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Eessdna.

Erimikrobioloogia praktikum késitleb neid mikrobioloogi-
1isi uurimisi, mis leiavad rakendamist mitmesuguste erinevate
nakkushaiguste diagnoosimisel. Mikrobioloogiline diagnoos
haarab kompleksselt k&iki uurimismeetodeid, mis on seotud
haigusetekitaja mikroobi 1soleerimise ja samastamisega, samu-
ti ka tema pBhjustatud spetsiifiliste reaktsioonide kindlaks-
tegemisega nakatatud organismis. Siia kuuluvad mikroskoobili-
ne uurimine, haigusetekitaja isoleerimine kunstlikel stotmeil
seroloogiline ja bioloogiline meetod, allergilised nahatestid
jne. Uuritavast materjalist isoleeritud mikroobi tépsema sa-
mastamise k#éik, nagu see eriti toimub tundmata vdi atiilipilise
bakteriliigi avastamisel, on iildise skeemina esitatud raamatu
18pus asuvas lisas 1. :

Erimikrobioloogia praktikumis tutvustatakse kdigi téht-
samate patogeensete mikroobiliikide isoleerimise ja samasta~-
mise k#iguga. Seejuures on iiksikute bakteriliikide klassifit-
seerimisel pdhimiselt aluseks vdetud Bergey' mikroobide méé-
raja T. viiljaanne, seente osas P. Frdgneri esitatud jaotus ja
algloomade osas C. M. Wenyoni ja O. Jirovec'i andmed.

Mikroobide iildise klassifikatsiooni tabel on samuti esi~-
tatud raamatu l3dpus asuvas lisas 2.



I praktikunmn,

Teema : PATOGEENSETE KOKKIDE POOLT TEKITATUD HAIGUS-
PROTSESSIDE HIKROB%OLOOGILINE DIAGNOOS.

Gram-positiivesetest kokkidest tekitavad inimesel kdige
sagedamini mitmesuguseid haigusprotsesse stafiillokokid, strep-—
tokokid ja pneumokokid, gram-negatiivsetest kokkidest aga go-
nokokid ja meningokokid. %

Statftalo- Ja . et Peptokoekkide
poelt tekiltatud haigusesprotses-~-

agldie. MmikTodvt ol eoogiline
diagnoos.

Stafiilokokid ehk kobarkokid on kerasarnased mikroobid,
mis oma asetuselt meenutavad viinamarjakobaraid. Nad on gram-
positiiveed, liikumatud, eoseid ei moodusta, kasvavad hésti
lihtsbotmeil.

Stafiilokokid kuuluvad Genus Staphylococcus'esse ja Genus
Peptococcus'esse. Genus Staphylococcus h&lmab fakultatiivselt
anaeroobeeid, Genus Peptococcus aga obligaatselt anaeroobseid
stafiilokokke.

Genus Staphylococcus'esse kuulub kaks liiki:

1) Staphylococcus aureus ja

2) Staphylococcus epidermidis.

Tavaliselt on Staphylococcus aureus — kuldkollane stafii-
lokokk ~ inimpatogeenne, Staphylococcus epidermidis aga nor-
masleeese naha mikrofloorasse kuuluv saprofiiit. Stapkylococcus
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sureus vdib kasvada ka valgete v&i sidrunkollaste pesadena.

. .Patogeensete stafiilokokkide diferentsimine saprofiiiitse-
test on suure praktilise téhtsusega mitmesuguste haigusprot-
sesside mikrobioloogilisel diagnoosimisel, vdimaldades eris-
tada tdelist haigusetekitajat uuritavasse materjali juhusli-
kult sattunud mikroobidest. Sageli nduab mikroobide patogeen-
suse miééramine mitmesuguseid loomkatseid, patogeenseid sta-
fiilokokke saprofiilitsetest on aga v3imalik eristada in vitro.
Nimelt moodustavad tavaliselt ainult patogeensed stafiiloko-
kid

1) kuldkollast pigmenti,

2) hemoliisiini (stafiiloliisiini),
3) stafiilokinaasi (koagulaasi),
4) hiialuronidaasi,

5) fosfataasi,

6) manniiti ldhustavat fermenti ja
7) 2elatinaasi.

Tuleb silmas pidada, et iga patogeenne tiivi ei pea evi-
ma just kdiki patogeensetele stafiilokokkidele iseloomulikke
tunnuseid - t3htsaimaks kriteeriumiks tiive patogeensuse hinda-
misel on stafiilokinaasi moodustamine. Praktiliselt mé&ratak-
se veel pigmenti ja hemoliisiini, harvemini aga fosfataasei,
2elatinaasi, samuti manniidi 1ldhustamist.

Stafiilokokid tekitavad furunkleid, karbunkleid, abst-
sesse, mastiite, panariitsiume, osteomiieliite, jmt. médapd—
letikke, samuti vdivad nad pdhjustada raskekujulist septit-
seemiat, gastroenteriiti. Stafiilokokid vdivad olla ka tisis—
tuste tekitajaiks mitmesuguste nakkushaiguste puhul (gripp,
rduged, aktinomiikoos jne.).

Genus Peptococcus‘'esse kuuluvad stafiilokokid pdhjusta-
vad siinnitusjérgset sepsist, siis endometriiti, vaginiiti,
tsiistiiti, peritoniiti jt. pdletikulisi protsesse.

Streptokokid ehk ahelkokid on kerasarnmased mikroobid,
mis oma asetuselt meenutavad pérlikeed. Nad on gram-positiiv-
sed, liikumatud, eoseid ei moodusta, st&tmete suhtes, vOrrel-
dee stafiilokokkidega, ndudlikumad, kasvades paremini verd,
seerumit, astsiitvedelikku, samuti gliikoosi sisaldavail sb&t-
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meil. Valdav enamik streptokokke on fakultatiivsed anaeroobid
ja kuuluvad Genus Streptococcus'esse.

Veriagaril kasvades pdhjustavad iihed streptokokid téie-
liku sbStme selginemise — nn. P -hemoliiiiei, teised vaid osa-
lise s66tme selginemise ja selle vérvumise rohekasmustake —
nn. « =hemoliilisi, kolmandad aga jétavad stttme muutumatuks.
Viimasel juhul riéigitakse nn. 2~ ~hemoliiiisist. Vastavalt
streptokokkide kasvule veriagaril eristati:

1. Streptococcus haemolyticus (pdhjustab [ -hemoliiiisi),

2, Streptococcus viridans (pdhjustab '<>—hemolﬁﬁsi), 4

3. Streptococcus anhaemolyticus (pdhjustab 7% -~hemoliiiisi).

Lancefieldi jérgi jaotatakse liksikud streptokokkide lii-
gid 15 seroloogilisse gruppi, vdttes aluseks pfetsipitatsioo-
nireaktsioonis sedastatavaid grupispetsiifilisi poliisahharii-
de. Vastavaid seroloogilisi gruppe téhistatakse ladina t#hes-
tiku suurte t#htedega: A, B, C, D, E, F, G, H, K, L, M, N, O,
P'ja Q. Méned streptokokid ei sisalda grupispetsiifilisi po-
liisahhariide ja seipavad seetdttu klassifikatsioonis véljas-
pool gruppe. Olgu mainitud, et ainult seroloogiline grupp A
hdlmab umbes 40 streptokokkide tiiiipi. e

Arstiteaduslikus mikrobioloogias on kdige téhtsam sero-
loogiline grupp Ay kuhu kuulub /3 ~hemoliilisi p8hjustav Strep-
tococcus pyogenes. See mikroob on flegmoonide, panariitsiumi-
de, mastiitide, roosi, angiinide jt. mitmesuguste pdletike ja
méidapdletike tekitajaks. Samasse seroloogilisse gruppi kuulu-
vad ka sarlakite puhul kurgulimast kdige sagedamini isoleeri-
tavad streptokokid.

