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В методических рекомендациях изложены современные данные о 

нормальной микрофлоре человека и значении диагностики диобактерио- 

зов для эффективной профилактики и лечения различных патологичео- 

ких состояний и послеоперационных гнойно-воспалительных осложне­

ний’.- Описаны методы микробиологического исследования на кишечный, 

кожный дисбактериозы и диагностические критерии.

Методические рекомендации предназначены для бактериологов 

лечебных учреждений, оанитарно-эпидемиологических отанций, педиа­

тров и врачей отделений хирургического профиля.
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Введение

До посдеднего времени в клинической микробиологии исследо­

вание количественного и качественного состава нормальной микро­

флоры проводили, главным образом, для диагностики кишечного дис­

бактериоза. При этом основными показаниями для исследования явг
*

лились длительно протекающие кишечные дисфункции, при которых не 

удается Д елить патогенную микрофлору, затянувшийся период рекон- 

вадесценции после дизентерии и других острых кишечных заболева­

ний, а такие возникновение дисфункции кишечника на фоне внеэнте- 

ральной патологии /пневмония, гнойно-септические заболевания/ 

при длительном лечении антибиотиками.

Внимание уделялось, прежде во его, клинически выраженному, 

декомпенсированному диобактериозу кишечника, при котором наблю­

дается стойкое качеотвенное и количественное изменение нормаль­

ной микрофлоры кишечника в сторону снижения количества аспороген- 

ных анаэробов /как  правило, параллельно бифидо- и лактобактерий/, 

роста удельного веса атипичных эшерихий /о  ослабленными биохи­

мическими свойствами, гемолитической активностью и д р . / ,  увели­

чения количества факультативно-нормальной микрофлоры при обнару- 

Кении кишечной микрофлоры в нетипичных для нее местах.

Дисбактериоз, наряду с диспепсией, энтеритом, может приво­

дить к развитию острого и хронического колита /наиболее тяжело 

протекает хронический язвенный колит/, осложнять течение язвен­

ной болезни желудка и двенадцатиперстной кишки, гепатохолецис­

тити, панкреатита;

В последние ходы показания для исследования на дисбактери­

оз значительно расширились. Прежде всего, дисбактериоз кишечника
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стали раосматривать как важный интегральный показатель иммуноло­

гической реактивности организма. При этом важное значение приоб­

ретает дисбактериоз и в стадии компенсации, являющийся ранним по­

казателем развития вторичного иммунодефицита. Особое значение ис­

следования по диагностике дисбактериоза кишечника и коки приобре­

тают при проведении иммунодепрессивной терапии, аутоиммунных за ­

болеваниях соединительной ткани, осложнениях, возникающих при вве­

дении тканевых и корпускулярных антигенов. Диагностика кожного дис­

бактериоза приобретает важную роль в плане профилактики внутриболь­

ничных инфекций.

В проведении комплекса мероприятий по профилактике острых ки­

шечных инфекций в детских учреждениях до настоящего времени не учи­

тывается тот факт, что сезону эпидемической заболеваемости предше­

ствует рост дисбактериозов, повышающих восприимчивость детей к sa ­

pa кению различными возбудителями. Применение эубиотических препа­

ратов может в таких случаях повысить неспецифическую резистентность 

организма к кишечным инфекциям.

Значениесвоевреыеннойциагносгики кишечного и кожного дисбак­

териозов у различных больных, особенно хирургического профиля, воз­

растает еще и потому, что он сопрововдается активизацией условно 

патогенной микрофлоры, повышением ее патогенных потенций. Это оз­

начает, что на фоне снижения резистентности больного организма, 

усугубляемого оперативным вмешательством и другими лечебными ме­

роприятиями, оказывающими иммунодепрессивное действие, усиливает­

ся резервуар потенциально патогенной микрофлоры, что чревато раз­

витием гнойно-септических осложнений. -

| В хирургических стационарах больных с выраженными явле­

ниями кожного и кишечного дисбактериоза следует причислять к труп-
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пе повышенного риска возникновения гнойно-септических осложнений. 

Такие больные требуют определенной степени разобщения с основным 

потоком больных, применения иммуностимулирующих средств и эубио- 

тиков, проявления особой настороженности в отношении возникнове­

ния нагноений после операции.

Опыт диагностической, профилактической и лечебной работы в 

практическом здравоохранении свидетельствует о необходимости бо­

лее широкого внедрения методов диагностики кокного и кишечного 

дисбактериозов.

Настоящие методичеОкие рекомендации отавят своей целью пред­

ложить вниманию специалистов современные данные об аэробной и 

анаэробной микрофлоре кишечника здорового человека, положении 

условно патогенных бактерий в нормальном биоценозе кишечника и 

их роли в формировании диобактериоза, модифицированную методику 

бактериологического исследования на дисбактериоз, усовершенст­

вованную трактовку результатов о иопользованием критериев оп -  

ределения этиологической роли условно-патогенных микроорганиз­

мов при острых кишечных заболеваниях и критериев, характеризую­

щих вти микроорганизмы как показатель дисбиотичеоких нарушений.
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I .  Основные представители аутомикрофлоры кожи и кишечника в 

норме и при дисбактериозе

1 .1 . Аутомикрофлора кожи

К микроорганизмам, постоянно обитавшим на здоровой коже чело­

века, относят, главным образам, коагулазоотрицательные стафилококки

/Э*. ер1бвг;:|1(11а , Э1;. ЬаегаоЯу П о п а , С и  Пош1п1з , Й*. сар1М в /, нмк 
рококки,/'-» ХиЪеив, М. ^аг1апа, М. к г !а 1;1пае, Ы. аёбеп,6аг1ия/ ц диф- 

тероидн/ преимущественно Ргор1опоЬаскег1иш аопез / .  При по-
Iм'

вышенной секреции кожного жира/липида/ и других обменных нарушениях

интенсивное ооразувание ненасыщенных жирных кислот обильно размножа-
I!ещимся липофильными пропионобактсриями и стафилококками можеть обус­

ловить воспаление сальных желез, проявляющееся как вульгарные угри.

