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ПОСТАНОВЛЕНИЕ   № 181
Об утверждении   Инструкции 

4.2. 10-19-60- 2005 «Лабораторная диагностика сибирской язвы у людей 
и выделение  возбудителя сибирской  
язвы из объектов  внешней среды»

В целях исполнения Закона Республики Беларусь «О санитарно-эпидемическом благополучии населения» в редакции от 23 мая 2000 года (Национальный  реестр  правовых актов Республики  Беларусь, 2000 г.,  №52, 2/172) постановляю:

1. Утвердить прилагаемую Инструкцию 4.2.10-19-60-                    2005  «Лабораторная   диагностика сибирской язвы у людей и выделение  возбудителя сибирской  язвы из объектов внешней среды» и ввести ее в действие на территории Республики Беларусь с 02 января  2006 г.
2. С 02 января 2006 г. при осуществлении государственного санитарного надзора не применять «Методические указания  по лабораторной диагностике сибирской язвы у животных и людей и обнаружению возбудителя сибирской  язвы в сырье животного происхождения и объектах внешней среды», утвержденные Начальником Главного управления ветеринарии Государственного агропромышленного комитета СССР  01сентября 1986 г., Начальником Главного управления карантинных инфекций Министерства здравоохранения СССР 01 сентября 1986 г.  
3. Главным государственным санитарным врачам областей и  г. Минска довести данное постановление до сведения всех заинтересованных и установить контроль за его выполнением.

        М.И. Римжа

УТВЕРЖДЕНО

Постановление 

Главного государственного

санитарного врача 

Республики Беларусь

      21 ноября  2005    № 181
Инструкция  4.2.   10-19-60-  2005

« ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ У ЛЮДЕЙ И ВЫДЕЛЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ ИЗ ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ»

РАЗДЕЛ I
ОБЩИЕ ТРЕБОВАНИЯ
ГЛАВА   1
ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ

1. Настоящая Инструкция разработана для организации государственного санитарного надзора  в части, касающейся проведения лабораторной диагностики сибирской язвы у людей и выделения возбудителя сибирской язвы из объектов внешней среды.
2. Настоящая Инструкция предназначена для специалистов бактериологических лабораторий органов и учреждений государственного санитарного надзора, других организаций здравоохранения в части, отнесенной к их компетенции.

ГЛАВА 2
ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ
3.  Сибирская язва - острое инфекционное заболевание животных и человека. Возбудитель сибирской язвы В. anthracis, обладающий патогенностью и способный вызывать инфекционный процесс у животных и человека, относится к роду аэробных спорообразующих микроорганизмов Bacillus. Сходство сибиреязвенного микроба с другими видами это​го рода по морфологическим, культуральным и биохимическим свойст​вам создает значительные трудности в лабораторной диагностике сибирской язвы. Выявление отличительных признаков сибиреязвенного микроба и его патогенных факторов составляет основу идентификации возбуди​теля.
 4. Сибиреязвенный микроб представляет собой неподвижную грамположительную палочку. Встречается в трех формах: вегетативной, капсульной и споровой. Капсулу микроб образует только в живом организме или на специальных питательных средах. Спорообразование про​исходит в условиях внешней среды или при росте возбудителя на питательных средах в условиях доступа кислорода воздуха и не имеет места в инфицируемом организме. В мазках из культур, выросших на питательных средах, палочки в вегетативной форме расположены длинными цепочками, края микробов в окрашенных препаратах обрублены, и це​почка напоминает бамбуковую трость с коленчатыми сочленениями. В мазках из патологического материала палочки расположены поодиноч​ке, попарно или короткими цепочками, окружены капсулой, зачастую обшей для группы микробов. Споры имеют овальную форму, в палочках,  располагаются центрально, не превышая диаметра тела микробной клетки.    Размеры   вегетативных   клеток   сибиреязвенного   микроба 1-1,5 ×  6-8 мкм, спор – 0,8-1  ×   1,5 мкм.
5. Сибиреязвенный микроб - факультативный анаэроб, оптимальная температура  роста 34-37° С, оптимальное значение рН 7,2-7,5. Хорошо растет  на обычных питательных средах, характер роста, в совокупности с другими признаками, учитывается при идентификации.
 При посевах на чашки Петри с питательным агаром из гидролизата по Хоттингеру (200-250 мг % аминного азота, рН 7,2-7,3) после суточной инкубации при 35-37°С сибиреязвенный микроб формирует крупные шероховатые матовые колонии в R-форме, с «шагреневой» поверхностью, с неровными краями и отходящими or них волнистыми отростками, напоминающими при просмотре в микроскопе (малое увеличение) локоны волос или «львиную гриву».
На мясо-пептонном бульоне или 1 % пептонной воде сибиреязвенный микроб растет в виде «комочка ваты», трудно разбивающегося при встряхивании, при этом бульон остается прозрачным, лизируется сибиреязвенным бактериофагом через 5-8 часов инкубирования при 37° С.
При посеве уколом в столбик 10-12 % мясо-пептонной желатины и выращивании при 22°С  рост сибиреязвенного микроба напоминает елочку, опрокинутую верхушкой вниз, на 3-5-й день желатина разжижа​ется в виде воронки. При росте на кровяном агаре с 3-5 % дефибринированной крови барана гемолиз не наблюдается, в то время как боль​шинство сапрофитов дают быстрый гемолиз (через 12-18 ч при 37°С). При посеве на жидкую желточную среду желток не свертывает даже при 5-6-суточном инкубировании, чем отличается от сапрофитов, свер​тывающих желток в течение 6-10 часов.
Сибиреязвенный микроб в отличие от сапрофитных бацилл не образует щелочную фосфатазу, следовательно, не способен разлагать фосфаты, добавляемые в питательную среду (тест на фосфатазу).
При выращивании на мясо-пептоном агаре (далее – МПА) или на мясо-пептонном бульоне (далее – МПБ) в присутствии 0,5-0,05 ед/мл бензилпенициллина сибиреязвенный микроб через 3 часа инкубирования образует цепочки из шарообразных клеток – «жемчужное ожерелье». Проба с бактериофагом, тесты «жемчужное ожерелье» и на фосфатазу являются наиболее стабильными и на них следует ориенти​роваться при идентификации возбудителя сибирской язвы.                        

6. В.antracis патогенен для человека, всех сельскохозяйственных животных и некоторых видов диких, а для  лабораторных животных – мышей, морских свинок и кроликов. Факторами патогенности у микроба являются капсула и экзотоксин.
Капсула из d-глутамилполипептида, образующаяся в организме препятствует адсорбции микробов на макрофагах и их фагоцитозу, что способствует беспрепятственному их размножению и распространению в органы и ткани.
Микроб может образовывать капсулу на искусственных питательных средах при культивировании на 1% бикарбонатном агаре или на жидкой среде Государственного контрольного института им.Л.А. Тарасевича (далее – ГКИ), содержащей 40% инактивированной бычьей (лоша​диной) сыворотки и 60% раствора Хенкса согласно пункту 3 приложения 1. В первом случае выращивание микроба следует проводить в присутствии углеки​слоты (СО2) в концентрации от 10 до 50 %. Микроб в капсульной фор​ме формирует на 1 % бикарбонатном агаре совершенно иной тип коло​ний - SM-форму. Это крупные гладкие колонии, блестящие, слизистые, с неровными краями.
Сибиреязвенный микроб образует в инфицированном макроорганизме экзотоксин, играющий ведущую роль в патогенезе сибиреязвен​ной инфекции и формировании специфического иммунитета. Сибиреяз​венный экзотоксин представлен тремя белковыми компонентами, обла​дающими разной биологической активностью: I - отечный фактор (далее - ОФ), II - протективный антиген (далее - ПА) и III - летальный фактор (далее - ЛФ). Сами по себе эти компоненты не токсичны, но ОФ в связи с ПА вызывает отек при внутрикожном введении морским свинкам или кроликам, а ЛФ в связи с ПА - быструю гибель крыс линии Fisher 344 при внутривенном введении. Поэтому в настоящее время принято говорить о  двух токси​нах - отечном (ОФ+ПА) и летальном (ЛФ+ПА), в которых эффекторную функцию выполняют ОФ и ЛФ, а ПА - акцепторную и интернализирующую функции. ОФ является кальмодулинзависимой аденилатциклазой, вызывающей нарушение проницаемости клеточной стенки. ЛФ обладает протеазной активностью и избирательно повреждает макрофаги. ПА обеспечивает   формирование   специфического   противосибиреязвенного иммунитета. У лабораторных животных при подкожном, внутрикож​ном, накожном введении возбудителя симптомы инфекционного про​цесса развиваются уже на 2-е - 3-й сутки, заканчиваясь, как правило, летальным исходом. Один из характерных патологоанатомических при​знаков - отечность подкожной клетчатки, что подтверждает наличие отечного токсина.
Токсинообразование и капсулообразование детерминированы дву​мя плазмидами (рХО1 и рХО2). Утрата одной или обеих плазмид приводит  к авирулентности. В природе наряду с «классическими» формами возбудителя  встречаются  атипичные.                     