Streptococcus pyogenes vdib anda nn. mukoosusvormi, mis
mikroskoopiliselt iseloomustub kihnudega, veriagaril aga li-
majalt niiskete pesadega. See vorm vastab varem iseseisva 1lii-
gina késitletud Streptococcus mucosus‘'ele ja vdib pdhjustada
ka of -hemoliilisi. Mukoosusvormi tuleb diferentsida pneumokok-
kide III tiiiibist (vt. II praktikum).

Seroloogilisse gruppi D kuuluvaid streptokokke nimetatak-
se enterokokkideks. Morfoloogiliselt meenutavad nad pneumokok-
ke, asetudes sageli paarikaupa. Enterokokke iseloomustab suur
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resistentsus: nad taluvad kuumutamist 30 minuti viltel 60°C
Juures, kasvavad 0,65 % NaCl sisaldavates, samuti tugevasti
leelistes (pH 9,6) sbdtmetes, 40%~lisel sappveriagaril, 0,1%
lises metiileensinisepiimas. Nende kasv toimub 10 - 45°% juu-
res. Enterokokid kuuluvad inimese sooletrakti normaalsesse
mikrofloorasse, kuid vdivad olla ka tsiistiidi, plieliidi, pe-
ritoniidi, enteriidi, isegi alatigeda endokardiidi jt. pdleti-
kuliste haigusprotsesside tekitajaiks.

Véljaspool seroloogilisi gruppe seisev <« =hemoliilisi pdh-
Jjustav Streptococcus viridans on iliheks sagedasemaks endocar-
ditis lenta tekitajaks. Pesitsedes suukoopas ning ninakurgu-
ruumis, tungib see mikroob verre ja juba sekundaarselt kutsub
esile siidame ~sisekesta p&letiku. '

Esineb ka obligaatselt anaeroobseid streptokokke, mida
‘iihendatakse Genus Peptostreptococcus'esse. Need streptokokid
vdivad olla mitmesuguste gangrenoossete pdletikuliste haigus—
- protsesside tekitajaiks.

Stafiilo- ja streptokokkide poolt tekitatud haigueprot-
sesside mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatakse pdhili-
selt haigusetekitaja isoleerimist ja mikroskoobilisi, harve-
mini aga bioloogilisi ja seroloogilisi uurimismeetodeid.

Uuritav materjal.

Sagedasemaks uurimismaterjaliks on méida, kurgulima ja
veri, harvemini uriin ja roe.

likroskoopiline uurimine.

Mikroskoobiliselt uuritakse méida, kurgulima ja uriini
(vt. Laboratoorsed t85d mikrobioloogias I, lk. 125: Méda mik-
roskoobiline uurimine). Vere ja rooja mikroskoopia tulemusi
ei anna., Midast, kurgulimast ja uriini tsentrifugeerimisel
(20 = 25 minutit 3500 tiiru juures minutis) saadud sademest
valmistatakse kaks preparaati ja viéirvitakse neist iihte Grami,
teist Ziehl-Neelseni jérgi.
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Stafiilokokid vdivad preparaadis asetuda tﬁﬁpiliste koba-
ratena, kuid ka iiksikult, paarikaupa ja viilkeste 3 - 5 rakust
koosnevate rilhmadena. Véirske haigusprotsessi puhﬁl paigutubdb
enamik stafiilokokke ekstratsellulaarselt, hiljem nad aga fa-
gotsiiteeritakse. Streptokokke v&ib leida pérlikeena, 3 - 4
rakust koosnevate ahelatena, viilkeete rilhmadena, paarikaupa
Ja iliksikuina. Ka streptokokid vdivad paigutuda intratsellu=
laarselt. Mikroskoobiliselt ei Onnestu alati uuritavas mater-
Jalis eristada stafiilokokke streptokokkidest.

Ziehl-Neelseni jérgi véirvitud preparaatides tuleb peami-
selt otesida Mycobacterium tuberculosis‘t.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Stafiilo~ Ja streptokokkide isoleerimiseks uuritavast ma-
terjalist kasutatakse sd8tmetest veriagarit, lihapeptoonaga-
rit, broomtiimoollaktoosagarit ja gliikoospuljongit.

Veriagaril kasvavad stafiilokokid kiillaltki suurte (lié-
bimddt 1 - 3 mm), iimarate, kumerate, léikivate pesadena, mida
v3ib limbritseda téiesti ldbipaistev hemoliiiisivédnd. Pigmendi
moodustumirie pole neil sellel ssbtmel kuigi tiilipiline. Strep-
tokokkide pesad veriagaril on tunduvalt vHéikeemad (1l&bimddt
umbes 0,5 mm), drnemad, lamedamad ja kuivemad, samuti on nad
hallikalt lﬂbipaisfvad. Pesi v3ib jimbritseda « - vo&i /3 =he--
moliilisi wv&dnd.

Lihapeptoonagaril on stafiilokokkide pesad sarnased nende
pesadele veriagaril, kuid siin ilmned tiilipiline pigmendi moo-
dustumine, mis intensiivistub kiilvi seismisel toatemperatuuri
Juures. Streptokokkide kasv lihapeptoonagaril on kiduram kui
veriagaril.

Broomtiimoollaktoosagaril meenutab stafiilo- ja strepto-

kokkide kasv nende mikroobide kasvu veri- ja lihapeptoonagaril.

Gliikoospul jongis kasvades tingivad stafiilokokid stétme
iihntlase hiigunemise, strepgokokid seevantu aga jHtavad sbdtme
lébipaistvake, andes vaid teralise sademe.

Stafiilokokkidele iseloomulik asetumine viinamarjakoba-
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raina ilmneb kdige paremini lihapeptoonagaril, streptokokki-
dele tiilipilised pérlikeed on aga eriti ilusad gliikoospuljon-
515.

Mida, kurgulima, uriini ja rooja uurimine.

Esimene péev. Méda, kurgulima ja uriini uurimisel tehak-
se kiilvid veriagarile, lihapeptoonagarile ja gliikoospuljon=-
gisse, rooja uurimisel aga ka veel broomtiimoollaktocosagarile.

Kilvid paigutatakse 24 tunniks termostaati 37% Juures.

Teine péiev. Kahtlastest pesadest tahkeil sddtmeil ja
gliikkoospul jongist valmistatakse preparaadid, virvitakse need
Grami jérgi ja uuritakse mikroskoobiliselt. Gliikoospuljongist
tehakse kiilv veriagarile, 2 - 3 stafiilokokkide pesast léang-
agarile ja 2 - 3 streptokokkide pesast gliikoospuljongisse
ning veriagarsektoreile. f

Kiilvid paigutatakse 24 tunniks termostaati 37°C juures.

Kolmés piéev. Veriagaril kasvanud pesi uuritakse mikros-
koobiliselt Grami jérgi vérvitud preparaatides. Kui selliseid
mikroobe polnud esmaskiilvides tahkeil sb8tmeil, kiilvatakse
nad léngagarile, gliikcospuljongisse Ja veriagarsektoreile.

Stafiilo~ ja streptokokkide puhaskultuuridest valmistatak-
se preparaadid, vlrvitakse need Grami jérgi ja uuritakse mik-
roskoobiliselt. Isolee;itud stafiilokokkidel mé#ratakse tiive
patogeensust iseloomustavad omadused. Streptokokkide tivedel
méératakse tarbekorral nende kuuluvust lihte vdl teise seroloo-
gilisse gruppi, diferentsitakse neid pneumokokkide III tdilibist.

Neljas pdev. Antakse uuringu vastus. Uksikjuhtudel jht-
katakse t68d glikoospuljongist isoleeritud tiivedega.

Vere uerimine.

Verekiilvid teostatakse vahetult haigevoodi juures, kiil-
vatakse 2 = 3 ml verd 25 - 30 ml gliikoospuljongisse. Vere bak-
teritsiidse toime viéltimiseks ei tohi kiilvatud vere hulk moo-
dustada ilile 15% stbtme hulgast. Verekilvide puhul vdib s88tme~
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na kasutada ka Kitt-Tarozzi sttdet.