Изредка на коже могут быть обнаружены грамотрицательные палоч­

ки, в том числе клебсиеллы и синегнойная палочка, аэробные опорооб­

разующие грамположительные палочки, золотистый стафилококк. Однако 

они не могут быть отнесены к нормальной кожной микрофлоре. В част­

ности,^ постоянных носителей золотистого стафилококка выявлено сни­

жение синтеза или полное отсутствие секреторных иммуноглобулинов 

"А", что в комплексе с другими факторами обуславливает повышенную 

восприимчивость таких лиц к гнойно-воспалительным заболеваниям.

На коке здорового взрослого человека обычно не встречается 

кишечные палочки, кандиды, грамотрицательные бесопоровые анаэробы.

Стафилококки и микрококки -  грамположительные факультативно 

анаэробные и аэробные кокки, обладает каталазой. У здоровых лелей 

стафилококки представлены, главным образом, Э-Ь. ер1бегт1<11в и 

другими коагулаэоотрицательными видами из группы эпидермидис. Как 

и микрококки, эпидермиальные стафилококки у здоровых людей не визы-



вант геиоли5 и не екиоляют маннит. Они хрошо растут на проотых пи­

тательных средах, образуя колонии белого, жёлтого, кремоного цве- 

тол.

Пропионобактерии -  граыположительиые неспорообразующие нене- 

длижныв палочки. Обычно плеоморфные -  дифтероидныв или булавовид­

ные о одним округленным концом, другим -  конусообразным, заострен­

ным, окрашивающимся менее интенсивна. Клетки обычно располагаются 

короткими цепочками или группами в виде "китайских иероглифов". 

Оптимальная температура роста 30-37^С, pH 7 ,0 , уотойчивы к 20# 

желчи и 6 ,5#  раствору хлористого натрия. Образуют кислоту из глю­

козы и непостоянно -  из маннита. Являются амаеробамн, но обливают 

аэротолерантностью: могут расти и в присуствии небольших количеств 

киолорода/в экссикаторе со свечой/. Твин-80 стимулирует роот боль­

шинства штаммов. Колонии обычно мелкие, могут быть белыми, серыми, 

реже -  жёлтыми и оранжевыми.

Бактерии на ниже располагаются гыеэдыо, образуя микр око ломим 

преимущественно под слоем ороговевших клеток эпидермиса в устьях 

волоояных фолликулов, потовых и сальных желез, причем в глубине 

располагаются анаэробы, а ближе к поверхности -  аэробы. При лета­

нии, длительном интенсивном мытье рук микроорганизмы выходят на 

поверхность, и обсеменённооть кожи может значительно возрастать.

Количество и соотав бактерий на различных участках кожи оп­

ределяются наличием питательных ввществ/главным образом,кожного 

липида/, влажноотью, кислотностью и, отчасти, температурой. Обиль­

ная секреция, повышенная влажность, нейтральный pH, относительно 

повышенная температура обуславливают высокую микробную обсемеиён- 

ность. На ксже живота она составляет около 10** клеток/см2 о пре­

обладанием дифтероидев/70#/, а на коже предплечья находится в сред­

нем ТО5 клеток/см2 , причем гораздо выше удельный вео кокков/Р5#/.
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На среду в отпечатка кожи предплечья здоровых людей выделяются де  

10 колоний на 1см2 , а о кожи живота ~ примерно 1,5 p a ia  больно.

Микрофлора кожи изменяется ж зависимости от возраста, време­

ни года, климатических условий. Кожа новорождённых покрыта более 

плотным слоем липида по сравнению о кожей детей грудного воэраота, 

поэтому общее количество бактерий на коже новорождённых больше, а 

процент липофильных дифтероидов выше, чем у детей Cjxee старшего 

возраота. В зрелом возрасте бактериальная флора бедна воледотвии 

хорошо выраженного бактерицидного дейотвия ненаоыценных жирных кис­

лот на коже. В ооновном обнаруживаются кокковая флора и дифтерои- 

ды. В преклонном возрасте количество кожной микрофлоры вновь воэрас 

тает, однако в о вяз и со онижением уровня оекреции кожного л ікда 

удельный вес дифтероидов уменьшается, чаще высеваются граиотрица- 

тельные бактерии, кандидыг

Липофильные дифтерекды и коагулазоотрицательные стафилококки 

за  счёт ненасыщенных жирных кислот, обраэуюшихся при раощеллеиии 

ими кожного жира, а также еа очёт своих антибиотиков и бактерици- 

нов обезвреживают постороннюю, в тон числе условно-патогенную, мик­

рофлору, постоянно попадающую на кожу« Так, нанесённая на здоровую 

кожу кишечная палочка обычно погибает в течение нескольких минут. 

Выявлена обратная овяэь между содержанием дифтероидов на коже и 

её микробной обоеменённостью. При высокой микробной вбсеменённости 

кожных покровов удельный вео дифтероидов составляет 10-15# на ко­

ке предплечья, а при более низкой вбсеменённости он достигает до 

30-4Q#.