 7. Возбудитель сибирской язвы в зависимости от биологической форм существования обладает различной устойчивостью к неблагоприятным факторам внешней среды. Микроб в вегетативной форме характеризуется обычной резистентностью, свойственной другим бактериям. Споры возбудителя отличаются исключительной устойчивостью. Они остаются жизнеспособными при воздействии низких температур, жид​кого азота, некоторых дезинфицирующих средств и при высушивании. Обеззараживание материала, содержащего споры сибиреязвенного микроба проводится дезинфицирующими средствами отечественного и зарубежного производства, разрешенными Министерством здравоохранения Республики Беларусь согласно инструкциям по их применению. 

Высокая устойчивость спор возбудителя сибирской язвы обусловливает длительную его сохраняемость во внешней среде. Так, в воде споры сохраняются несколько лет, в почве - несколько десятилетий. Споры являются основной формой микроба при заражении людей и животных.

8. Резервуаром возбудителя сибирской язвы в природе служит инфи​цированная почва, в которой споры сохраняются длительное время. Эпизоотия сибирской язвы, как правило, носит отчетливый сезонный характер и появление первых заболеваний животных совпадает с пере​ходом их на пастбищное содержание.
Животные, больные сибирской язвой, являются заразными в тече​ние всего периода болезни, выделяя возбудитель во внешнюю среду с мочой, калом, кровянистыми выделениями. После их гибели заразными считаются кровь, все органы и ткани, в том числе шкура, шерсть, кости, рога, копыта. Сибирской язвой болеют козы, овцы, коровы, буйволы, верблюды, лошади, ослы, олени и травоядные дикие животные. Менее восприимчивы домашние свиньи.
У восприимчивых  животных инфекционный процесс носит септический характер.  У более резистентных видов животных (свиньи) процесс  приобретает локализованную форму в виде серозно-геморрагического или некротического воспаления лимфатических узлов зева и глотки.
Основным источником возбудителя сибирской язвы для человека являются больные сельскохозяйственные животные, а также мясопродукты и сырье (кожа, шерсть, кости), полученные при их вынужденном забое. Человек, больной сибирской язвой, не имеет эпидемиологического значения и является эпидемиологическим тупиком сибиреязвенной инфекции. Заболеваемость сибирской язвой среди людей носит спорадический характер и в определенной мере коррелирует с летне-осенней сезонностью заболеваемости животных.

РАЗДЕЛ II
ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
ГЛАВА 3
ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ ОРГАНИЗАЦИИ ПРОВЕДЕНИЯ ЛАБОРАТОРНЫХ  ИССЛЕДОВАНИЙ

9. Диагностические исследования на сибирскую язву в регламентированном объеме проводятся лабораториями индикации возбудителей особо опасных инфекций Республиканского центра гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья (далее – РЦГЭ и ОЗ) и областных центров гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья (далее – ОЦГЭ и ОЗ). Забор материала от  больных с подозрением на сибирскую язву производится медицинскими работниками инфекционного стационара, где госпитализирован больной. 

10. Организация и выполнение диагностических исследований на сибирскую язву в лабораториях должны осуществляться в соответствии с требованиями, регламентирующими: 

безопасность работы с микроорганизмами I- II групп патогенности;

порядок учета, хранения, передачи и транспортировки микроорганизмов I-IV групп патогенности  согласно Руководству № 11-7-13-2002 «Порядок учета, хранения, передачи и транспортировки микроорганизмов I-IV групп патогенности», утвержденному Главным государственным санитарным врачом Республики Беларусь  30 декабря 2002 г.

Порядок получения лабораториями разрешения на работу с микроорганизмами II группы патогенности определяется действующими нормативными документами о порядке выдачи разрешений на эти виды работ.

Все диагностические лаборатории, выполняющие работы с микроорганизмами II группы патогенности, должны иметь разрешение комиссии по контролю за соблюдением требований биологической безопасности и противоэпидемического режима (режимной комиссии) Министерства здравоохранения Республики Беларусь на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных заболеваний.

ГЛАВА 4             
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА
11. Исследование на сибирскую язву включает микроскопию мазков с исходного материала, высевы на питательные среды, постановку биопробы и, при необходимости, реакции преципитации, а у человека, кроме того, постановку антраксиновой пробы.

12. Забор материала у больных должен производиться по возможности до начала лечения. При кожной форме заболевания необходимо осто​рожно обработать спиртом кожу вокруг пораженного места и поверх​ность карбункула. Затем содержимое везикулы отсасывают стерильным шприцем, отделяемое язвы снимают с поверхности стерильным тампоном, смоченным 0,9 % раствором хлорида натрия, фрагменты отторгну​того струпа снимают влажным тампоном или пинцетом. При всех фор​мах заболевания берут кровь в объеме 1-2 мл из вены. 1-2 капли крови непосредственно у постели больного засевают на питательные среды (агар и бульон Хоттингера, рН 7,2-7,5). Доставка  материала на исследование согласно приложению 2.
13. Для исследования материала от животных в лабораторию направляют ухо или мазок крови, полученный из надреза уха. Ухо отрезают с той стороны, на которой лежит труп. Предварительно его туго перевязывают шпагатом у основа​ния в двух местах и отрезают между лигатурами. Место отреза уха на трупе прижигают. Отрезанное ухо заворачивают в пергаментную бума​гу, смоченную в дезинфицирующем растворе. Если подозрение на си​бирскую язву возникла при вскрытии трупа животного, вскрытие пре​кращают и на исследование направляют часть селезенки, от трупов сви​ней - участки отечной соединительной ткани, заглоточные, подчелюст​ные, а также другие лимфатические узлы, в которых имеются характер​ные патологоанатомические изменения.
 14. Взятие материала из сырья животного происхождения и из объектов  внешней среды проводится в тех случаях, когда необходимо  установить источник инфекции или фактор передачи для выявления обсемененности спорами возбудителя сибирской язвы отдельных объектов, а также в целях обнаружения микроба в местах старых скотомогильников при проведении строительных, мелиоративных, гидротехнических и других работ, связанных с выемкой и перемещением грунта.