Verekiilvid hoitakse termostaadis 7 pheva véltel 37% Juu-
res. Iga péev tehakse neist kiilvid veriagarile. Strepto- vdi
stafiilokokkide kasvu puhul veriagaril jétkatakse . uuringut
analoogiliselt méda, kurgulima, uriini ja rooja uurimisele.

Stafiilokokkide patogeensust iseloomustavate
tunnuste miéramise metoodika.

Stafiilokinaasi mé#iramine. Stafiilokinaas ehk koagulaas
mdjudb protrombiinitaoliselt ja pérsib fagotsiitoosi. Médratak-
se stafiilokinaasi plasmakoagulatsioonitestiga: 10 ml steriil-
set kiiiliku verd lisatakse 1 ml steriilsele 5% lisele naaj-
riumtsitraadilahusele. Peale vere vormelementide settimist
eemaldatakse plasma pipetiga ja sHilitatakse kiilmutuskapis
4°c Juures. Vahetult enne kasutamist lahjendatakse plasma 1:4
steriilse fiisioloogilise keedusoolalahusega ja pipeteeritak-~
se 0,5 ml hulkades katautitqug. Viimastesse kiilvatakse 12 -
24-tunnilised uuritavad stafiilokokkide kultuurid ja paiguta-
takse kiilvid termostaati 37°C Juures. Positiivse plasmakoagu-
latsioonitesti puhul hiiiibub plasma 2 - 10, tavaliselt 4 tunni
véltel.

Kasutada vdib ka inimplasmat. Seejuures tuleb silmas pi-
dada, et enne vere vdimist ei tohi doonorile manustada gli-
koosi.

Fosfataasi mééramine. Fosfataas 1ldhustab fosfeate. Fos—
fataasi miéératakse fenoolftaleiinfosfaat-testiga: lihapeptoon-
puljongile lisatakse 0,01% fenoolftaleiinfosfaati ja kiilva-
takée sinna iiks aasatéis 24~tunnilist uuritavat stafiilokokki-
de kultuuri. Kiilv paigutatakse 12 ~ 16 tunniks termostaati
37% Juures, siis lisatakse sellele paar tilka 10%-list naat-
rium- vdi kaaliumhiidroksiiidilahust. Positiivse fenoolftaleiin-
fosfaat-testi puhul muutub katsuti sisu roosakaspunaseks.

Test pdhineb fosfataasi toimel vabaneva fenoolftaleiini vérvi-
muutusel leelises keskkonnas.

ielatinaasi médramine . ielatinaasi mééramiseks tehakse
uuritavast stafiilokokkide kultuurist pistekiilv 2elatiinstdt-—
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messe; Kiilvi hoitakse 20 pieva véltel toatemperatuuri juures.
Patogeensetele stafiilokokkidele on iseloomulik 2elatiinstdi-
me kotikujuline veeldamine.

Bioloogiline uurimine.

Stafiilo~ ja streptokokkide poolt tekitatud haigusprot-
sesside mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatakse bioloo=-
gilisi uuriﬂismeet:deid viéiga harva. Praktiliselt tuleb raken-
dada bioloogilist uurimigmeetodit ainult gastroenteriitide
korral, méérates sel juhul isoleeritud stafiilokokkidel ente-
rotoksiini Dolmani testi abil.

Dolmani test.

Uuritave kultuuri filtraati keedetakse 30 minuti véltel
vesivannis hemoliisiini h#évitamiseks ja siistitakse noortele
kassidele intraperitoneaalselt. Siistitava filtraadi annus:

1 ml ‘1 kg kehakaalu kohta. Positiivse testi pubul haigestuvad
katseloomad umbes 30 wminuti pérast: ilmneb oksendamine, inten-
siivne siilje-eritus, kshulahtisus. Haigusnéhud piisivad umbes
paar tundi.

Seroloogiline uurimine.

Seroloogilisi uurimismeetodeid ei kasutata vahetult sta-
fiillo- ja streptokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mik-
robioloogilisel diagnoosimisel. Viimasel ajal on aga hakatud
kasutama mitmesuguseid seroloogilisi reaktsioone reuma diag-
noosimisel - néiteks anti—O—stfeptolﬁsiinide tiitri méérami-
se reaktsioon, Waaler-Rose'i reaktsioon jt. .

Anti-O-streptoliisiinide tiitri mééramise
reaktsioon.

Seroloogilisse gruppi A kuuluvad streptokokid moodusta=
vad kaks streptoliisiini (hemoliisiini): O- ja S-streptoliisiini.
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O—Btreptolﬁsiin on happe- ja termoresistentne, kuid hapniku-
tundlik, S-streptoliisiin aga happe-~ ja termolabiilne, kuid
hapnikuresistentneé. O-streptoliisiinil on téisantigeeni omadu-
sed, pahjustadés organismis spetsiifiliste antikehade, anti-
O-streptoliisiinide tekke. Need antikehad pérsivad in vitro O=-
streptoliisiinide poolt tingitud hemoliiiisi.

Anti-O-streptoliisiinide tiitrit hinnatakse nn. antistrep-
toliieiiniiihikutes = ASU-des. 1 ASli~ke nimetatakse seda anti-
O-streptoliisiinide hulka, mis neutraliseeridb iihe streptolii-
siinitihiku - 1SU. 1 SU~ks nimetatakse seda 2,5-kordset mini~
maalset streptoliisiini hulka, mis pdhjustab 0,5 ml 5%lise
kiililiku eriitrotsiiiitide suspensiooni hemoliiiisi.

Normaalseerumi anti~-O-streptoliisiinide tiiter vérdub
200 - 400 ASU-le. Ageda poliartriidi puhul tduseb anti-0-strep-
tolisiinide tiiter, piisides kdrgetel viértustel mitte ainult
kliiniliste n&htude vaibumiseni, vaid ka streptokokkide nak-
kuse lakkamiseni.

Waaler-Rose'i reaktsioon.
-

See reaktsioon pdhineb nn. aglutinataiooniaktiieerimie-
faktori sedastamisel. Uuritavast vereseerumist eemaldatakse
oina eriitrotsiilitide normaalaglutiniinid. Reuma korral on sel-
line seerum veel lahjenduses 1:32 ja enam siiski vdimeline
aglutineerima eelnevalt spetsiifilise hemoliilitilise seerumiga
téddeldud (sensibiliseeritud) oina eriitrotsiiiite.

To6biulesanded.

1. M&dast valmistada preparaat, varvida see Grami jargi ja
uurida mikroskoobiliselt.

2. Teostada méda kilvid veri~ ja lihapeptoonagarplaatidele ja
gliikoospul jongisse.

3. Teostada vere kiilv gliikoospuljongisse.

4. Demonstratsiooni korral tutvuda stafilo~ ja streptokokkide
kasvuga veriagaril, léngagaril ja gliikoospuljongis. Kirjel-
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dada nende mikroobide kasvu erinevusi mainitud sd6tmeil.

5. Demonstratsiooni korras uurida stafiilo- ja streptokokkide
preparaate, mis on valmistatud nende mikroobide kultuuri-
dest veriagaril, lﬁnéagaril ja gliikkoospuljongis. Kirjelda:-
da mainitud preparaatides sedastatavaid erinevusi.

? i 4 praktikum:

Teema : PATOGEENSETE KOKKIDE POOLT TEKITATUD HAIGUS-
PROTSESSIDE MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Eelmise praktikumi t66de
Jétkamine.

Méda uuriming.
Vere uurimine.

Posunvkokkilde po.ol% tekitatud
haigusprotsesside mikrobioloo-
& 1.1 . ae dlagnoos .