1 .2 . Аутомикрофлора кишечника

Диагностика дисбактериоза кишечника, в основном, осущест­

вляется путем изучения микрофлоры толстого кишечника. В неко­

торых случаях имеет значение исследование содержимого двенадца­

типерстной кишки и желчевыводящих путей /при дуоденальном зон­

дировании или фиброгастродуоденобиопсии/. Микрофлора двенадцати­

перстной кишки немногочисленна и состоит, главным образом, из 

лактобактерий, бифидобактерий, фекального стрептококка в коли-
А Ц

чествах, не превышающих 10 -  10 /мл содержимого. Полагают,что 

у здоровых людей желчевыводящие пути микрофлору не содержат.

Микрофлора толстой кишки наиболее разнообразна по видовому 

составу и условно может быть подразделена на несколько групп.

Облигатная) или постоянная часть микрофлоры обладает выра­

женными антагонистическими свойствами в отношении многих бакте­

риальных и вирусных возбудителей острых кишечных заболеваний 

/ОКЗ/, участвует в продукции витаминов и ферментов, стимулирует 

деятельность кроветворных органов и иммунологическую резистент­

ность организма человека.

Основными представителями облигатной флоры являются бифи­

добактерии, лактобацилды,бактероидцкишечные палочки и энтеро-
I

кокки.

Удельный вес анаэробов составляет 90 % и более всей микро­

флоры. Основным представителем облигатной анаэробной микрофлоры 

являются бифидобактерии, которые обнаруживаются у здоровых взрос­

лых а детей в 100 %. В норме количество бифидобактерий в испрьд- 
Я тонениях равно 10 - 1 0  / г .

По морфологии бифидобактерии представляют собой крупные 

гремполокителыше Оесспоровые палочки, имеющие раздвоение на
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концах. Не могут встречаться ровные, слегка изогнутые палочки 

с шарообразными вздутиями или с утонченными концами. Располага­

ются в мазке изолированно или в виде буквьМ Строгие анаэробы.

При посеве в выоокий отопбик ореды Блаурока определяется 4 наи­

более встречающихся вида колонии: чечевицеобразные, ромбовид­

ные, треугольные и беоформенкые шероховатые в виде "клочка ваты", 

как правило, белого цвета.

Общепризнанным являетоя тот факт, что высокое содержание 

бифидобактерий в испражнениях препятствует размножению гнилост­

ной гавообразующей и патогенной микрофлоры, опоооботвует

всаоыванию кальция, железа, витамина Д , синтезу витаминов 

группы "В" и "К". Наблкщаетоя выраженная коррелятивная связь меж­

ду снижением количества бифидобактерий и частотой обнаружения 

бактериемий у детей, тяжестью и длительностью течения пневмоний. 

Снижение уровня бифидобактерий ниже нормы приводит, как правило, 

к дисфункции кишечника даже при нормальном аостоянии аэробной 

микрофлоры.

К представителям анаэробной микрофлоры относятся и бактеро­

иды, -  грамотрицателькые, неспороносные палочки, строгие анаэро­

бы, что значительно затрудняет их культивирование. Их количество
6  т т

{явно ДО -  ТО “ / г  испражнений. Спороносные анаэробные микроор­

ганизмы, относящиеся к роду С1оя:;г1<51ит, обнаруживаются в кале 

здоровых людей в 20-50 %.

К облигатной микрофлоре относят пактобактерии, которые

обнаруживаются у здоровых людей в 90-100 % слу- 
Г Цчаев в количестве 10 -  10 / г  испражнений. Это грямпопожитепьные 

палочки о выраженным полиморфизмом, располагающиеся цепочками 

или поодиночке, бесспоровые, могут иметь включения /вопютин/, не­

подвижные, факультативные анаэробы или микроазрофили.
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Для их культивирования применяет среды о низки м и  значеннями pli 

5 ,5 -5 ,6 . Наибелее распространённой средой для их культивирования 

является МРС-2.

Аэробная часть облигатной микрофлоры представлена кишечний 

палочкой, наличие котерей характерно для IOO# здоровых лидей. Ее 

количество у различных лиц колеблется і  широких пределах, но у по­

давляющего большинства адорохых лиц от I до 200 ылн/г. Это затруд­

няет определение границ нормы. На количественное содержание кишеч­

ной палочки в испражнениях сказывает влияние сезонность, характер 

пищи и другие факторы.

У 15-20# здоровых лиц могут вотречаться кишечные палочки со 

слабоферментирующими свойствами, однако количественное содержание 

таких изменённых форы составляет не более Юз» ио отношение к обще­

му числу кишечных палочек.

Гемолитические кишечные пилочки не характерны для иикрофлоры 

здорового человека.

Энтерококки обнаруживают і  ЄО--ІОО#, количество не превышает 

у здоровых io V r  испражнений.
Факультативная микрофлора включает виды, которые довольно 

часто обнаруживают і  испражнениях здоровых людей, но в незначителв 

ных количествах. Они относятся преимущественно к 'условно-патоген­

ным микроорганизмам и в некоторых случаях могут играть роль этио­

логического фактора при острых кишечных заболеваниях. Видовой сос­

тав факультативной флоры лабилен. К этой группе относят стафнленок 

ки, протеи, клебсиеллы, цитробактер, энтеробактер, оиыегнойиуо и 

другие неферментирующие грамотрицателыше палочки, грибы рода каи- 

дида.

Высеваеность их у здоровых людей вариабельна. Стафилококки

обнаруживаются у ІЄ ,7-23 ,3#  при их содержании до к Л  10V r  испраж­

нении. Гемолитические стафилококки определяют редко.
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Частота обнаружения бактерий рода цитробактер колеблется от 

5,8 % до 2 0 ,9  % , бактерий рода энтеробактер 8 ,3  % -  П ,8  % , бак­

терий рода клебоиелла -  3 ,3  % -  14,3 % , протеус I % -  10,7 % .  