15.  Шерсть для  исследования отбирают из разных мест не менее 5 образцов массой  около 2 г каждый (лучше брать пучки шерсти). Если шерсть упакована в кипы, берут не менее 10 образцов из разных мест каждой кипы, а также скопившуюся  внутри обшивки пыль. Образцы от одной кипы объединяют и упаковывают вместе.
16. Пробы кожи размером 3х3 см берут с периферических незагнивших и незаплесневших участков шкурок. При наличии на внутренней стороне шкурки кровоподтеков или инфильтратов пробы берут и в этих местах. 
17. Пробы почвы берут с мест вероятного обсеменения спорами возбудителя (мест вынужденного убоя скота, стоянок и водо​поя животных) берут на глубине до 15 см,  на территории скотомогиль​ников - на глубине до 2 м с помощью почвенных буров. При этом верх​ний слой почвы (2-3 см) снимают.
При заборе проб с больших участков обследуемую площадь разбивают на квадратные участки со стороной не более 4 м. Пробы почвен​ным буром отбирают по углам и в центре каждого участка. Вынутую из глубины и не использованную для проб почву с целью обеззараживания смешивают с сухой хлорной известью, содержащей 25% активного хлора, в соотношении 1 часть хлорной извести на 3 части почвы, слегка увлажняют и сбрасывают в шурф. Место отбора проб дезинфицируют раствором хлорной извести, содержащей 5% активного хлора, инструменты - огнем паяльной лампы.
18. Пробы воды из естественных и искусственных водоемов берут у поверхности (на глубине 10-15 см) и у дна при помо​щи батометра или специально приспособленной бутыли. Объем каждой пробы не менее 0,5 л, общий объем не менее 1 л. Кроме того, берут про​бы придонного осадка у береговой кромки, которые исследуют, как пробы почвы.
19. Смывы делают с мест наибо​лее вероятного обсеменения спорами возбудителя с помощью стериль​ного тампона, смоченного стерильной водой. Площадь смыва одним тампоном около 100 см2. Тампоны затем помещают в пробирки, зали​вают стерильной водой (1-5 мл) и закрывают пробкой.
20. Концентрированные корма (зерно, отруби, комбикорм) отбирают в зависимости от условий хранения. При наличии незатаренных кормов первичные пробы отбирают из расчета 1 проба не менее 400 г на 4 м2 поверхности, но не менее 5 проб от каждого закрома, партии. Первичные пробы берут как из поверхностных, так и из глубоких слоев корма равномерно по всей площади. При наличии затаренных кормов отбор проводят от каждой упаковочной единицы. Отбор производят сухим стерильным пробным щупом. После взятия проб от каждого объекта (партии) щуп очищают и обжигают огнем паяльной лампы. Пробы грубых кормов (сено, солома) берут из разных мест скирды при помощи ножниц и пинцета из расчета 1 проба (40 г) на 4 м2 площади скирды. Зеленую массу отбирают, гак грубые корма. Корне​плоды в зависимости от величины отбирают из расчета 1-3 штуки на 4 м2 площади бурта, отсека. С отобранных корнеплодов скальпелем в местах, где имеются остатки земли, срезают поверхностный слой, кото​рый используют для исследования. В лабораторию направляют сред​нюю пробу, которую составляют из хорошо перемешанных первичных проб данной партии. Масса средней пробы должна быть не менее 500 г.
Забор и транспортировка материала на исследование производится согласно   приложению 2 настоящей инструкции.
21. Кусочки органов и тканей от трупов помещают в ступку, измельчают ножницами или пестиком, затем заливают 1-5 мл 0,9 % раствора  стерильного хлорида натрия, суспензию через марлевый тампон набирают  в шприц или пастеровскую пипетку и переносят в пробирку или колбочку.  Воду с илистыми частицами фильтруют через  2   слоя марли, чистую воду исследуют без предварительной подготовки. С целью концентрирования микробов пробы воды можно профильтровать через мембранные фильтры (№ 3). Осадок с каждого фильтра соскабливают скальпелем, затем смывают 1-2 мл 0,9% раствора хлорида натрия, и эту взвесь используют для исследования.
22. Тампоны, которыми делают смывы с объектов внешней среды, отжимают о стенки пробирки и удаляют, а оставшуюся жидкость подвер​гают исследованию.
23. Пробы почвы освобождают or корней, камешков и тщательно пе​ремешивают. От каждой пробы берут 90-100 г почвы, помещают в колбу, заливают 0,9 % раствором хлорида натрия или дистиллированной водой из расчета получения 15-20 мл суспензии. Колбу закрывают, тщательно встряхивают в течение 25 мин, дают отстояться 1 -5 мин и надосадочную жидкость переносят в пробирку для дальнейшего исследования.
24. Пробы пищевых продуктов или кормов готовят аналогично.
25. Пробы из шкур кусочки массой в 1 г помещают в фарфоровую ступку и заливают 0,9 % раствором хлорида натрия. Кусочки измельча​ют ножницами и оставляют при 20° С на 2-3 ч для размягчения мате​риала. После этого пробы хорошо растирают пестиком в той же жидко​сти до получения волокнистой мезги, затем мезгу удаляют, предвари​тельно отжав ее пестиком на внутренней боковой поверхности ступки.
26. От каждой пробы шерсти отбирают наиболее загрязненные части, измельчают ножницами, вместе с пылью помещают в колбу и заливают 0,9 % раствором хлорида натрия. Колбу закрывают, тщательно встряхи​вают в течение 10-15 мин и дают отстояться. Для удаления грубых час​тиц можно профильтровать через 2-3 стоя марли.
Для избавления от посторонней микрофлоры пробы из объектов внешней среды, шерсти и кожи, пищевых продуктов подвергаются термической
обработке на водяной бане при 80° С в течение 20 мин. Пробы от больного человека и животных, из патологического материала, мяса животных, где возбудитель сибирской язвы находится в вегета​тивной форме, не прогревают.
Можно отказаться от прогревания и в тех случаях, когда при исследовании используется дифференциально-диагностическая питательная среда для выделения и  культивирования сибиреязвенного микроба, содержащая набор ингибиторов роста посторонней микрофлоры, в том числе спорообразующих сапрофитов. Для постановки теста на фосфатазу в среду перед розливом  в  чашки Петри добавляют 0,01% фенолфталеинфосфата натрия. Сибиреязвенный микроб не образует фосфатазу, поэтому выросшие колонии под действием паров аммиака не изменяют своего цвета, в то время как спорообразующие сапрофиты, образующие фосфатазу, формируют колонии, изменяющие свой цвет до розового или красного оттенка. 
ГЛАВА 5
             ПОРЯДОК ПРОВЕДЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 
27. Лабораторное исследование патологического материала включает:

микроскопическое исследование исходного материала;

посевы на питательные среды;

заражение лабораторных животных;

при необходимости – постановка реакции преципитации;

идентификацию выделенных культур.

Если ухо животного доставлено обескровленным, его обя​зательно исследуют и в реакции преципитации.

В случае доставки загнившего патологического материала, его исследуют только в реакции преципитации.

28. Микроскопическое (предварительное) исследование. Световая микроскопия. Из поступившего патологического материала готовят несколько мазков, которые подсушивают на воздухе и фиксируют в спирте с добавлением  3% перекиси водорода не более 30 мин согласно пункту 1 приложения 3. Окрашивают по Граму и на капсулу одним из методов (по Ребигеру, Михину, Романовскому-Гимза) При наличии люминесцирующих сывороток - люминесцентно-серологическим методом.

В окрашенных мазках из патологического материала сибиреязвенный  микроб представляет собой грамположительные палочки, располагающиеся короткими цепочками или попарно. Концы палочек, обращенные друг к другу, резко обрублены, свободные концы обычно  закруглены. В отдельных случаях (чаще в мазках от человека или свиней) форма сибирской язвы может быть не характерной (короткие, толстые или изогнутые, иногда зернистые палочки с вздутием посередине или на конце, возможно наличие «теней» микробов). Для обнаружения капсул лучшей краской является раствор Ребигера, который од​новременно фиксирует и красит, как указано в пункте 2 приложения 3. В краске нефиксированный или фик​сированный мазок выдерживают 15-20 секунд, затем промывают водой и вы​сушивают. Нефиксированный окрашенный мазок по Ребигеру нельзя считать полностью обезвреженным, поэтому после просмотра его следует опустить в 6% раствор перекиси водорода. В мазках из свежего патологического материала капсула вокруг микроба окрашивается в розовый или красно-фиолетовый цвет, тело микробной клетки - в темно-фиолетовый.

При окраске мазков из несвежего патологического материала микробы могут быть несколько увеличены, концы закруглены, морфологическая стройность бацилл нарушена, они как бы «изъедены», иногда остаются «тени», а от капсулы могут оставаться одни обрывки, которые окрашиваются очень слабо.

29. Люминесцентная микроскопия. Для люминесцентной микроскопии делают мазки из экссудата внутренней  полости биопробных животных, мазки-отпечатки из отечной брюшной полости внутренних органов людей и животных, мазки из подозрительных колоний, выросших из посевов проб на чашках с питательными средами. Иногда делают мазки непосредственно из смывов, суспензий, соскобов,  материалов, подозрительных на заражение возбудителем сибирской язвы. Мазки подсушивают на воздухе и фиксируют в этиловом  спирте с 3 % перекиси водорода в течение 30 мин. На высохшие фиксированные мазки наносят в рабочих разведениях, указанных на этикетке соответствующие диагностические сибиреязвенные люминесцирующие адсорбированные иммуноглобулины (люминесцентная споровая сыворотка, соматическая, капсульно-соматическая) в зависимости от исследуемого материала. В исходных пробах могут быть обнаружены сибиреязвенные микробы в споровой или вегетативной форме. В случае приготовления мазков непосредственно из нативного материала их окрашивают для увеличения контрастности смесью диагностических иммуноглобулинов и бычьего альбумина, меченного родами​ном. Для этого готовят отдельно разведения иммуноглобулинов и аль​бумина в 2 раза ниже, чем указано на этикетках, смешивают их в соот​ношении 1:1 и наносят на мазки. Например, рабочее разведение люминесцирующих споровых иммуноглобулинов (1) составляет 1:16, а аль​бумина (2) - 1:8, Смесь составляют из разведения (1) 1:8 и (2) 1:4. Даль​нейшую обработку окрашенных таким образом мазков проводят анало​гично мазкам, окрашенным только люминесцирующими иммуноглобу​линами.

Мазки с нанесенными на них люминесцирующими иммуноглобулинами помещают во влажную камеру - чашку Петри или эксикатор с увлажненной 0,9 % раствором хлорида натрия или дистиллированной водой фильтровальной бумагой или комочком ваты, выдерживают для окрашивания при 37 ° С в течение 20 мин. Затем их тщательно промы​вают два раза по 5 мин в 0,9 % растворе хлорида натрия, затем в дис​тиллированной воде и высушивают на воздухе. Препараты покрывают покровными стеклами или просматривают немедленно без покровных стекол. Мазки микроскопируют в люминесцентном микроскопе с сис​темой подобранных светофильтров, под иммерсионным объективом.