Pneumokokid - Diplococcus pneumoniae kuuluvad Genus Dip-
lococcus'esse. Morfoloogiliselt on pneumokokid lantsetjad,
meenutades kiilinlaleeki. Tavaliselt asetuvad nad paarikaupa
(kaksikkokid) jémedate otstega vastakuti, kuid vedelstotmeis
vdivad moodustada ka lilhemaid ahelaid. Pneumokokid on gram=po-
sitiiveed, liikumatud, easeid ei moodusta, haigelt vdetud uu-
rimismaterjalis ja katseloomade organismis omavad spetsiifi~
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lisi peoliisahhariide sisaldavat kihnu.

Noudlikkuselt sbtbtmete suhtes liletavad pneumokokid strep—
tokokke, kasvades vaid verd, seerumit vdi astsiitvedelikku
sisaldavail s66tmeil. Pneumokokid on fakultatiivsed anaeroo-
bid. -

Antigeense struktuuri jédrgi jaotatakse pneumokokid I,

II ning III tiilipi ja X-gruppi. Viimane h&lmab suurt hulka
tiilipe, mis antigeenselt etruktuurilt erinevad I, II ja III
tiliibist. Kasvult tahkeil st6tmeil erinevad III tiilibi pneumo-
kokid telistest, moodustades limajaid pesi;, siit ka nende ni-
metus - Pneumococcus MUCOSUB. ¢

Tavaliselt on I, II Jja III tiilibi pneumokokid krupoosse
pneumoonia ja primaarsete meningiitide, peritoniitide ning
otiitide tekitajaiks, x-gruppi kguluvag pneumokokid aga te-
kitavad poetoperatiivgeid bronhopneumooniaid, pesttraumaati-

isl meningiite, konjunktiviite, ulcus serpens ccrneae't jne.
Otiite tekitavad kdige sagedamini just III tiilibi pneumokokid.

Pneumokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikro-
bicloogilisel diagnoosipisel kasutatakse mikroskoobilisi ja
bicloogilisi uurimigmeetodeid, harvemini haigusetekitaja iso-
leerimiste.

Uurit&v materjal.

Uuritavaks meterjaliks on pneumooniate puhui-rﬁga, me-
ningiitide puhul seljaajuvedelik, otiitide puhul kdrvaméda,
peritoniitide puhul kohukelmevedelik jne.

“ Mikroskoobiline uurimine.

Pneumokokke uuritakse mikroskoobiliselt metiileensinisega
ja Grami jérgi vérvitud preparaati&es. Preparaatide valmista-
miseks rdgast valatakse uuritav materjal Petri tassi. ja vali-
takse sellest limajaid médatombukesi. Seljaajuvedeliku uuri-
misel valmistatakse preparaadid tsentrifugeerimisel (20 - 25
minutit 3500 tiiru juures minutis) saadud sademest.
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Haigelt v3etud uuritavas materjalis asetuvad lantsetjad
pneumokokid paarikaupa ja on iimbritsetud kihnuga.

Vahetult rdgas v8ib méirata ka pneumokokkide tiiiipi, ka=-
sutades selleks Neufeldi kihnupundumisetesti.

Neufeldi kihnupundumisetest. Esemeklaasile kantakse
killviaasaga 4 médatombukest ja lisatakse igale neist iiks aa~
satidis metiileensinise vérvilahust. Edasi lisatakse kolmele
tombukesele vastavalt iiks aasatéis pneumokokkide I, II ja
III tiilibi-seerumit, neljandale aga kontrolliks iliks aasatiis
fiisioloogilist keedusoolalahust. Tilgakesi segatakse hooli-
kalt ja kaetakse katteklaasidega. Reaktsiooni hinnatakse mik-
roskoobiliselt 5 ja 30 minuti mS6dumisel. 3

Tilgas, milles scerum vastab uuritavate pneumokckkide
- tiiliblle, on mikroobirakkude kihnud paksenenud ja teravasti
piiristatud. Pneumokokkide kihnude paksenemist spetsiifilis-
te seerumite toimel peeti kihnude puudumise tulemuseks (siit
ka testi nimetus - kihnupundumisetest). Viimased uurimused
néitavad aga, et tegemist on kihnude pinnal toimuva preteipi-
tateioonireaktsiooniga. -

Neufeldi testi vdib kasutada ainult siis, kui tegemist
on vérske, mitte lle kahe tunni seisnud uuritava materjaliga,
mis’ sisaldab mikroskoobiliselt kiillaldasel hulgal sedastata-
vaid mikroobirakke. :

Haigusetekitaja isoleerimine.

Pneumokokkide isoleerimiseks kasutatakse stttmetest see-
rum- vdi astsiitpuljongit (3 osa lihapeptoonpuljongit + 1 osa
seerumit vdi astsiitvedelikku) ja veriagarit. Tavaliselt siis—
titakse uuritav materjal eelnevalt valgetele hiirtele intra-
peritoneaalselt ja isoleeritakse pneumokokid juba katselooma-
de organismist. Verd, méda, seljaaju— ja kdhukelmevedelikku
voib kﬁlvqta vahetult stbtmetele.

Seerum— voi astsiitpuljongis kasvades tingivad pneumoko-
kid stbtme: hédgunemise, andes ka drna peeneteralise sademe.
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Veriageril kasvavad pneumokokid véikeste drnade iihtlase Hbri-
sega lamedate lébipaistvate pesadena. Pesi ilimbritseb rohekas
hemoliiiisivdond.

VedelsbOtmeist valmistatud preparaatides meenutavad pneu-
‘mokokid sageli streptokokke. Sarnane on ka nende mikroobide
kasv veriagaril. Pneumokokkide diferentsimine streptokokki-
dest pdhineb nende erineval sapitundlikkusel ja inuliini fer-
mentatsioonil, samuti erineval patogeensusel valgetele hiir-
tele. Nimelt liiseeruvad pneumokokid sapis, streptokokid aga
mitte; pneumokokid ldhustavad inuliini, streptckokkidest aga
ldhustavad inuliini vaid iksikud tlived; pneumokokid on viga
patogeensed valgetele hiirtele, streptokokkidest aga on hiir- '
tele patogeensed tegelikult ainult enterckokid, kuid viima-
seil puudub katseloomade organismis kihn. Erinev on ka pneu-
mo~ ja enterokokkide termoresistentsus ~ pneumokokid hévivad
10 minuti vdltel 52°C juures, enterokokid aga taluvad 30-mi-
nutilist kuumutamist 60°C Jjuures.

- Pneumokokkide samastamiseks kasutatekse samuti mikroasg-
lutinatsioonireaktsiooni spetsiifiliste diagnostiliste seeru—
mitega. Selle reaktsiooni abil méératakse ka isoleeritud pneu-
mokokkide tiiup.

Sapiproov. Uhte katsutisse tilgutatakse 5 tilka steriil-
set hérjasappi, teise 5 tilka fiisioloogilist keedusooialahust.
Molemasse katsutisse lisatakse 10 tilka &dpéevast uuritava
mikroobi puljongkultuuri ja paigutatakse need 30 minutiks ter-
mostaati 37°C juures. Kui tegemist on pneumokokkidega, siis
muutub sappl sisaldava katsuti sisu mikroobide liiseerumise tu-—
lemusena lébipaistvaks. Streptokokkide (sealhulgas ka entero-
kokkide) puhul jééb mdlema katsuti sisu hiéguseks.

Bioloogiline uurimine.

Vglgete hiirte nakatamine on kindlaimaks meetodiks pneu-
mokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikrobioloogilisel
diagnoosimisel. Katseloomadele siistitakse intraperitoneaalselt
0,5 ml uuritavat materjali. Tarbekorral suspendeeritakse see
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eelnevalt lihapeptoonpuljongisse. Juba paari tunni pérast ilm—,
nevad valgetel hiirtel esimesed haigusnéhud ja 8-72 tunni mbb-
dumisel nad surevad. Kdhukelmevedelikus, siseelundeis ja ve-
res leidub massiliselt pneumokokke, mida v3ib sedastada me-
tileensinisega voi GrAni jérgi vérvitud preparaatides. Kdhu-
kelmevedelikku vdib kasutada ka mikroaglutinatsioonireaktsi-
ooniks spetsiifiliste diagnostiliste seerumitega. Kultuuri
isoleerimiseks on kdige parem kiilvata sbdtmetele siidameverd,
kusjuures katselooma v&ib surmata juba & tundi peale nakata-
mist.