Массивность обсеменения фекалий условно патогенными энтеробакте­

риями у здоровых лиц, как правило, не превшыает Ю4 м .к . / г .  Гри­

бы рода Кандида обнаруживаются в 14 % , их количество в норме не 

превышает 10а/ г  исрражнений.

1 .3 . Характеристика микробиоценоза кожи и кишечника 

при дисбактериозах

Изменения бактериальной аутфлоры кишечника и кожи происхо­

дят под воздействием самых различных факторов, снижающих иммуно­

логическую реактивность /  ферментативная недостаточность, голо­

дание, авитаминоз, стрессовые состояния, активная терапия гормо­

нами, иммунодепресантами и антибиотиками, острые и, особенно, 

хронические заболевания/.

Экстремальные состояния и патологические процессы в макро- 

организме, приводящие к возникновению вторичного иммунодефицита, 

существенно влияют на состояние аутомикрофпоры кожи. В результа­

те изменения микробиоценозя кожи развивается дисбактериоз. Отме­

чается рост микробной обсемененнооти кожных покровов. Проводимые 

нами исследования показали, что если в норме количество микроко­

лоний на I см2 кожной поверхности не превышает Ю колоний, то
О

при дисбактериозе оно обычно равно 20 коп/см*' и более, в выражен­

ных случаях обнаруживается сплошной рост. Наряду с увеличением 

микробной обсемненности кожи возрастает удельный вес усповно- 

патогенных форм -  гемолитических и маннитоположительных. Наши

исследования показали, что наиболее ранним и достоверным пока-
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зателем дисбактериоза является гемолитический признак. В норме ге 

политические формы не встречается или у отдельных лиц не превыша­

ют 10# , в при дисбактериозе составляют 20# , в выраженных случаях - 

50# и более. Процент ыаннитполвжительных колоний является менее 

характерным, но в большинстве случаев и он нарастает при дисбакте­

риозе. В норме он не превышает 6- 8# , при диобиотических состояниях 

достигает 20#  и более.

Первоначально дисбактериоз рассматривали как состояние аэроб­

ной микрофлоры, которое характеризуется уменьшением общего количест­

ва антагонистически активных, ферментирующих лактозу кишечных па­

лочек и относительный увеличением слабо ферментирующих и гемолнзи- 

рующих штаммов.

К настоящему времени накоплены новые данные о характере из­

менений в облигатной и факультативной группах кишечной микрофлоры

при дисбактериозе. Нарушение экологического баланса в кишечнике 
при дисбактериозе приводит к изменению соотношения между анаэроб­

ной и аэробной микрофлорой. Взаимоотношения между этими двумя хруп- 

пами бактерий подвержены наибольшим и ранним изменениям, проявля­

ющимся в снижении содержания бифидобактерий до 10” ' - 10“ и во нм ок­

ном увеличении кишечных палочек.

При выраженной степени дисбактериоза бифидобактерии обнару­

живаются в разведениях Ю“ 5-Ю~^ или не высеваются вовсе.

Общее количество кишечных палочек , учитываемое ыа среде 

Эндо, увеличивается и может превышать 200-300 млн/г, что может 

быть использовано а качестве одноге из критериев дисбактериоза. 

Нарастание количества кишечных палочек нередко сопровождается 

появлением штаммов о изменёнными свойствами, а также других 

условно-патогенных энтеробактерий. Отсутствие кишечных палочек



при посеве разведения К.Г5 / т . е .  менее I  млн. на I г /  также являет­

ся одним из показателей дисбактериоза. Следует отметить, что при­

мерно в 5.< олучаев диобактериез кишечника характеризуется онижеиием 

содержания полноценных кишечных палочек/менее 1и л н ./.

Более поздние отадпи дисбактериоза характеризуются снижением 

содержания лактобацилл, которые также, как и бифидобактерии, при 

этом обнаруживаются в низких разведениях фекалия -  '0 “ '1-10- 7 . По­

ниженное содержание лактобацилл отражает более глубокие одвиги в 

кишечной микрофлоре.

Энтерококки обнаруживают сходную о кишечными палочками тенденцию 

к увеличению.

Снижение числа анаэробных представителен облигатной микрофло­

ры, обладающих высокой антагонистической активностью, создаёт ус­

ловия для развития условно-патогенных микроорганизмов. Чаще всего 

развиваются условно-патогенные энтеробактерии, стафилококки, гри­

бы рода Кандида.

При этом стафилококки достигают 105-10б микробных клеток/см’ 

а грибы рода Кандида -  10^-10^ микробных клеток в I г  фекалий.

Выявление условно-патогенных эитеробактерий/реда клебсиел- 

ла, цитробактер, протеус, энтеробактер/ в количестве свыше ГО4 

является показателем дисбактериоза, а  также может свидетельство­

вать об острых кишечных заболеваниях. Следует отметить, что при 

дисбактериозе условно-патогенные микроорганизмы часто встречают­

ся в ассоциациях.

Помимо количественных нарушений в облигатной и факультатив­

ной микрофлоре, при дисбактериозе могут наблюдаться и её .качест­

венные изменения, выражающиеся в увеличении общего количества
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кишечных папочек о измененными биологическими свойствами /некто 

зонегативных, неподвижных, безиндопьных форм/ -  до 25-30 %, по­

явлении отсутствующих в норме гемолизирующих эшерихий и стафи­

лококков /23-28  %/.

Состав микрофлоры при дисбактериозе более пестрый и ооде|>- 

кит несколько видов, не характерных для нормобиоциноза кишечни­

ка, на фоне снижения анаэробной и увеличении аэробной микрофлоры.