 При этом необходимо пользоваться нефлуоресцирующим иммерссионным маслом. В случае его отсутствия применяют смесь, содержащую  1  часть 0,9 % раствора хлорида натрия и 9 частей химически чистого глицерина. Для получения наиболее яркой люминесценции микроскопии  следует применять светофильтры возбуждающего света - ФС-1-2 СС-15-2 и запирающие светофильтры ЖС-18 или ЖС-19.

Споры и вегетативные клетки сибиреязвенного микроба, окрашенные люминесцирующими иммуноглобулинами, дают яркое свечение периферии клеток, имеющих характерную для данного вида морфоло​гию. Такое свечение называется специфическим, в отличие от не специ​фического, характеризующегося равномерным неярким свечением всей поверхности клеток.

Для учета результатов используется арбитражная система по интенсивности  свечения и количеству специфически светящихся клеток: 
4+ - большое количество специфически светящихся клеток,
расположенных длинными цепочками (вегетативная форма)
очень яркая флуоресценция по периферии споры или вегетативной
 клетки, четко контрастирующая с темным телом клетки;

3+ - яркая флуоресценция периферии клетки, клетки расположены​ отдельными группами (цепочками) и единично;

2+ или 1+ - слабое свечение периферии клетки, не контрастирующее с ее телом.

Свечение спор и вегетативных клеток на 4+ и 3+ позволяет подоз​ревать наличие в исследуемом материале возбудителя сибирской язвы и может рассматриваться как предварительный положительный ответ. Такие пробы подлежат дальнейшему исследованию.

30. Посев на питательные среды. Подготовленный материал для исследования засевают на чашки Петри с питательным агаром согласно пунктам 21-26 настоящей инструкции. Используют МПА, агар Хоттингера (рН 7,2-7,5) или дифференциально-диагностическую среду согласно пункту 1 приложения 1. Для засева одной пробы желательно использовать 5-10 чашек. Поверхность агара перед посевом должна быть совершенно сухой. Посев необходимо производить с помощью шпателя, предварительно нанося на поверхность агара 1-2 капли исследуемого материала. Если материал значи​тельно загрязнен посторонней микрофлорой (почва, корма, смывы с поверхностей и пр.) делают посевы методом истощения, распределяя материал шпателем по поверхности агара с переносом на 2-3 чашки.

При исследовании материала, мало загрязненного посторонней микрофлорой (кровь, пунктаты из карбункула, органы биопробных животных), посев можно проводить петлей без истощения, используя при этом МПА, агар Хоттингера, кровяной агар и МПБ. Посевы помешают в термостат при 37 ° С на 18-20 часов.

На следующий день посевы просматривают не только визуально, но и под малым увеличением микроскопа. На чашках, кроме сибиреязвенного микроба, наблюдается рост и других спорообразующих сапрофитов  морфологически трудно отличимых от В. anthracis. Для сибиреязвенного микроба характерно образование крупных, шероховатых, матовых  колоний, край которых напоминает локоны волос, состоящих из сплетений длинных нитей микробов, получивших название «головы медузы», «львиной гривы». Колонии   В.  anthracis вырастают и трудно снимаются петлей с поверхности агара, в то время как колонии близкородственных сапрофитов снимаются легко. Для идентификации с питательного агара отби​рают не менее 10 шероховатых, при отсутствии такого количества - все шероховатые колонии.

Посевы на дифференциально-диагностической среде перед просмотром обрабатывают парами аммиака. Процедура обработки парами аммиака заключается в следующем. В отдельную крышку от чашки Петри помещают фильтровальную бумагу и наливают на нее 1-2 мл аммиака водного (29 % концентрированного). Затем чашку с посевами без крышки помещают на несколько секунд (пока не порозовеют колонии сапрофитов) в крышку с аммиаком. Таким образом  обрабатывают все посевы. В силу того, что сибиреязвенный микроб не образует фосфатазы, его колонии не изменяют своего цвета. Колонии спорообразующих сапрофитов, в том числе и В. cereus, под действием паров аммиака приобретают розовый или красный цвет. С дифференциально-диагностической  среды для идентификации отбирают визуально и с помощью микроскопа при малом увеличении (х8) все колонии, не изменившие своего цвета после обработки парами аммиака.

Из всех отобранных колоний делают мазки на 2 или более предмет​ных стеклах. Мазки фиксируют и окрашивают двумя способами - по Ребигеру (или по Граму) и сибиреязвенной соматической люминесцент​ной сывороткой. При просмотре мазков учитывают характерную для сибиреязвенного микроба морфологию (длинные нити, концы палочек обрублены), при окраске люминесцирующими сыворотками - специфическое свечение на 4+ или 3+. Для дальнейшей идентификации отбирают только те колонии, которые состоят из характерных для сибиреяз​венного микроба палочек. При возможности из этих же колоний делают посевы на дифференциально-диагностическую среду или кровяной агар, на МПБ  если  расположены изолированно и не соприкасаются с колониями их микробов и на косой агар.  На чашки с питательным агаром посев производят секторами (6-8 колоний на одну чашку). Посевы помещают в термостат на 18-20 часов, после чего проводят учет и отбор для дальнейшей идентификации по полной схеме лабораторного исследования.
Отбирают колонии, которые при росте на кровяном агаре не дают гемолиза бараньих эритроцитов, не изменяют своего цвета после обработки парами аммиака, формируют характерный «комочек ваты» на дне  пробирки при выращивании на МПБ.           

31. Биологическая проба.  Для постановки биологической пробы используют белых беспо​родных мышей или морских свинок, иногда кроликов породы «шин​шила» (для определения вирулентности атипичных сибиреязвенных штаммов). Заражение лабораторных животных исходным материалом является обязательным и проводится в день поступления материала од​новременно с бактериоскопией и посевами на питательные среды. Ис​следуемый материал, подготовленный  для исследования, как указано в п. 15 настоящей инструкции, суспендируется в небольшом объеме 0,9 % раствора хлорида натрия и вводит​ся подкожно во внутреннюю поверхность бедра 2 мышам в объеме 0,2-0,5 мл или 2 морским свинкам в объеме 0,5-1,0 мл. Гибель зараженных животных наступает через 1-3 суток, иногда позже. Павших животных вскрывают, делают мазки-отпечатки из тканей и органов, а также посе​вы на МПА или агар Хоттингера. Мазки-отпечатки фиксируют в спирте с 3 % перекиси водорода в течение 30 мин, а затем окрашивают раство​ром Ребигера или метиленовой синькой. В мазках при микроскопии сибиреязвенные бациллы расположены короткими цепочками, попарно или поодиночке, окружены розовой капсулой, зачастую сливающуюся вокруг групп микробов. В посевах при просмотре чашек вырастают крупные шероховатые колонии с бахромчатой периферией. Идентификацию выросших колоний проводят теми же методами, которые исполь​зуются для колоний, выросших при посевах на питательный агар непо​средственно исследуемого материала.
При вскрытии биопробных животных, павших от сибирской язвы, отмечают характерный для сибиреязвенной инфекции студенистый геморрагический отек подкожной клетчатки на месте введения материала, гиперемию внутренних органов, увеличение селезенки и несвернувшуюся кровь.
В случаях, когда чистая культура возбудителя из посевов исходного материала на питательные среды получена раньше, чем наступила гибель зараженных этим материалом животных, суточной бульонной культурой заражают дополнительно  двух лабораторных животных в дозах указанных выше и  наблюдение  за животными ведут в течение 10 суток, после чего исследуют животных, как описано выше. В целях ускорения исследования можно забивать по одной мыши от каждой пробы через 2-3 суток после введения исходного материала. В этом случае при вскрытии особое внимание уделяют месту введения исследуемого материала. В случае, если  исходный материал сибиреязвенный, на месте введения обнаруживается отек подкожной клетчатки, обусловленный действием отечного токсина. В мазках-отпечатках с места введения можно обнаружить капсульные формы микроба, а в посевах - рост типичных колоний.
32. Ускоренная биологическая проба. Для сокращения сроков бактериологического исследования делают ускоренную биологическую пробу.
Исследуемый материал вводят по 0,5 мл внутрибрюшинно белым мышам. Если поступивший материал несвежий или заведомо споросодержащий, рекомендуется до введения животным его засеять на МПБ и инкубировать при 37°С в течение 3-6 часов. После введения исследуемого материала животным одну пару мышей оставляют под наблюдением до 10 суток, остальных забивают (по 2 на срок) через 1 и 2 часа. Забитых животных вскрывают, из перитонеального экссудата и крови сердца делают мазки, а из селезенки, печени - мазки-отпечатки. Мазки фиксируют и окрашивают по Ребигеру или метиленовой синькой, а также капсульно-соматической люминесцентной сибиреязвенной сывороткой. Ускорен​ная биологическая проба считается положительной при обнаружении в мазках крупных капсульных клеток с характерной морфологией. Парал​лельно из этих же объектов делают посевы на питательные среды с це​лью выделения и идентификации чистой культуры возбудителя. 