Seroloogiline uurimine.

Pneumokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikyo-
bioloogilisel diagnoosimisel seroloogilisi uurimismeetodeid
praktiliselt ei kasutata. -

GonoRokkide poolt tekitatud
haigusprotsesside mikrobio-~-
= o0 g8 iELmns diagnoos.
Gonokokid ~ Neisseria gonorrhoeae kuuluvad Genus Neisse~
ria'sse. Morfoloogiliselt meenutavad nad kohviube ja asetuvad
paarikaupa kaksikkokkidena. Gonokokid on gram-negatiivsed,
liikumatud, eoseid ei moodusta, vérvuvad hésti metiileensini-
sega. Nende kasv toimub vaid inimverd, inimseerumit ja ast-
siitvedelikku sisaldavaeil st6tmeil, kusjuures kasvu soodustab
siisihappegaasirikas keskkond. Gonokokkidele on iseloomulik
n;nde minimaalne resistentsus véliskeskkonna tegurite toime-
le. Nii néiteks hdévivad nad juba 40 - 41% juures, méda kui-
vamisel piisivad eluvdimelistena ainult.paar tundi jne.
Gonokokid on gonorrda tekitajaiks, kuid vastsindinuil
vdivad pShjustada ka médavoolust silmadest - blennorrdad.
Gonokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikrohio-
loogilisel diagnoosimisel kasutatakse pdhiliselt mikroskoobi-
lisi, harvemini seroloogilisi uurimismeetodeid, samuti hai-

3 =17=



gusetekitaja isoleerimist.

Uuritav materjal.

Tavaliselt on uuritavaks materjaliks meestel kusiti,
naistel veel tupe, emakakaela ning pérasoole médajad eriti-
sed. Lastel uuritakse samuti tupe, kusiti ning pérasoole,
blennorréa puhnl aga ka silma sidekesta médajat eritist. Eri-
tisi uuritakse enamasti vaid mikroskoobiliselt. Preparaadid
(véhemalt kaks) valmistatakse vahetult peale uuritava mater-—
jali votmist vati-—tampooni abil.

Haigusetekitaja isoleerimiseks saadetakse uuritava ma-
terjaliga immutatud vatt-tampoonid laboratooriumi termostes,
et viltida temperatuuri muutuste ja kuivamise kahjustavat
toimet mikroobidele. Seejuures ei tohi eelnevalt vihemelt 1-
2 pHeva viltel raviks kasutada desinfitseerivaid vehendeid
Jja kemoterapeutilisi ning antibiootilisi preparaate.

Meestel on vihese eritise puhul (kroonilife gonorréa,
tigeda gonorrda ravi ldpp-periood) uuritavaks materjaliks
uriinis leiduvad limaniidid ja helbed.

Mikroskoobiline uurimine.

Mikroskoobiliselt uuritakse’ gonokokke kdige sagedamini
metiileensinisega ja Grami jérgi vérvitud preparaatides. Uuri-
tavas materjalis paigutuvad gonokockid enamasti rakusiseselt,
moodustades leukotsiiiitides ja epiteelirakkudes kohvioataolis~-
test kaksikkokkidest koosnevaid mikroobide kogumikke. Vahel
v3ib rakkudes leida ainult iiksikuid gonokokke, vahel jélle
paigutuvad nad epiteelirakkudes korrapéiraste ridadena.

Kroonilistelt ja.ravitud haigetelt vdetud materjalis on
genokokkide morfoloogia sageli muutunud. Preparaatides vdib
leida kaksikkokke, mis koosnevad suurtest kerakujulistest vdi
erineva suurusega mikroobidest, samuti suuremaid ja véiksemaid
liksikuina asetuvaid kokke. Vdivad esineda ka viéiga vidikesed
kaksikkokid. Morfoloogiliselt muutunud gonokokid vdivad pai-
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gutuda nii rakusiseselt kui ka rakuvéliselt ja ‘véirvuda vahel
isegi gram—-positiivselt.

Praktiliselt virvitakse iliks laboratooriumi saadetud pre~
paraatidest 1:10 lahjendatud Loffleri metilileensinisega 2 - 3
sekundit, teine aga Grami jérgi. Metiileensinisega vérvitud
preparaadis on tumesinised gonokokid hésti eraldatavad drnei-
nakas- rakkude protoplasmas. Gonokokkidest heledamad on samuti
teised v8imalikud mikroobid. Kui vérvilahuse toimeaeg pikeneb,
véirvuvad aga rakkude protoplasma ja teised mikroobid siniseks,
mille tulemusena gonokokkide sedastamine muutub raskeks.

Védrvides preparaate gonokokkide avastamiseks Grami jér-
gi, tuleb karboolgentsiaanavioletiga toimida vaid iihe minuti
véltel., Vastasel korral v&ivad gonokokid néida gram-positiiv-
geina. o

Gonokokkide sedastamiseks vérvitakse preparaate ka Unna-
Pappenheimi jérgi.

Unna-~Pappenheimi vérvimismeetod. Selle meetodi kasuta-

misel on piironiiniga erepunaseks vérvunud gonokokid hésti

néhtavad metiiiilrohelisega sinakas-roheliseks vérvunud rakku-

de protoplasmas. Tuumad viérvuvad sinakasroheliseks.
Unna-Pappenheimi vérvilahus:

metiiilrohelist 0,15
piironiini 0,25
etiiilalkoholi 2,5
gliitseriini 20,0
.0,5% karboolvett ad 100,0.

Preparaati viirvitakse 5 - 7 minuti véltel, loputatakse
veega, kuivatatakse je uuritakse mikroskoobiliselt.

Haigusetekitaja isoleerimine.
-

"Kroonilise v&i juba ravitud #geda gonorrba puhul ei anna
hikroskoobilieed uurimismeetodid alati tulemusi, mistdttu neil
juhtudel tuleb vehel kasutada ka haigusetekitaja isoleerimist.
Selleks kiilvatakse uuritav materjal astsiitagarile (2 osa 1li-
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hapeptoonagarit + 1 oss astsiitvedelikku) ja astsiitpuljon-
gissé. Kdige parem on teostada kiilvid vahetult peale uurimis-
materjali vdtmist. Gonokokkide tiivede erinevat hapniku- ja
slisibappegaasivajadust arvestades kasvatatakse iiks osa kiilve
aeroobsetes tingimustes, teine aga siisihappegaasirikkas (ku-
ni 10%) keskkonnas.

Astsiitagaril kasvavad gonokokid lébipaistvate iihtlase-
dlirisega sileda léikiva pinnaga veniva konsistentsiga kaste-
tilku meenutavate pesadena. Astsiitpuljongi jétaved gonoko-
kid lébipaistvaks, andes vaid stttme pinnal drne kelme. Vii-
mase pShja langemisel tekib teraline v&i helbeline sade.

Isoleeritud kultuurl samastamisel méératakse selle fer-
mentatiivne aktiivsus gliikcosi, maltoosi ja sahharoosi suh-
tes astsiitvedelikku sisaldavail sddtmeil, samuti kasvu li-
hapeptoonagaril: gonokokid l8hustavad ainult gliikoosi  hap-
peks ega kasva lihtstéimeil. Kasutatakse ka aglutinatsiooni-
reaktsioonl diagnostiliste seerumitega.

Bioloogiline uurimine.

Gonokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikrobio-
loogilisel diagnoosimisel ei kasutata bioloogilisi uurimis~
meetodeid.

Seroloogiline uurimine.