При этом не выявляется нарастание антител к аутощташям 

условно патогенных энтеробактерий.

2 . Методы бактериологического исследования

2 .1 . Показания к проведению бактериологического 

исследования на дисбактериозы

Показаниями к исследованию на дисбактериоз кишечника являются:

1. Длительно протекающие кишечные расстройства /дисфункции/, 

при которых не удается выделить патогенные микроорганизмы.

2 . Затянувшийся период реконвалесценции после дизентерии и 

других острых кишечных заболеваниях.

3 . Дисфункция кишечника у лиц, длительно подвергающихся 

воздействию некоторых производственных вредностей /антибиотики, 

радиация» химические вещества и д р . / ,  а также при интенсивной 

антнбиотикоч01ли/ иммунодепрессивной терапии.

4 . Наличие так называемого "безочагового" сепсиса или бак­

териемии, гнойно-воспалительных очагов, трудно поддающихся ле­

чению /пиэлиты, холециститы, язвенные колиты и энтероколиты, вя­

ло протекащие пневмонии и д р . / .

5. Перед операциями на органах пищеварения.

6 . У недоношенных новоровдешшх.
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Исследование на дисбактериоз коки проводят, главным обра­

зом, для прогнозирования возникновения гнойно-септических осло­

жнений в послеоперационном периоде, а такте на фоне длительной 

антибиотикотерапии, лучевой и химиотерапии. Этот метод применя­

ют и для оценки состояния иммунологической реактивности организ­

ма больного у процессе лечения и П0оЛ% Него.

2 .2 . Диагностика дисбактериоза кожи

Для текущей диагностической работы применяют контактные ме­

тоды /метсщы отпечатков/ по Н.Н. Кяемпарской и Г.А. Шальновой 

/1 9 6 6 /, используя агаровые среды, нанесенные на поверхность 

предметных стекол, и метод Selwyn a . K i l l s  /1972 / с использо­

ванием лейкопластыря, модифицированный авторами.

Эти методы позволяют выявить, главным образом, постоянную 

/резидентную микрофлору, находящуюся на коке в виде микроколо- 

ний, и не дают представления об истинном /абсолютном/ количест­

ве микроорганизмов. Для диагностики дисбактериоза достаточно про­

ведение качественного анализа микрофлоры, вегетирующей на коке.

Ее количественное определение выполняют в редких случаях.

Для исследования микрофлоры коки в научных целях применяют 

метод смыва по W illiamson a.Klifjman /1965 / с использованием де­

тергента Тритон X-IÜ0, Благодаря достигаемого о его помощью пол­

ного разобщения микробных клеток, этот метод позволяет определить 

абсолютное число микроорганизмов на данном участке коки. Первым 

этапом метода является приготовление стандартных цилиндров путем 

разрезания на две части пробирок диаметром 1,5 см. Цилиндры сте­

рилизуют в автоклаве и хранят в упакованном виде до использова-
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ния. При взятии смыва с исследуемой коки, цилиндр прижимают к 

избранному участку торцовой частью и наливают в него I мл 0,1 % 

раствора детергента Тритон X—100 в 0.075М фосфатном буфере pH 

7 ,9 ,- 8 ,0 .  В течение одной минуты путем пипетирования, этим рас­

твором производят смыв с ограниченного цилиндром участка коки, 

а затем отбирают эту кидкооть в Пробирку. Манипуляцию повторяют 

еще раз, используя новый цилиндр и свекую порцию раствора. Оба 

смыва объединяют в одной пробирке, делают 10°, ТО“ 1, 10 ', Ю_3 

разведения. По 0,1 мл из этих разведений выоевают на чашки Пет­

ри с 1,2 % МПА. После инкубации при 37°С в течение 48 часов 

учитывают результаты и делают пересчет на I ом2 .

Ориентировочное определение соотношения кокков и дифтерои- 

дов на коке проводят путем микроскопии мазка из пеового {взведе­

ния смывной кидкости. Для этого надо посмотреть не менее 5-6 по­

пей зрения.

Метод З е ^ у п  а .В Ш э  /1972 /в модификации авторов. От улона 

лейкопластыря отрезают кусок размером 3 х 5 ом и прижимают лип­

кой стороной к коке внутренней поверхности предплечья, предвари­

тельно обрабатанной 0 ,25 % раствором аш иака, используя стериль­

ный ватный тампон, смоченный в 0 ,25 % раствора аммиака. При этом 

не касаются руками центральной части отрезка лейкопластыря, ко­

торой производят отпечаток. Снимают лейкопластырь с коки, и его 

центральной частью с площадью, не менее 2 /3  площади отрезка^ де­

лают отпечаток на поверхности ореды Эндо, кровяного агара /жела­

тельно келточно-кровякого агар а / и среды Коростелева, {азлитых 

в чашки. На одну чашку Делается два отпечатка двумя разными от­

резками лейкопластыря с одного и того ке участка. После инкуба­

ции чашек при 37°С в течение 24 часов учитывают результаты.

Ге нубл1 :ан ька науаова г. едична 
бЬ Потека 1 ей! Д- 1- Vль^.ова 

]Ч О 3 У Р С Р
35.017 м. Кияз, вул. Толстсг.) №7 

№ 14 _______
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Для конт­

роля стер.ииьнооти внутренней поверхности лейкопластыря, следует 

делать контрольный отпечаток на кровяной агар отреаком из каадо- 

j'o рулоны / лейкопластыря.