ГЛАВА 6
ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВЫДЕЛЕННОЙ КУЛЬТУРЫ
33. Идентификацию выделенной культуры проводят на основании следующих признаков:
характерная морфология возбудителя сибирской язвы в мазках, приготовленных из исходного материала, из выросших на питательных средах колоний, мазках-отпечатках из органов биопробных животных;
характерные морфологические различные формы сибиреязвенного микроба (споры, вегетативных палочки и капсульные формы). Во всех случаях при  приготовлении мазков обращают внимание на их фиксацию в мазках с добавлением  3 % перекиси водорода и окраску соответствующую форме возбудителя. Универсальной краской является раствор Ребигера, при окраске которым четко видны споры, розовая капсула и синие палочки. При окраске мазков сибиреязвенными люминесцирующими сыворотками можно увидеть не только характерную морфологию микроба, но и определить специфичность, что существенным образом ускоряет проведение лабораторного анализа;
характерная морфология выросших на питательном агаре коло​ний. При использовании МПА, агара Хоттингера или дифференциаль​но-диагностической среды колонии сибиреязвенного микроба отлича​ются от колоний спорообразующих сапрофитов меньшими размерами, большей шероховатостью и более выраженными локонами по перифе​рии. Следует всегда обращать внимание, как колония берется петлей. Если масса микробов трудно отбирается бактериологической петлей, это свидетельствует в пользу сибиреязвенного микроба;
характер роста на МПБ. Некоторые представители спорообразующих сапрофитов могут расти на бульоне аналогично сибиреязвен​ному микробу. Однако при встряхивании пробирки сапрофиты легко мутят бульон, в то время как сибиреязвенный микроб дает комочек, трудно разбивающийся при встряхивании.
При использовании дифференциально-диагностической среды учитываются одновременно два важных диагностических признака - харак​тер выросших колоний и тест на щелочную фосфатазу;
 тест с сибиреязвенным бактериофагом. Сибиреязвенный микроб лизируется сибиреязвенными фагами («Гамма», К и другими). Пробу с фагом ставят следующим образом. Свежеприготовленные чашки с агаром Хоттингера или МПА перед постановкой пробы подсушивают в термостате. Расчерчивают дно чашки снаружи на квадраты со стороной 2 см. Бактериологической петлей или пипеткой на каждый квадрат наносят каплю 5-6-часовой бульонной культуры сибиреязвенного микроба. Чашку с приоткрытой крышкой подсушивают 30 минут в термостате, а затем в центр подсохшей капли наносят петлей каплю цельного сибиреязвенного бактериофага. Результаты учитывают через 5-6 часов инкубации чашек при 370С, просматривая их под малым увеличением микроскопа. В более поздние сроки через 12-24 часа просматривают чашки невооруженным глазом. В случае положительного результата на месте нанесе​ния капли бактериофага наблюдается полный или частичный лизис ко​лоний в виде «бляшек»;
наличие капсулы in vitro выявляют путем посева культур на 1 % бикарбонатный агар согласно пункту 2 приложения 1 или среду ГКИ. Инкубацию на 1% бикарбонатном агаре проводят при 37° С в анаэростатах при содержании 10-50 % СО2 или в эксикаторе с притертой крышкой. На дно эксикатора (на каждый литр объема) насыпают 0,4 г пищевой соды и наливают 0,35 мл концентрированной соляной кислоты или 2 г NaHCO3 + 10 мл 20% H2SO4. После внесения чашек Петри с посевами эксикатор закрывают крышкой и слегка наклоняют, соединяя соду с кислотой. Просматривают посевы через 18-24 часа.  Капсулообразующие культуры вырастают в виде крупных  слизистых колоний. В мазках, окрашенных после их фиксации одним из методов  ( по
Ребигеру, капсульно-соматической сибиреязвенной люминесцентной сывороткой), видны цепочки палочек, окруженных хорошо выраженной капсулой.
При вскрытии биопробных животных, которым введена исследуе​мая культура, делают мазки из перитониального экссудата и крови сердца и мазки-отпечатки из органов. Мазки фиксируют и окрашивают по Ребигеру или метиленовой синькой. В мазках от животных микробы расположены короткими цепочками, попарно или поодиночке, окруже​ны розовой капсулой. Способность к капсулообразованию in vivo из всех представителей рода Bacillus присуща только возбудителю сибир​ской язвы. Встречающиеся в природе атипичные штаммы, не образующие капсулу, но по другим тестам соответствующие сибиреязвенному микробу, требуют дополнительных исследований;
тест «жемчужного ожерелья». Перед постановкой пробы осту​женный до 45° С 2 % питательный агар разливают по 10 мл в 3 пробир​ки. В первую добавляют пенициллин из расчета 0,5 ед/мл, вторую -0,05 ед/мл, третья - без антибиотика остается контрольной. Содержимое каждой пробирки выливают в чашку Петри. После застывания среды дно чашек снаружи размечают на квадраты или кружки, на которых пишут номера анализа. На обозначенные участки наносят по одной кап​ле изучаемых 3-6-часовых бульонных культур. На одной чашке может быть поставлено до 10 проб. Посевы инкубируют при 370С. Не позже 3 часов просматривают рост с сухой (х40) и иммерсионной (х90) фазовоконтрастными системами под микроскопом, предварительно накрыв каждый отмеченный участок покровным стеклом. На стекле, содержащем пенициллин, видны шарообразные формы бактериальных клеток, расположенных в виде цепочек, напоминающих ожерелье из жемчуга. Спорообразующие сапрофиты, как правило, устойчивые к пенициллину, образуют на среде с пенициллином обычные формы микробов.  В контрольной чашке без пенициллина сибиреязвенный микроб формирует длиннее цепи палочек;

модификации теста «жемчужного ожерелья». К бульону  Хиттингера  (рН 7,2-7,3) добавляют стерильно 20 % инактивированной лошадиной сыворотки и 0,5 ед/мл пенициллина. Среду разливают с соблюдением стерильности в пробирки по 2-3 мл и засевают по 2 капли бульонной или петлю агаровой культуры, взятой для исследования. Пробирки с посевами инкубируют не более 3 часов при 37 °С. Затем делают мазки, их фиксируют и окрашивают по Ребигеру или метиленовой синькой;
тест на подвижность. Сибиреязвенный микроб неподвижен, чем отличается от большинства спорообразующих сапрофитов. Подвижность        устанавливают в «висячей капле» или при посеве уколом в полужидкий агар. В полужидком агаре рост сибиреязвенного микроба наблюдается только по ходу укола. Посевы выдерживают в термостате при 37° С 18-20 часов;
гемолиз эритроцитов барана. Для проведения этого теста готовят кровяной агар - МПА или агар Хоттингера с 3-5 % дефибринированной крови барана (рН 7,2-7,3), как указано в пункте 4 приложения 1. Посевы лучше делать петлей секторами. Выдерживают в термостате при 37°С в течение 18-20 часов, после чего учитывают резуль​тат. В эти сроки сибиреязвенный микроб не дает гемолиза эритроцитов барана в отличие от родственных спорообразующих сапрофитов, обра​зующих широкую зону гемолиза вокруг выросших колоний;
тест на лецитиназу. Наличие пли отсутствие лецитиназной активности определяют в жидкой желточной среде согласно пунтку 5 приложения 3 или на агаре Хоттин​гера, в который добавлен стерильно желток куриного яйца. В пробирки с 5 мл жидкой желточной среды засевают петлей суточную культуру и инкубируют в термостате при 37°С. Возбудитель сибирской язвы, как правило, в течение нескольких суток инкубирования не свертывает жел​ток, в то время как представители спорообразующих сапрофитов свер​тывают желток уже в первые сутки. На плотной питательной среде с желтком сибиреязвенный микроб растет, не образуя вокруг колоний мутной белой зоны. Вокруг колоний большинства сапрофитов, выраба​тывающих активную лецитиназу, просматривается широкая мутно-белая зона.
34. Выделение штаммов сибиреязвенного микроба с атипичным капсулообразовамием.  Из всех выросших колоний, не изменивших своего цвета при обработке парами аммиака, как шероховатых и сухих (I, III тип), так и гладких, слизистых (II тип)  делают мазки и окрашивают их по Ребигеру или сибиреязвенной соматической, капсульно - соматической люминесцентной сыворот​ками.
Для дальнейшего исследования отбирают колонии, в мазках из которых выявляются палочки, расположенные длинными цепочками с типичной морфологией. Палочки из колоний II типа могут быть окру​жены капсулой, окрашенной в розовый цвет при окраске по Ребигеру, или светиться на 3+, 4+ при окраске капсуло-соматической люминес​центной сывороткой. Из отобранных колоний делают пересевы в про​бирки с МПБ и на чашки с 1 % содовым агаром.  Последние выращива​ют при 10-50 % углекислого газа, как уже описано выше. Результаты учитывают через 24 часа инкубации при 37 °С . На бульоне отмечают при​донный рост в виде «комочка ваты» с сохранением прозрачности над ним, характерный для штаммов I и III типа. Штаммы II типа вызывают диффузное помутнение среды. На содовом агаре штаммы I и II типа растут в SM-форме в виде крупных слизистых колоний. Из колоний делают мазки с последующей их окраской на наличие капсулы. В маз​ках обнаруживают палочки, окруженные капсулой. Штаммы III типа растут на этой среде в R-форме, капсула в мазках не обнаруживается.
Из культур на содовом агаре готовят взвесь микробов на физиологическом растворе, которой заражают белых мышей подкожно в объеме 0,5 мл во внутреннюю поверхность бедра. Павших мышей вскрывают, делают мазки-отпечатки и высевы из органов и места введения. Отмечают характерную патолого-анатомическую картину, выживших мышей убивают на 10-е сутки и исследуют аналогично. В мазках-отпечатках от мышей, павших после заражения штаммами I и II типа, обнаруживаются капсульные клетки сибиреязвенного микроба и обильный рост микроба на питательных средах из всех органов и места  введения. В мазках от мышей, зараженных штаммами III типа, клетки микроба в мазках наблюдаются редко, в основном из места введения, и они лише​ны капсулы. Из органов и места введения вырастают единичные коло​нии в R-форме. В месте введения культур штаммов сибиреязвенного микроба всех типов на 2-3 сутки развивается специфический cтyденистый геморрагический отек подкожной клетчатки, формирующийся под действием отечной фракции сибиреязвенного экзотоксина. Даль​нейшая идентификация выделенных культур атипичных штаммов проводится по методам, описанным  в  п.18 настоящей инструкции.

