfringens)


57Κλωστηρίδιο αλλαντίασης


58Κλωστηρίδιο difficile


58Β. ΜΗ ΣΠΟΡΟΓΟΝΑ


58Gram αρνητικά αναερόβια


59Σπειροχαιτιακά


59Ωχρό τρεπόνημα (Treponema pallidum)


62Μπορέλλιες


62Λεπτόσπειρες


63Μυκοβακτηρίδια


67Ακτινομύκητες


68Νοκάρδιες


68Ρικέτσιες


69Χλαμύδια


69Μυκοπλάσματα


70ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ


70Λήψη δειγμάτων


71Τεχνικά μέσα λήψης δειγμάτων


71Ενοφθαλμισμός μικροβίου


71EΠΩΑΣΗ


72Σε ατμόσφαιρα διοξειδίου


72Αναερόβια επώαση


72Απομόνωση και ταυτοποίηση μικροβίων


72Θρεπτικά υλικά


73ΣΥΣΤΑΣΗ


74ΧΡΩΣΕΙΣ


74ΑΡΝΗΤΙΚΕΣ


74ΘΕΤΙΚΕΣ


75Δοκιμασίες ταυτοποίησης μικροβίων


81ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ – ΓΕΝΙΚΕΣ ΓΝΩΣΕΙΣ


84Έλεγχος ευαισθησίας σε αντιβιοτικά


86μικροβιολογικη εξεταση ουρων


86Συλλογή δείγματος


89Το ίζημα των ούρων


89Στοιχεία του ιζήματος


91Καλλιέργεια ούρων


94Ειδικές μορφές ουρολοίμωξης αποτελούν


95ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΕΞΕΤΑΣΗ   ΕΓΚΕφΑΛΟΝΩΤΙΑΙΟΥ ΥΓΡΟΥ  ε.ν.υ.


99ΑΛΛΑ ΣΤΕΙΡΑ ΥΓΡΑ


101Ειδικότερα


101ΑΡΘΡΙΚΟ ΥΓΡΟ


102ΠΛΕΥΡΙΤΙΚΟ ΥΓΡΟ


103ΠΕΡΙΚΑΡΔΙΑΚΟ ΥΓΡΟ


103ΠΕΡΙΤΟΝΑΪΚΟ ΥΓΡΟ


103ΑΙΜΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ


104Aίτια μικροβιαιμίας - σηψαιμίας


105Διάγνωση


105Υλικά αιμοκαλλιεργειών


105Συστήματα αιμοκαλλιεργειών


106Αξιολόγηση αποτελέσματος αιμοκαλλιέργειας


106ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΑΛΛΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΥΓΡΩΝ


107Καλλιέργειες πύων, υλικού από τραύματα, από δέρμα, από οστά, ωτικού κ.α.


107Καλλιέργεια οφθαλμικου επιχρισματοσ.


108Καλλιέργειες κολπικού επιχρίσματος


108Καλλιέργεια φαρυγγικού επιχρίσματος


109Καλλιέργειες πτυέλων


111Καλλιέργειες κοπράνων.


112Καλλιέργεια γαστρικού υγρού


112Καλλιέργεια δωδεκαδακτυλικού υγρού και χολής


112ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΠΑΝΑΛΗΠΤΙΚΕΣ ΑΠΟ ΤΟ Α’ ΕΞΑΜΗΝΟ (μικροβιολογια ι)
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