' Seroloogilistest reaktsioonidest on diagnostilise védr-
tusega ainult komplemendi sidumise reaktsioon haige veresee-
rumiga, mis muutub positiiveeks 3. - 4. niédalal pﬁfaet hai-
gestumist. Antigeeniks on tavaline gonovaktsiin v3i spetsi-
aalne antiformiinantigeen. Seda reaktsiooni kasutatakse prak-
tiliselt gonorrta hilistiisistuste (artriidid, prostatiidid,
epididiimiidid jne.) diagnoosimisel.
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Meningokokkide poolit tekil~
tatud haigusprotaesside mikro-
Dilol o agiiil=ine diagnoos.e.

Meningokokid — Neisseria meningitidis kuuluvad koos go=
nokokkidega Genus Neisseria'sse. Nad on kohvioataolised kak—
sikkokid, meenutadeé seega ka morfoloogiliselt gonokokke.
Meningokokid on gram-negatiivsed, liikumatud, eoseid ei moo-
dusta. Meningokokkide isoleerimine dmnestub ainult verd, see-
rumit ja astsiitvedelikku sisaldavail sbtdtmeil, kuid kasva-
vad nad siiski gonokokkidest paremini. Ka on meningokokid
vihesel miéral resistentsemad viliskeskkonna tegurite toime-
le. ; -

Antigeense struktuuri jérgi jaotatakse meningokokid I,
II, III ja IV seroloogilisse tiilipi, mida Noukogude Liidus
mirgistatakse suurte ladina téhtedege A, B, C ja D. Meil esi~-
nevad peamisgelt tiilibid A ja B.

Meningokokid on epideemilise tserebrospinaalse menin=—
giidi tekitajaike. Nad vdivad pShjustada ka rinofaringiiti,
sepsist, erandjuhtudel endokardiiti, neeruabstsesse jt. pd-
letikulisi protsesse. Meningokokke voib leida tervete ini-
meste nina-kurguddnes — st. esineb meninokokkide bakterikand-
Jjaid.

Meningokokkide poolt tekitatud haigusprotsesside mikro-
bioloogilisel diagnoosimisel kasutatakse haigusetekitaja iso-
leerimist ja mikroskoobilisi, harvemini seroloogilisi uuri-
mismeetodeid.

‘Uuritav materjal.

° Sagedasemaks uurimismaterjaliks on seljaajuvedelik,
giis kurgu~- ja ninalima ning vahel harva ka veri. Meningo-
kokkide véhest resistentsust arvestades tuleb uuritav mater—
jal kiires korras saata laboratooriumi, véltides seejuures
kuivamist ja temperatuuri muutusi. Kdige parem on uuritava
materjali transportimiseks kasutada termost.
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" Mikroskoobiline uurimine.

Mikroskoobiliselt uuritakse ainult seljaajuvedelikku.
Selleks valmistatakse seljaajuvedeliku tsentrifugeerimisel
(20 - 25 minutit 3500 tiiru juures minutis) saadud sademest
kolm preparaati ja vérvitakse neist iihte 10 - 20 sekundit me-
tileensinisega, teist Grami ja kolmandat Ziehl-Neelseri jér-
gi. Preparaatides on néha kohvioataclisi kaksikkokke,mis pai-
gutuvad nii rakusiseselt kui ka rakuviliselt, samuti suurel
hulgal poliinukleaarseid leukotsiiiite. Sageli paigutuvad menin-
gokokid rakkudes neljakaupa. Alati siiski ei Onnestu uurita-
vas materjalis meningokokke mikroskoobiliselt sedastada, sa-
muti v3ib olla ras£§ndatnd nende eristamine teistest mikroo-
bidest.

Ziehl-Neelseni jirgi vérvitud preparaadis otsitakse My-
cobacterium tuberculosis't, kuna epideemilist tserebrospi-
naalset meningiiti tuleb alati diferentsida tuberkuloossest
meningiidist. . ;

N

Haigusetekitaja isoleerimine.

Meningokokkide lsoleerimiseks kiilvatakse uuritav mater-
Jal astsiitagarile, veriagarile ja astsiitpuljongisse. Kurgu-
ja ninalima ning verd on k3igeé parem kiilvata vahetult haige-
voodi juures. Seljaajuvedelikku v&ib eelnevalt paigutada 24 -
48 tunniks termostaati ja alles siis teha kiilvid mainitud
sb6tmeile. Meningokokkide tiivede erinevat hapniku~ ja siisi-
happegaasivajadust arvestades kasvatatakse ‘iks osa kiilve ae-
roobsetes tingimustes, teine aga siisihappegaasirikkas (5-10%)
keskkonnas. : .

Astsiitagaril kasvavad meningokokid véikeste, iimmarguste,
klaasjalt lébipaistvate pesadena, mis pealtvalgustusel oman-
davad pérlmutrilédike. Vériagaril on meningokokkide pesad hal-
likad, hemoliiiisivodndiga. Pesad on tahked sd8tmel vditaolise
konsistentsiga, mis v@imaldab neid kiilviaasaga kergesti laia-
1i hédruda. Astsiitpuljongis kasvades annavad meningokokid
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drna hégususe ja véhese teralise sademe.

So6tmeil kaotavad meningokokid oma kohvioataolise kuju
ja paarikaupa asetumise. Meningokokkide kultuuridest valmista-
tud preparaatides on néha erineve suurusega ja vérvusega'kera—
kujulisi mikroobe, mis asetuvad iiksikuina ja suuremate vdi
védiksemate riihmadena. ;

Analoogiliselt gonokokkidele méliratakse ka meningokokki-
de kultuuri seamastamisel selle fermentatiivme aktiivsus glii—
koosi, maltoosi ja sahharoosi suhtes astsiitvedelikkn sisalda-
vail s66tmeil, samuti kasv lihapeptoonagaril. Kui gonokokid 18-
hustasid happe tekkega ainult glikoosi , siis ldhustavad me-
ningokokid peale gliikoosi ka maltoosi. Lihapeptoohagaril
virskelt isoleeritud meningokokkide kultuurid ei kasva. Kordu-
vate limberkiilvidega astsiitagaril dnnestub vahel siiski saada
kultuure, mis kasvavad ka lihtstttmeil.

Meningokokkide samastamisel kasutatakse samuti aglutinat-
sioonireaktsiooni diagnostiliste seerumitega, mis vdimaldab
méérata ka isoleeritud kultuuride serotiiiipi.

Meningokokke tuleb eristada nina-kurguddnes leiduvatest
gram-negatiivsetest, pShiliselt saprofiiiitsetest kokkidest.
Neid mikroobe ilihendatakse pseudomeningokokkide gruppi. Siia
kuuluvad Neisseria catarrhalis, samuti Neisseria sicca, Neis-
seria cinerea, Neisseria flava jmt. Pseudomeningokokkide gru-
pi mikroobid kasvavad lihtstdtmeil, kusjuures sageli juba toa-
temperatuuri juures moodustavad neist paljud pigmenti. Menin=-

* go—- ja gonokokkidega vdrreldes on erinev kxa nende fermenta-
tiivne aktiivsus.

,Bioloogiline uurimine.

Meningokokkide poolt tekitatud‘haigusprotsesside mikro-
bioloogilisel diagnoosimisel bioloogilisi uurimismeetodeid
praktiliselt ei kasutata. Uuritavat meterjali voib siiski koos
munakollase, koore voi mutsiiniga silistida valgetele hiirtele
intraperitoneaalselt. Vdhemalt 12 tunni_nddumisel surmatak-
se katseloomad, kdhukelmevedelikku uuritakse mikroskoobili-
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selt ja killvatakse siis st6tmeile. Katseloomade nakatamine il-
ma munakollase, koore v&i mutsiinita ei anna tulemusi.

Seroloogiline uurimine.