Метод Н.Н. Клемпарской и Г.А. Шалыювой /1 9 6 6 /. 11а поверх­

ность отераяьных предметных стекол пипеткой наносят расплавлен­

ные на водяной бане агаровые среды -  Эндо, кровяной агар, среду 

Коростелева. После застывания агара, предметными стеклами берут 

отпечатки с коки внутренней поверхности предплечья, предваритель­

но обработанной 0 ,25  % раствором а ми иана для удаления поверхно­

стной микрофлоры, не имещей диагностического значения. После 

получения отпечатка, стекла помещают в термостат / в  условиях вла- 

шой камеры/ при 37°С на 24 часа. Затем подсчитывают количество 

колоний, процент келтых /маннитпопогательных/ колоний на среде 

Коростелева, отмечают наличие колоний эитер-обактерий на среде 

ондо. Подсчетюлоний производится со всей площади предметного 

стекла.

2 .3 . Диагностика дисбактериоза кишечника

Кал для исследования доставляется без консерванта не поз­

ве 2 чаооп с момента отбор®. їла терна л доставляемый в более позд­

ние сроки долвен сохраняться не более 4 часов при +4 -  +6°С.

Кал отбирается в предварительно взвешенные флакончики в коли­

честве О,5 - І , 0 г , нос*  повторного взвешивания устанавливается 

вес пробы и добавляется такое количество изотонического раотво-

1® хлорида натрия, чтобы получить разведение 10” ^. Путем после-
з

дователышх разведений из основного готовят разведение 10"  ,
к 7  о  о

1 0 , Ю~ , 1 0 '" , 10 ' отдельными стерильными пинетками.
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I ,  Доя выявления патогенных энтеробактерий нативный материал 

жидкой консистенции или разведение плотных исправлений 10 1 пет­

лей засевают на среду Эндо, Плоскирева, висмут-сульфить.ар и 

производят посев 1-2 мл на среды обогащения /магниевую, селени­

товую, разлитые в пробирки по 5-7 мл/.
_о •

2 . Из разведения 10 по 0, 1 мл засевают на среду Сабуро с 

добавлением антибиотиков /пенициллина и стрептомицина по 500

I- каждого или яевомицетина по 0 ,05  мг/мл / ,  для обнаружения гри­

бов рода кандида» 0,1 мл засевают на ЖСА для выявления стафило­

кокков.

Из разведения 10“ 5 по 0,1 мл засевают на среду Эндо и 0,01 

мл на 5 % кровяной агар для выделения и количеотвенного учета 

энтеробактерий, Неферментаругацих Г0Б, кокковой группы микроорга­

низмов, гемолитических форм.
Г» О о

Из р взведения 10 ' ,  10”“ , ДО"* по I мл засевают в регене­

рированную ореду Бпаурокка или ореду "для контроля стерильности" 

или гидролизатно-молочную оред^ для выявления бифидобактерий.

3 . Для количественного определения лактобактерий /при дли­

тельно протекающих дисбактериозах/ по I мл из этих же разведений 

производят посев на среду МРС-2.

Посевы инкубируют при 37° 24-48 часов. Посевы на среде Са- 

буро 48 часов инкубируют при 37°С и еще 3 суток при комнатной 

температуре. Выделение патогенных энтеробактерий в дальнейшем 

осуществляется цо общепринятой схеме.

Для выявления дисбактериоза производят количественный учет 

выросших микроорганизмов на ЖСА, Сабуро, Эндо и 5 % кровяном 

агаре с пересчетом на 1 г фекалий, учитывая при этом дозу засеян­

ного материала и степень его разведения. Кроме того, на чашке с
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5 % кровяным агаром отмечается наличие гемолитических форм как 

кишечной, так и кокковой микрофлоры, процент их от общего коли­

чества выросших колоний, соотношение кишечной и кокковой микро­

флоры.

Наличие бифидобактерий определяется по характеру роста на 

среде Блаурокка или других аналогичных средах и микроскопии 

мазков, окрашенных по Граму. Количество бифидобактерий и лакто­

бацилл в I г  фекалий определяют по предельному разведению. При 

наличии роста стафилококков на среде БОА, кандида -  на среде 

Сабу]*}, идентификация их осуществляется согласно принятым мето­

дикам. Со среды Эндо отсевают лактозоотрицательные и доминирую­

щие лактозопалокитепьные колонии для дифференциации кишечных 

палочек, цитробактера, внтеробактера. С 5 % кровяного агара сни­

мают гемолитические колонии, а такие колонии тех микроорганиз­

мов, которые дали рост только на этой среде.

С целью упрощения исследования на дисбактериоз мокно поль­

зоваться методом секторного посева по Гоулду. Для этого петлей 

с внутренним диаметром 3 мм из разведения кала І 0-1 производит­

ся посев на среду Эндо, Плоскирева, 5 ^кровяной агар',” Ю Ї, СаЗуроГ

После инкубации производится учет выросшей микрофлоры и оп­

ределение ее количества в I мл материала по расчетной таблице.

Для количественного определения в I г  кала, 

полученный результат умноиается на 10, если посев осуществлял­

ся аз разведения Ю- 1 .

Посев на среду Плоскирева используется для количественно­

го учета протеев, обладающих ползучим ростом.

Секторные посевы на средах Эндо, Пиоскирева могут быть ис­

пользованы и для выделения патогенных энторобактерий.
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Э.Г. Оценка результатов исследования

О наличии и степени дисбактериоза кожи судят по комплексу 

признаков. Так, к выраженном дисбактериозе свидетельствует -  

наличие грамотридательных бактерий на среде Эндо(энторооактерии 

и нефермснтирущие палочки -  псевдомонады и ацинетобактеры), на­

личие густого роста на кровяном агареСболее 20 колоний на I  01/ ) ,  

значительное количество гемолитических колонийСболее IШ! всех 

колоний на кровяном а г а р е ), колоний, обладающих одноврр,,епно ге­

молитической и лецитовителаэной активностью (более ' * всех колоний 

на желточно-кровяном ага р е ), маннитположительных колонийСболее 

Ю% всех колоний на среде Коростелева). Следует однако отметить, 

что последний показатель является весьма вариабельным и имеет 

наименьшее диагностическое значение.