35. Вирулентность выделенных культур сибиреязвенного микроба оп​ределяют следующими методами:

исчислением безусловно смертельной дозы (далее - Dсl);

50 % летальной дозы (далее-LD50).
Для заражения животных исполь​зуют споровую взвесь, которую готовят следующим образом. Сибиреяз​венную культуру отсевают на специальные питательные среды для об​разования спор и выращивают в термостате при 34-350 С в течение 4-7 суток. Процесс спорообразования контролируют просмотром мазков, окрашенных по Ребигеру. При наличии 95-100% спор культуру смыва​ют дистиллированной водой и отстаивают в течение 3 суток для лизиса оставшихся вегетативных клеток. Затем надосадочную жидкость с помощью пипетки осторожно сливают, а споры заключают в 30-50% глицерин. В запаянных ампулах в условиях холодильника обработанные таким образом споры могут длительно сохраняться в течение несколь​ких лет, не изменяя концентрации.
Концентрацию жизнеспособных спор определяют, как указано в  пункте 3 приложения 3 данной инструкции. В  ка​честве разводящей жидкости для проведения последовательных десяти​кратных разведений споровых суспензий используется 0,1-0,05% рас​твор Твина-80 на дистиллированной воде, обладающий способностью препятствовать агрегации микробных клеток. После проведения десяти​кратных разведений исходной споровой взвеси делают высев на чашки с агаром Хоттингера в объеме 0,1 мл, по 3 чашки на каждое разведение, из пробирок с разведениями 10-6 и 10-7. Чашки инкубируют при 370С в течение 18-20 часов. На следующий день подсчитывают выросшие колонии и соответственно концентрацию спор в исходной взвеси, затем готовят для заражения соответствующие разведения на 0,9 % растворе хлорида натрия
Для определения LD50 чаще всего используют белых беспородных мышей весом 18-20 г. Споровые взвеси, содержащие 1, 10, 100, 1000 и 10000 спор, вводят подкожно в объеме 0,5 мл, используя 4-6 животных на каждую дозу.   Наблюдение за зараженными животными проводят до 10 суток, отмечают в каждой группе павших от сибиреязвенной инфекции животных, статистическую обработку полученных результатов проводят по методу Рида и Менча или Кербера.
Для определения (Dсl) используют морских свинок, кроликов и три заражающие дозы - 100, 1000 и 10000 спор, на каждую дозу не менее 3 животных. Наблюдение за животными проводят до 10 суток. Из органов павших делают мазки-отпечатки для бактериоскопии и посевы на соответствующие питательные среды для установления специфичности ги​бели животных.
Культуры возбудителя сибирской язвы считаются вирулентными, если значение LD50 для белых мышей и морских свинок или Dсl для кроликов не превышают 10000 спор. Следует помнить, что некоторые сибиреязвенные штаммы могут оказаться высоковирулентными для белых мышей и морских свинок и маловирулентными для кроликов. Во всех случаях определение вирулентности на кроликах дает наиболее достоверные показатели.
Все культуры В. anthracis, выделенные на территории Республики Беларусь, подлежат от​правке в РЦГЭ и ОЗ для окончательной идентификации и даль​нейшего изучения.
ГЛАВА 7
ИММУНО-СЕРОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯИЯ
36.  Реакция термопреципитации по Асколи позволяет в короткие сро​ки обнаружить сибиреязвенный антиген в смывах из струпьев, пробах несвежего материала, а также при исследовании шкур и органов павше​го, в том числе загнившего животного. Для постановки реакции необхо​димы: преципитирующая сибиреязвенная сыворотка, антиген из иссле​дуемого материала и сибиреязвенный бактерийный антиген для контроля.
Подготовленный измельченный материал для исследования заливают 0,9%  хлористого натрия из расчета 10 мл раствора на 1 часть исследуемого материала и экстрагируют кипячением в течение 5-10 мин. Затем экстракт фильтруют до полной прозрачности через фильтровальную бумагу или вату, предварительно смоченных 0,9 % раствором хло​рида натрия. В узкие пробирки наливают 0,2-0,3 мл прозрачной сибире​язвенной преципитирующей сыворотки, а затем пастеровской пипеткой осторожно наслаивают на нее такое же количество полученного экс​тракта - антигена. Если реакция положительная, то на границе сопри​косновения жидкостей не позднее 15 мин должно появиться мутно-белое кольцо. Реакция оценивается знаком (+). При сомнительной реакции появление кольца наблюдается позднее 15 мин (±). Если кольцо отсутствует, то реакция оценивается как отрицательная (-). Одновре​менно необходимо ставить четыре контрольных пробы: 
преципитирующая сыворотка + экстракт из заведомо содержащего сибиреязвен​ный антиген материала; 
преципитирующая сыворотка + экстракт из то​го же органа заведомо здорового животного; 
преципитирующая сыворотка + 0,9 % раствор хлористого натрия или дистиллированной воды; 
нормальная сыворотка + исследуемый экстракт. 
Все контроли, кроме первого, должны быть отрицательными.
37. Реакция иммунофлуоресценции (далее - РИФ)  ставится с целью выявления противосибиреязвенных антител в сыворотке больных людей. Для непрямого метода РИФ используют сыворотку диагностическую антивидовую, против иммуноглобулинов человека, люминесцирующую сухую.
Для получения молодого вегетативного роста сибиреязвенной культуры используют споры вакцинного сибиреязвенного штамма СТИ,  которые засевают на чашки с агаром Хоттингера (рН 7,2-7,4) и инкубируют в термостате при 37°С в течение 18-20 часов. После этого готовят суспензию вегетативных клеток на 0,9 % растворе хлорида натрия по оптическому стандарту мутности на 10 единиц. Полученную суспензию тщательно встряхивают и готовят из нее мазки на предметных хорошо обезжиренных стеклах, по 8 мазков на каждом стекле. Maзки высушивают на воздухе, фиксируют 30 мин в спирте с 3% перекиси водорода, вновь высушивают и расчерчивают восковым карандашом. При постановке этой реакции желательно ис​пользовать «свежие» мазки, при необходимости их можно хранить в холодильнике в закрытых чашках Петри в течение 3 суток.
Исследуемую сыворотку от больного человека инактивируют на  водяной бане при 56 °С в течение 20 мин. Затем сыворотку титруют в  пробирках  или полистироловых планшетах на 0,9 % растворе хлорида натрия с двукратным шагом, начиная с разведения 1:2. После этого последовательно из каждого разведения, начиная с большего, отбирают сыворотку с помощью пастеровской пипетки и наносят каплю на мазки с вегетативной культурой сибиреязвенного микроба. Стекла помещают на дно чашки Петри.  Закрывают крышкой и выдерживают 20-30 мин и      37 °С. Затем мазки промывают дважды по 10 мин в забуференном 0,9 % растворе хлорида натрия и 10 мин в дистиллированной воде. Стекла сушат на воздухе при комнатной температуре, после чего на мазки наносят люминесцирующую сыворотку против иммуноглобули​нов человека в рабочем титре, обозначенном на ампуле. Мазки окраши​вают и промывают так же, как и в первом случае. Микроскопию прово​дят под иммерсионной системой. Для оценки интенсивности свечения используют четырехкрестовую систему. Положительной считается свечение на 3+ и 4+.
У лиц, больных сибирской язвой, специфические антитела начи​нают появляться уже с 5-х суток после начала болезни, и их количество увеличивается до 21 и более суток. Увеличение титра антител можно проследить при исследовании парных сывороток с интервалом 5-7 дней. В РИФ титры антител могут доходить до 1:640-1:1280, диагностическим титром считаются титры -1:16-1:32.
38. Кожно-аллергическая проба с сибиреязвенным аллергеном (антраксином) может появляться уже с первых дней и наблюдается у подавляющего числа больных с конца первой недели заболевания. Ал​лергическая перестройка организма у переболевших сибирской язвой может сохраняться длительное время, что позволяет использовать антраксин не только для диагноза текущего заболевания, но и для постановки ретроспективного диагноза.
Антраксин вводят с соблюдением всех правил асептики строго внутрикожно в количестве 0,1 мл в кожу нижней трети левого предпле​чья на внутренней стороне. На месте инъекции должен образовываться беловатый, хорошо ограниченный пузырек (папула) около 0,8 см в диаметре, имеющий вдавление на месте волосяных мешочков. В месте введения антраксина через 24-48 ч учитывается наличие гиперемии и инфильтрата. В зависимости от размеров этих элементов производят оценку  пробы согласно приложению 4.
Диагноз сибирской язвы подтверждается при наличии положительной антраксиновой пробы с оценкой от 2+ до 4+. При наличии со​мнительной (±) или слабоположительной (+) пробу повторяют через 5-7 дней. Отрицательная реакция на антраксин не исключает диагноза сибирской язвы.
39. Для индикации В. Anthracis может применяться полимеразная цепная реакция (далее - ПЦР) Постановка ПЦР осуществляется согласно инструкции по применению. Реакцию проводят в объеме 25 мкл.
Подготовка проб для ПЦР. Нативный (при объеме до 1 мл) или сконцентрированный путем фильтрации в объеме 0,1-1 мл материал засевается в 5 мл бульона Хоттннгера   рН  7,2 -7,3 и подращивается при 370 С в течение 3 ч. Затем в бульон вносится раствор пенициллина до конечной концентрации 1000 ед./мл и инкубация продолжается еще 1 ч. Пробы помещают на водяную баню, кипятят в течение 1 ч, после чего 0,5-1 мл содержимого переносят в пробирки типа Эппендорф и центри​фугируют 20 мин при 6-8 тыс. об/мин. Для исследования используют надосадочную жидкость.
Возможны следующие варианты постановки ПЦР:
для выявления фрагмента 256 п.н. гена cap В с праймерами (С1:
5'-mLAHAGATGGTCTTTCC-3'   и   С2:   S'-CAATTGGAGCTAGATT
АС-3') и фрагмента 407 п.н. гена pag с праймерами (Р1: 5'-TTGATT
ACATGGTCTTCC-31   и   Р2: 5'-CAATTGGAGCTAGATT
АС-3').   Реакционная смесь содержит по 12 пМ праймеров, 8 мМ
dNTP, 1,5 мМ MgCl2, 1ед. Taq-полимеразы и 5-10 мкл исследуемого
материала. Программа амплификации: 30 циклов 92 °С - 1 мин, 46 °С -
1 мин, 70 °С -1 мин (И.И.Тучков, А.Н.Куличенко, И.Г.Дроздов, 1994);
для выявления фрагмента хромосомы 152 п.н. с праймерами (R1: 5'-TTAATTCACTTGCAAGTGATGGG-3' и R2: 5'-AACGATAGCTCCTA CATTTGGAG-3'). Реакционная смесь содержит 0,5 мкМ праймеров,
200 мкМ dNTP, 1,5 мМ MgCl2, 1ед. Taq-полймеразы и 5-10 мкл иссле​
дуемого материала. Программа амплификации: предварительная дена
турация при 94 °С - 5 мин, затем 40 циклов 94 °С - 1 мин, 60 °С - 1 мин,
72°С - 1 мин (G.Patra, et al., 1995). Амплификация проводится в термоклере. Параллельно с исследуемыми образцами ставятся контроли: положительный с ДНК В. anthracis, отрицательный со стерильной деионизованной водой в количестве 5 мкл.
По завершении амплификации продукты в объеме 10 мкл наносятся в гнезда 1,5% агарозного геля и подвергаются электрофорезу при напряжении 60-120 В в течение 15-45 мин. После окрашивания геля  бромистым этидием (0,5 мкг/мл) в течение 30 мин просматривают гель в ультрафиолетовых лучах. Положительным результатом является наличие полос ДНК с такой же электрофоретической подвижностью, как в положительном контроле и отсутствие таковых  в отрицательном. 