Meningokokkide poolt pdhjustatud haigusprotsesside mik-
robicloogilisel diagnocsimisel ei kasutata seroloogilisi
reaktsioone, mis pShineksid spetsiifiliste antikehade sedas-
tamisel haige vereseerumis. Diagnostilise vadértusega on pret—-
sipitateioonireaktsioon ja komplemendi sidumise reaktsioon
seljaajuvedelikuga. Need reaktsioonid vdimaldavad sedastada
meningokokkide antigeeni seljmajuvedelikus spetsiifiliste
diagnostiliste seerumite abil. Pretsipitatsioonireaktsiooni-
ga voib médrata isegl haigusprotsessi pdhjustanud meningokok-
kide tiilipi. : (a2

T606idilesanded.

1. M#da kiilvidest veri- ja llhapeptoonagarplaadil ning glii-
koospuljongis valmistada preparaadid, viérvida need Grami
Jérgi ja uurida mikroskoobiliselt. Stafiilokokkide pesast
teha kiilv léingagarile, streptokokkide pesast aga gliikoos-
puljongisse ja veriagarplaadi sektoreile. Z

2. Verekiilvist valmistada praparaat, virvida see Grami jérgi
Ja uurida mikroskoobiliselt.

3. Demonstratsiooni korral tutvuda pneumo- ja streptokokkide
kasvuge veriagaril ja seerumpuljongis, kirjeldada nende
mikroobide kasvu erinevusi mainitud s6dtmeil.

4. Teostada sapiproov pneumo- ja streptokokkide.puljongkultuu-
ridega.

5. Pneumokokkidega nakatatud valge hiire kdhukelmevedelikust
valmistatud preparaat vHirvida metiileensinisega ja uurida
mikroskoobiliselt.,

6. Demonstratsiooni korras tutvuda gonorrdahaige kusiti mida-
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jast eritisest valmistatudvpreparaatidega, mis on vérvi-
tud metiileensinisega, Grami ja Unna-Pappenheimi jérgi.

7 Lahtfsexdiagnooeiga haige kusiti médajast eritisest val-
mistatud preparaadid vérvida metiileensinisega ning Grami
jérgi ja uurida mikroskoobiliselt.

8. Demonstrateiooni korras tutvuda preparaatidega, mis on
valmistatud epideemilise tserebrospinaalse meningiidiga
haige seljaajuvedeliﬁhst ja vérvitud metiileensinisega ning
Grami jérgi.

I ‘praktikunm.

T e ema : PATOGEENSETE KOKKIDE POOLT TEKITATUD HAI-
GUSPROTSESSIDE MIKROBIQLOOGILINE DIAGNOOS.

FeFauitase prakiirunil Y00 aas
l1petamine.

¢

M#da uurimine.

Stafiilokokkide kultuurist léngagaril ja streptokokkide
kultuurist glikoospuljongis ning veriagarsektoril valmistada
preparaadid, vérvida need Grami jérgi jd uurida mikroskoobi-
liselt. Demonstratsiooni korras tutvuda stafiilokokkide pato-
geensust iseloomustavate omaduste mééramise tulemustega.

Iseseisev t 6 06.
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IV ‘praktikunm,

Teema: KATKU, TULAREEMIA JA BRUTSELLOOSI MIK-
ROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Iseseisva t66 lopetamine.

Katku mikrobieleogiline
diagnoos.

Katku tekitajea Pasteurella pestis kuulub Ordo Eubacte-
riales'e Familia Brucellaceae Genus Pasteurella'sse.

Pagteurella pestis on gram-negatiivne, eosteta, liiku-
matu, kihnuga iimbritsetud pulgake. Pasteurella pestis'ele on
tilipiline ovoidne kuju ja bipolaarne vérvuvus - mikroobi ot-
sad (poolused) virvuvad intensiivselt, keskosa aga jH#b kah-
vatuks. Selliseina n&eie katkutekitajaid haige inimese ja
looma kudedest ning eritistest, samuti noortest puljongkul-
tuuridest valmistatud preparaatides. Viimaseis asetuvad mik-
roobirakud sageli ahelaina . Tahkeil stdtmeil kaotab Pasteu-—
rella pestis ovoidse kuju ja bipolaarse vérvuvuse, esinedes
pikemate kepikestena, mis sageli annavad miimesuguseid involut-
sioonivorme.

Pasteurella pestis kasvab lihtstdtmeil, kusjuures selle
mikroobi optimaalne kasvutemperatuur on 25 - 30°C. Tavaliselt
kasvatatakse katkutekitajaid 28°% Juures. Pasteurella pestis
pole tundlik madalate temperatuuride toimele, s#ilides néi-
teks maetud laipades 0° Juures 5 - 6 kuu viltel,

Katk kuulub eriti ohtlike nakkushaiguste hulka, mist3t-
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tu katkualast mikrobioloogilist uurimist tohib teostada ai-
nult NSV Liidu Tervishoiuministeeriumi vastavates instrukt-
sioonides toodud rediiminduete kohaselt. Nende nduete idpne
téditmine kaitseb laboratooriumi tédtajaid nakatumisest ja
vildib katkutekitajate levikut. Tavaliselt tegelevad katku
mikrobioloogilise diasﬁoosinisggn ainult selleks kohandatud
erilised laboratooriumid. P68 nendes laboratooriumides toi-
mub kaitseriietuses, nn. katkuvastases kostiilimis,

Arvestades katku #Ermiselt raskekujulist kulgu ja suurt
kontagioossust, on selle nakkushaiguse &igeaegne mikrobioloo-
giline diagnoosimine tohutu téhtsusega. Laboratoorium on ko-
hustatud andma katkualaste unringutc esialgse vastuse 30 - 36
tunni véltel, 1ldpliku vastuse aga 10 - 11 8Spéeva pérast.
Katku mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatakse haiguse-
tekitaja isoleerimist, mikrobioloogilisi ja bioloogilisi,
harvemini seroloogilisi uurimismeetodeid.

Uuritav materjal.

Haigelt vdetav uurimismaterjal sdltub katku kliinilisest
vormist. Nahavormi puhul v3etakse materjali médavillidest,
karbunklitest ja haavanditest, buboonkatku korral ags buboo-
nidest (buboonid ~ muhkkatku puhul esinevad muhud - on pdle-
tikuliselt suurenenud liimfisdlmed). Katku kopsuvorm nduab ro-
ga, soolevorm limajas-veriste viljaheidete ja septiline
vorm vere uurimist. Kdikide haigusvormide korral tuleb uurida
verd mikroobide suhtes ja seda vaatamata haiguspéevale.

Midavillidest vdetakse méda steriilse siistlaga, kusjuu-
res ndel viiakse médavilli selle servas paralleelselt naha-
pinnale. Uuritavat materjali buboonist saadakse bubooni punki-
sioonil. Tuleb silmas pidada, et kdige kergem on isoleerida
Pasteurella pestis't nendest buboonidest, mis ei gisalda veel
méida ega ole perforeerunud. Koevedeliku gsaamist sellistest
buboonidest kergendab eelnmev 2 - 3 ml steriilse fiisioloogili~

se keedusoolalahuse siistimine bubooni.
Pasteurella pestis'e isoleerimist raskendab sulfaniiiila-
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miidide ja streptomitsiini kasutamine, mistdttu esqpkofdselt
uuritavat materjali piilitakse votta enne ravi alustamist.

Lahangult vdetakse pdrna, maksa, kopsude ning lgmfisél-
mede tiikikesi ja seda just elundite kdige enam kahjustatud
osadest. Kui on tegemist juba roiskuva koolnuga, tuleb uuri-
miseks saagida vélja tiikk toruluud koos luuiidiga (tavaliselt
tiikk puusa- vdi sédreluud).