При обнаружении на коже хирургическихСв том числе ожоговых) 

больных посторонней микрофяорыСв первую очередь условно-гтатогенний.) 

рекомендуется идентифицировать её до уровня рода, а также опреде­

лить чувствительность к антибактериальным препаратам и при необ­

ходимости к антисептикам.

Изолированное выявление какого-либо одного из перечисленных 

признаков говорит о компенсированном дисбактериозе.

Экспериментально установлено^дасуществует прямая св,.зь 

между оостоянием кожной и кишечной микрофлоры. Имеются данные, 

указывающие на то, что кожная микрофлора является более чувстви­

тельным индикатором уровня резистентности маероорганизпа, чем мик­

рофлора кишечника.

3 .2 . Дисбактериоз кишечника диагносцируется по следу­

ющим признакам:

1 . Обнаружение бифидобактерии в разведении, ниже К Г 8 .

2 . Увеличение количества ластозоотрииателы:ох или медленно



сбраживающих эшерихий Оолее 10$ от общего количества эшерихий.

3 . Появление гемолитической микрофлоры, которая долина от­

сутствовать у здоровых людей.

'I . Обнаружение условно-патогенных грамотрицательных палочек 

сьыше ХО4 в I  г  иопражненийСпротеи, клебсиеялы, цитробактер, поев- 

домонадп, ацинетобактеры и д р .) .
з

5. Обнаружение грибов рода каидида более, чем 10 в I  г .

6 . Обнаружение золотистых стафилококков более, чем 10ч в I  г .

7 .  УвеличениеСовыше 200 м лн./г или снижение менее I  м л н ./г ) 

кишечной палочки. Данный критерий имеет значение только в сочета­

нии о другими признаками дисбактериоза.

Для дисбактериоза характерно сочетание нескольких показателей 

изменения микрофлоры кишечника и возникновения новых аосоцианий 

в динамике развития заболевания'.

Для оценки степени диобактериоэа предлагается следующая схема

1 степень: нарастание количества условно-патогенных микроор­

ганизмов при высоком уровне бифидобактерийСЮ-9 ) .  Дисбактериоз, 

как правило, компенсирован и может выявляться у практически здо­

ровых лиц.

2 отепень: бифидобактерии определяются на нижней границе 

нормпСЮ"8 ) и наблюдается нарастание ассоциаций условно-патогенных 

микроорганизмов. Наблюдается дисфункция кишечника.

3 степень: уменьшение количестваСменее 10- ? ) бифидобактерий, 

сочетанный изменениями в азробной микрофлоре1. Декомпенсированный 

дисбактериоз.

Редко, может определяться дисбактериоз с изменениями бифидо­

бактерии при нормальном состоянии аэробной микрофлоры.

Обследуемые, у которых обнаруживаются только качественные из­

менения аэробной микрофлорыОтявлениь гемолитических форы, нараота 

нне лйктозоотрицателышх штаммов кишечной папочки) могут расцени­

ваться как контингенты повышенного риска.
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При выделении условно-патогенных микроорганизмов в значитель­

ных концентрациях(10б/ г  и более) возникает необходимость дифференц­

иации состояния дисбактериоза и 0К9, вызванного соответствующим 

микроорганизмом.

Достоверный диагноз может быть поставлен только на основании 

тщательного анализа результатов клинического, бактериологического 

и серологического исследований.

Если дисбактериоз развивается сравнительно постеп" -но на фо­

не действия таких факторов, как антибиотикотерагшл, радиация, хи­

мические и другие профессиональные вредности, хронические заболе­

вания и д р ., то ОКЗ, как правило, начинается остро, о характерным 

комплексом клиникочтбораторных показателей.

Кроме того, при ОКЗ:

1) возбудитель(доминирующий условно-патогенный микроб или моно­

культура) выделяется в наибольшей концентрации в первые дни забо­

левания, о последующим снижением и исчезновением В процессе этио­

тропной терапии(при дисбактериозе характерно стойкое выделение ус­

ловно-патогенных микроорганизмов, как правило, в ассоциациях);

2 ) преимущественно выделяются определенные серовары условно-пато­

генных бактерий(протеус, цитробактер, клебсиелла);

3) диагноз подтверждается нарастанием титра антител к аутоштамыу 

(в 2 -^  раза в первые 2 недели заболевания).

Повторное исследование рекомендуется провопить с интервалом 

10-15 дней. В некоторых случаях наблюдается медленное восстанов­

ление микрофлоры в течение нескольких месяцев.
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Результат бактерилогического исследования фекалий

От__________________ 198 г- анализ №

Фамилия, имя, отчество_________________________________

Анализ первичный, повторный (подчеркнуть)

Учреждение______________________________________________

Микрофлора Норма у больного

1. Патогенные микробы семейства кишг чных

2.  Бифидобактерии

3. Лактобациллы

4.  Общее количество кишечнрй палочки

5 . ' Кишечная палочка со слабо выраженными
ферментативными свойствами

6 . Гемолизирующая кишечная палочка

7 . УПЭСпротей, клебсиелла, энтеробактер^ 
цитробактер), ацинетобактер и др.

8 . Стафилококк

9 . Гемолизирующий стафилококк 

10 V Грибы рода кандида

О
г>

10 и выше
са

10 и выше 

Ю6 -  # Л 08 ^

до Ш  

О

до

до ЮЧ 

О

до ЮЭ

Дата выдачи ответа 

Врач
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ПриЛ0Кения

1. Среда Коростелева.