ГЛАВА 8
ВЫДАЧА ЗАКЛЮЧЕНИЯ ПО РЕЗУЛЬТАТАМ ИССЛЕДОВАНИЯ

40. По результатам проведенного поэтапного лабораторного исследования выдаются ответы согласно приложению 5.
Ориентировочные:

 из патологического материала от людей и животных. Через 4-5часов после обнаружения в мазках палочек, окруженных капсулой. Мазки могут быть окрашены по Ребигеру (или другим методом на наличие капсулы), капсульно-соматической или соматической люминесцентными  сибиреязвенными сыворотками;
из объектов внешней среды, обильно загрязненных спорами. Через 4-5 часов после обнаружения в мазках спор, специфически светящихся  при окраске споровой люминесцентной сибиреязвенной сывороткой;
из патологического материала от людей и животных, а также кож, шерсти. Через 4-5 часов после постановки реакции преципитации по  Асколи;
из патологического материала от людей и животных, из объектов внешней среды, обильно загрязненных спорами. Через 5-6 часов поcле обнаружения характерных палочек, окруженных капсулой, в мазках из перитонеального экссудата белых мышей, зараженных исследуемыми материалом (по постановке биологической пробы). Мазки могут быть окрашены по Ребигеру, капсульно-соматической или соматической сиби​реязвенными люминесцентными сыворотками;
из патологического  материала от людей и животных,  из объек​тов внешней среды, обильно загрязненных спорами. Через 5-6 часов после обнаружения    характерных палочек,   окруженных капсулой,  и   шарообразных форм микроба в виде «жемчужного ожерелья» в мазках. Мазки могут быть окрашены по Ребигеру, капсульно-соматической или соматической сибиреязвенными  люминесцентными сыворотками.
Предварительные:

из  любого материала, подозрительного на зараженность возбудителем сибирской язвы, через 18-20 часов на основании:
характерной морфологии колоний на дифференциально-диагностической среде;
         отрицательного теста на фосфатазу;
         характерной морфологии микроба в мазках, приготовленных из выросших на питательном агаре подозрительных колоний, не
изменивших своего цвета под действием паров аммиака, и специфического свечения при окраске люминесцентной соматической сибиреязвенной сывороткой.
             Окончательные:
          из любого материала, подозрительного на зараженность возбудителем сибирской язвы, через 48-72 часов на основании: 

характерной морфологии колонии на питательных средах, в том числе и дифференциально-диагностической, и на МПБ;
         характерной морфологии в мазках из выросших подозрительных колоний, и на МПБ;
          характерной патолого-анатомической картины у забитых на 
2 - 3-е сутки или павших белых мышей, обнаружения капсулы в
мазках-отпечатках из органов биопробных животных и 
характерного роста колоний при посеве органов на питательном 
агаре;  
           характерного роста колоний в SM-форме на 1 % содовом агаре
и обнаружении капсулы в мазках, приготовленных из колоний
или взвеси микробов, выросших на жидкой среде ГКИ;
           лизиса микроба под действием сибиреязвенного фага;
           отрицательного теста на фосфатазу;
  отсутствия гемолиза эритроцитов барана;
           отрицательного теста на лецитиназу;
           отсутствия подвижности;
           положительного теста «жемчужного ожерелья».
41. Диагноз сибирской язвы у человека считают установленным при наличии соответствующей клинической картины, эпидемиологического анамнеза, подтвержденных одним из перечисленных способов:
         выделение из патологического материала культуры В. anthracis
и гибель хотя бы одного из двух зараженных лабораторных животных и выделение из его органов культуры со свойствами,
характерными для возбудителя сибирской язвы;
       гибель хотя бы одного лабораторного животного из двух зараженных исходным материалом с последующим выделением из его органов культуры В. Anthracis,
       выделение вирулентной культуры В. anthracis из предполагаемого источника или фактора передачи;
        положительная антраксиновая проба.
42. Сроки исследования:

микроскопического – в день поступления материала;

бактериологического - до 3 суток;

биологического - до 10 суток.