К 100 мл расплавленного и охпавденного до 45° стерильного 

питательного агара добавляют I г маннита и 0 ,3  мл I % водного 

раствора бромтимопового оинего, перемешивают и автоклавируют 

при 0 ,5  атм ., 20 мин. Цвет готовой среды -  зеленый. Среду нано­

сят на предметные отекла или разливают в чашки.

2 . Желточно-кровяной агар .

К 100 мл 2 % отерипьного питательного агара, расплавленно­

го и охпавденного до 45°, добавляют 20 мл кепточной взвеси /1 

келток куриного яйца на 150 мл стерильного фиэ.раствора/ и 5 мл 

дефибринированной крови, перемешивают и разливают в чашки или 

наносят на предметные стекла.

3 . Для выявления пропионобактерий к кровяному агару добав­

ляют 0, 1 -0 ,5  55 Твина-80 либо иного подобного препарата.

4 . Модифицированная среда Бпаурокка.

а /  для приготовления пленочного отвара 500 г  свеисей го - 

вякьей печени кипятят в і л  дистиллированной воды в течение 2 

часов. После фильтрации количество отвара доводят до I литра 

дистиллированной водой.

б / к I литру печеночного отвара добавляют при нагрева­

нии 10 г  пептона, 5 г  Л'вСІ 750 мг агар-агара . Устанавливают 

pH - 7 ,8 - 7 ,9, Кипнтбт в течение 15 минут, фильтруют через буман- 

ный фильтр. Затем добавляют Ю г лактозы, 100 мі’ цистеина соля­

нокислого . Среду доводят до первоначального объема горячей дис­

тиллированной водой и разливают во флаконы по 50-100 мл. Стери­

лизуют при Ц 0° /0 ,5  атм/ 30 мин. pH среды после стерилизации 

равен 7 ,4 . Перед употреблением среду - разливают в пробирка по
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10-12 мд и регенерируют кипячением в течение 40-45 мин, о после­

дующим быстрым охлаадением.

Модифицированная "среда для контроля стерильности" дня 

культивирования бифидобактерий.

1. Среда для контроля стерильности -  33 г .

2 . Агар-агар -  1,6 г .

3. Вода дистиллированная -  1000 мл

Среда стерилизуется при 120° -  20 мин: После стерилизации 

на 1 л основы добавляется 0,1 г  налидикоовой кислоты, предвари­

тельно растворенной в небольшом количестве стерильной дистил­

лированной воды. Разливается в пробирки по Ю -І2 мл.

3. Среда МРС-2 для культивирования лактобацилл.

В 300 мл дистиллированной воды растворяют при нагревании

10.0 г  пептона, 1,0 мл твина, 0,05 г М 04 • 41^0, 0 ,2  г  М 04

• Ж ,0 , 0 ,2  г цистеина, 2 ,0  г  К^НРО^, 2 ,0  г  цитрата ашония,

5 .0 г  ацетата натрия, 20 г  глюкозы, 15,0 г  агар-агара.

Приготовление гидролизата; обрат доводят до кипения, ос­

тужают до 45°С, устанавливают pH 8 ,0  и наді л обрата добавляют 

1 г  панкреатина и помещают на 4 часа в термостат при температу­

ре 45°. В течение этого времени с интервалом в I час перемеши­

вают и подщелачивают раствор до pH 7 ,8 -8 ,0 ; Через 4 часа добав­

ляют 2 % хлороформа закрывают резиновой пробкой и помещают в 

термостат їй сутки. Прекращают гидролиз кипечением, отставива- 

ют, сливают, нрибавляют 50 мл дрожжевого автолизата и 100 мл 

печеночного екстракте; доводят объем жидкости дистиллированной 

водой до 500 мл, затем гидряизованным молоком до 1000 мл и уста­

навливают рЛ 6 ,2 -6 ,6 . Сріеду фильтруют через фильтровальную лу- 

магу, разливают в пробирки по 4-5 мл и стерилизуют в течение 

20 минут при 0,_8 атм.



Приложение И" 3 27
К приказу Минздрава УССР 
от 12 .0 3 .8 6 г . № 3

УТВЕРЖДАЮ

руководитель учреждения, в кіР-' 
тором проведено він ірение

" "_________  198 г .

АКТ ВНЕДРЕНИЯ

1. Микробиологическая диагностика дисбактериозов_____________
наименование преЯлЬжеННя для ьнеДренНИ

2 . Киевский государственный институт усовершенствования врачей, 
.уНрекдение-р.чзработчик, его ночФовын аДрес, ф .и .о . авторов

252112, г .  Киев, уп. Дорогожицкая 9 , Знаменский В ,А .. Дегтнр Н.I). 

Кузьминокий С.Н. и др.____________________________________________

З .Иоточник информации; Микробиопогичеокая диагностика цисбактерио- 
йазйанйё, гоД издания методических рекомен-

зов, 1986_________________________________________________________
Дании

Я. Внедрено по РИВ 198 г .________________________________________
наименование лсчебно-прбфилактическйго

Учреждения

5 . Сроки внедрения с____________ по_____________________________

6 . Общее количество наблюдений_____________  ______________________

7 . Эффективность внедрения в соответствии о критериями, изложен­
ными в источнике информации____________________________________

Показатели по данным

рЄзраоотчико| ■ оргв-

сокрашение:
-сроков лечения
-временной нетрудоспособности

уменьшение:
-заболеваемости
-частоты расхождения диагнозов
- оиономические показатели

198 г .
8 . Замечания, предложения

Ответственный за внедрен/
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