Приложение 1
к Инструкции 4.2                    2005

 «Лабораторная диагностика сибирской язвы у людей и выделение возбудителя сибирской язвы из объектов внешней среды»
Питательные среды, применяемые для выделения и идентификации возбудителя сибирской язвы

1.Дифференциально-диагностическая среда. Навеску сухой питательной среды для культивирования и выделения сибиреязвенного микроба, указанную на этикетке, расплавляют в 1 л дистиллированной воды на водяной бане при помешивании, фильтруют в расплавленном виде через ватно-марлевый фильтр, разливают в бутылки, стерилизуют в ав​токлаве при 121° С в течение 30 мин. Перед розливом в чашки Петри в остуженную до 45-50° С среду добавляют раствор фенолфталеинфосфата натрия, предварительно прогретого при 56° С в течение 20 мин, в конечной концентрации 0,01 %. После перемешивания среду разливают в чашки Петри и подсушивают в течение 1,5 часа с открытыми чашками. Чашки с агаром можно хранить в условиях холодильника 2-3 суток.
2. 1 % содовый агар. Предварительно готовят 10 % раствор NaHCO. Для этого 10 г пищевой соды растворяют в 100 мл стерильной дистиллированной воды при легком подогревании на пламени спиртовки. За​тем в 100 мл расплавленного и остуженного до 50° С агара Хоттингера добавляют 10 мл 10 % раствора соды. Среда будет лучше, если дополнительно добавить, помимо соды, 10 % инактивированной лошадиной сыворотки (при 56° С - 30 мин). После розлива в чашки Петри и подсыхания агар можно использовать для посевов. Хранить агар не следует.
3.Среда ГКИ. Среда ГКИ (Государственный контрольный институт им. Л.А. Тарасевича) состоит из 60 мл раствора Хенкса и 40 мл бычьей (лошадиной) сыворотки, инактивированной при 56° С в течение 30 мин. Компоненты тщательно перемешивают, доводят бикарбонатом натрия рН до 7,2. Полученную среду стерильно разливают в пробирки по 2 мл и закрывают стерильными резиновыми пробками. Среда может хра​ниться при 4° С длительное время.
4.Кровяной агар. У барана из яремной вены кровь стерильно ​
забирают в дефибринатор (флакон со стеклянными бусами) при постоянном его круговом покачивании. После окончательного формирования на бусах плотного сгустка фибрина (15-20 мин) кровь фильтруют  через  стерильную марлевую салфетку. Дефибринированную кровь добавляют  в количестве 3-5 % в расплавленный и остуженный до 45° С агар ​ Хоттингера,  который сразу же разливают в чашки Петри.

5. Жидкая желточная среда Дрожжевкиной. Состоит из 1 части ​
куриного желтка и  9 частей  0,9 %  раствора  хлорида натрия. Приготовле​ние и розлив производят стерильно без последующей стерилизации. Помещают на 2 суток при 37° С для проверки на стерильность.
Приложение 2
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Правила забора и транспортировки материала для лабораторной диагностики  сибирской язвы
 Патологический материал помещают в стерильную посуду  (пробирки, банки). Высушенные на воздухе мазки кладут в стерильные чашки  Петри, которые обертывают плотной бумагой с надписью «мазок не фиксирован».
Мокроту собирают в широкогорлые банки с притертой пробкой. Слизь из зева берут стерильным ватным тампоном по общепринятой методике.

Кровь забирают из локтевой вены в количестве 10 мл разовым шприцем и в нем доставляют кровь в лабораторию.
Пробы почвы, кормов и других сыпучих объектов помещают в сухую стеклянную банку и закрывают стерильной крышкой, пробкой или пергаментом, можно использовать, полиэтиленовые мешочки, кото​рые завязывают шпагатом. 
Пробы воды наливают в стерильные стек​лянные бутылки и закрывают стерильными резиновыми пробками.
Посуду с взятым материалом обрабатывают снаружи марлей, смоченной в дезинфицирующем растворе, обертывают вощеной бумагой, помещают в металлический бикс, перекладывают ватой. Тару с упакованным материалом опечатывают, на крышке указывают «верх» и отправляют в лабораторию с нарочным на специально выделенном транспорте.

К каждой пробе прикладывают направление с указанием сведений о материале (Ф.,И.,О. больного, наименование пробы, дата и час забора материала), а также сопроводительный документ, в котором содержатся сведения о больном (Ф.,И.,О., предполагаемый диагноз, получал ли больной до взятия материала антибиотики, какие и в каком количестве, какой материал направляется на исследование).

Время от момента взятия материала до начала исследования не должно превышать 5-6 часов если нет условий для его хранения на холоде.

Приложение 3
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              Приготовление рабочих растворов
1.Фиксирующая жидкость для фиксации мазков. Для приготовления фиксирующей жидкости с содержанием 3 % раствора перекиси водоро​да во флакон наливают 180 мл этилового спирта и 20 мл 30 % пергидроля. Фиксирующую жидкость можно не менять в течение месяца, при этом флакон должен закрываться притертой пробкой. Для хранения необходимо использовать флакон из темного стекла. Флакон из обычного стекла  необходимо держать в темном ящике (ящик лабораторного стола, холодильник). Приготовленные мазки из культур высушивают на воздухе, затем опускают во флакон с фиксирующей жидкостью. Через 30 мин стекла с мазками извлекают и просушивают на воздухе. Держать мазки более 30 мин в фиксирующей жидкости нежелательно. Можно хранить фиксированные мазки в закрытой чашке Петри в холодильнике.
2.Раствор Ребигера. 15-20 г генцианвиолета растворяют в 100 мл 40 % формалина. Раствор выдерживают при комнатной температуре в течение нескольких часов, после чего фильтруют. Окраску мазков проводят в течение 15-30 секунд, не более 1 мин.
3.Раствор Твина-80 для определения концентрации жизнеспособных спор 0,1-0,05 %. 1-3 мл  Твина-80 отливают в пробирку и греют на водяной бане в течение 5-10 мин. Затем во флакон, содержащий 100 мл стерильной дистиллированной воды, добавляют 1 или 2 капли прогретого Твина-80 и содержимое тщательно перемешивают. Разводящая жидкость готова для употребления и может использоваться в течение 3-5 дней. В 7 пробирок вносят по 4,5 мл разводящей жидкости. Делают последовательные 10-кратные разведения споровой взвеси с переносом в пробирки по 0,5 мл с помощью мерных 1 мл пипеток. На каждое разведение используют новую пипетку. При перемешивании в разводящей жидкости не следует допускать образования больших пузырей, так как это может отразиться на точности подсчета. Из разведений 10−6 и 10−7 степени по 0,1 мл взвеси высевают на поверхность подсушенного агара Хоттингера. Для каждого разведения берут не менее 3 чашек. Суспензию распределяют по поверхности агара покачиванием чашек. После впитывания суспензии чашки выдерживают в термостате при 37° С в течение 18-20 часов. Среднее значение количества выросших колоний, умноженное на 10 и на кратность разведения, составляет значение концентрации живых спор в исходной взвеси.
Суспензию спор, приготовленную на Твине-80, не рекомендуется использовать для заражения или вакцинации животных. Для этих целей вновь готовят разведение спор на 0,9 % растворе хлорида натрия, исходя концентрации живых спор, установленных описанным способом.
Приложение 4
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Оценка кожно-алллергической пробы с сибиреязвенным

 аллергеном (антраксином)
	Элементы местной реакции через:
	Оценка реакции

	           24часа
	               48часов
	

	Инфильтрат отсутствует
	Гиперемия возможна 
	Реакция нет (-)

	Гиперемия до 8 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия менее 8 мм в диаметре
	Сомнительная (±)

	Гиперемия 8-15мм в  диаметре с инфильтратом                                            
	Гиперемия 8 мм и более в диаметре
	Положительная (+)

	Гиперемия 16-25 мм в диаметре с инфильтратом 
	Гиперемия 8 мм и более в диаметре
	Положительная (++)

	Гиперемия 26-40 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм и более в диаметре
	Резко положительная 

(+++)

	Гиперемия более 40  мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм и более в диаметре
	Очень резко положительная(++++)
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