Epidemioloogiliselt on suure tiéhtsusega nérijate (sus-
likud, tarabagaﬂid, fbtid, hiired jt.) ja nende ektoparasii-
tide uurimine. Nimelt on nérijad Pasteurella pestis'e reser-
vuaariks looduses, ektoparasiidid (kirbud) aga mikroobide
iilekandjaiks. ;

Pasteurella pestis séilib héisti flisioloogilises keedu-—
soolalahuses, mis v@imaldab viimast kasutada konservandina.
Praktiliselt osutub Konservant harva vajalikuks, kuna katku
mikrobioloogilise diagnoosimisega tegelevad laboratooriumid
asuvad tavaliselt endeemilistes rajoonides ja tarbekorral
nakkuskoldeis.

Materjali saatmisel laboratooriuwi tuleb igati véltida
katkutekitajate v&imalikku levikut. Selleks pakitakse uuri-
tavat materjali sisaldavad klaasndud hermeetiliselt suleta-
vasse metallkasti. Vdliselt td6deldakse metallkast korrali-
kult 5%lise liisooliga vl mdne teise desinfitseeriva vahen-
diga ja pakitakse sama desinfitseeriva vahendiga immutatud
riidesse v8i marlisse.

Mikroskoobiline uurimine.

Verest valmistatakse preparaate vahetult haigevoodi juu-
res, teisest uurimismaterjalist aga laboratooriumis. Prepa-
raate fikseeritakse 15 - 20 minuti véltel Nikiforovi lahuses.
Kasutada vdib ka etiiil~ vdi metiiiilalkoholi. Leegil fikseeri-
tud preparaatides on Pasteurella pestis'e bipolaarne vérvu-
vus halvasti néhtav.

Preparaate virvitakse metiileensinisega ja Grami jérgi.
Gram-negatiiveete ovoidse kuju je bipolaarse vérvuvusega mik—
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roobirakkude sedastamine lubab kahtlustada katku. Soovitav on
uuritavaid preparaate vdrrelda Pasteurella pestis'e kultuuri-
ga nakatatud merisea elundeist valmistatud puutepreparaatide-
ga. Vastava kliinilise pildi ja epidemioloogiliste andmete
juures kohustab mikrobioloogiline leid viibimata rakendama
8iki epideemiavastaseid abindusid. Katku 13plik diagnoos
eeldab aga Pasteurella pestis'e puhaskultuuri isoleerimist.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Pasteurella pestis'e isoleerimiseks kasutatakse tavali-
selt lihapeptoonagarit, lihapeptoonpuljongit ja Tumanski s&d-
det (lihapeptoonagar, mis sisaldab gentsiaanavioletti 1:100000
ja 10%-list hemoliiseerunud verd 1=2%). -

Tahkeil sddtmeil meenutavad Pasteurella pestis'e pesad
kasvu algperioodil haralisi niite, edasi niitide kogumikke ja
siis pitsrétikuid. Pitsrétikutaolised pesad on drnad, lébi-
paistvad, sakilise #d#érisega. Teise GUpéeva viltel muutub nen-
de keskosa tihedamaks, tumedamaks, lﬁbipaistmatuks kuplitao-
liseks moodustiseks, mida j#&b limbritsema lame pi%aitaoline
orn lébipaistev sakiline ##éris.

Lihapeptoonpuljongis kasvades annab Pasteurella pestis
Orna kelme ja peenehelbelise sademe, jéttes sddtme lébipaist-
vaks. Kelmest laskuvad alla ja sademest tOusevad iiles purika-

. taolised moodustised - nn. katku stalaktiidid.

Uuritav materjal vdib peale Pasteurella pestis'e sisal-
dada ka katkutekitaja bakteriofaagi ja seda eriti just pikal-
daselt kulgeva haigusprotsessi puhul (nii inimestel kui ka né-
rijatel). Uurimismaterjalis leiduv bakteriofaag raskendab tun=-
duvalt Pasteurella pestis'e isoleerimist. Selle liilitilise toi-
me pérssimiseks kasutatakse nn. antifaagilist seerumit, mida
saadakse kiililikute immuniseerimisel Pasteurella pestis'e bak-
teriofaagiga. Antifaagilist seerumit pipeteeritakse-tahketele
sbbtmetele 0,1 ml ja hddrutakse iihtlaselt laiali Drigalski ke-

‘ pikesega. Kdige parem on seda teha 15 - 20 minutit enne kiilvi.

Uuritav materjal kiilvatakse:

29



1) 1 = 2 antifaagilise seerumige lihapeptoonagarplaadi-
le, : 4

2) 1 - 2 ilma antifsagilise seerumita lihapeptoonagar-
plaadile,

3) 1 - 2 antifaagilise seerumiga Tumanski sbbtmele,

4) 1 - 2 11ma antifaagilise seerumita Tumanski sdStmele

/ Ja
5) lihapeptoonpuljongisse.

Ilma antifaagilise seerumita tahkeile sbtimeile vdib
tilgutada spetsiifilist diagnostilist katku bakteriofaagi —
kui uuritavas materjalis tboéti leidub Pasteurella pestis‘'t,
Jééivad stdtmele kasvuvabad laigud.

Vere kiilvid tehakse vahetult haigevoodi juures, kiilva- ‘
tes 3 - 10 ml verd 200 ml lihapeptoonmpuljongisse ja 1 - 2
tilka verd tahkeile sbttmeile.

Kilvid paigutatakse termostaati 28% Juures. !

Tilipiline kasv st8tmeil ja spetsiifilise diagnostilise l
bakteriofsagi toime lubavad sageli juba 10 - 18 tunni plrast
anda uuringule esialgselt positiivse vastuse.

Pasteurella pestis’e puhaskultuuri samastamisel tuleb
seda diferentsida Pasteurella pseudotuberculosis‘'est. Selleks
kasutatakse spetsiifiliei diagnostilisi aglutineerivaid see-
rumeid ja bakteriofaage, mééiratakse kultuuri biokeemiline ak~-
tiivsus kirjue reas, nakatatakee katseloomi jne. Pasteurella
pestis l8hustab happe tekkega gliikoosi, galaktoosi, levuloo-
8i, arabinoosi, ksiiloosi, maltoosi, sorbiiti ja manniiti., Vas- [
tandina Pasteurella pseudotuberculosis‘'ele ei ldhusta Pasteu-~ [
rella pestlis tavaliselt adoniiti ja rammoosi.

Katku mikrobioloogilisel kiirdiagnoosimisel kasutatakse
ke faagi tiitri tdusu reaktsiooni.

Uheaegselt killvidega tuleb uuritava materjaliga nakatada
katseloomi.

-~
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Bigloogiline uurimine.

Katku mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatakse pea-

miselt merisigu, nende puudumisel aga ka valgeid hiiri. Kat-
seloomade nakatamisviis 88ltub uuritavast materjalist. Kui

tegemist on materjaliga, mis sisaldab peale Pasteurella pes-
tis'e massiliselt ka teisi mikroobe (nHiteks roe, roiskuvalt
koolnult vdetud materjal), nakatatakse iiks katseloom subku-

taanselt ja teine perkutaanselt; kui aga on tegemist mater—

jaliga, mis teisi mikroobe ei sisalda (n#iteks bubooni punk=-
taat), nakatatakse iiks katseloomadest subkutaanselt ja teine
intraperitoneaalselt, Katseloomade nakatamine on eriti téh-

tis just massiliselt teisi mikroobe sisaldava uurimismater—

Jali korral, kuna siis haigusetekitaja isoleerimine on ras-

kendatud ja vahel see isegi ebadnnestub.

Perkutaanselt nakatatud merisead surevad tavaliselt 5.-
7. pleval, subkutaanseli nakatatud katseloomad 4. = 6. ja
intraperitoneaalselt nakatatud katseloomad 3. - 5. pdeval.
Merisead v@ivad ka ellu ji#da. Sel juhul on soovitav surmata
katseloomad 7. — 9. pHéeval, valmistada nende elundeist sus-
pensioonid ja viimastega nakatada uued merisead. Samasegselt
killvatakse suspensioonid ka stdtmeile haigusetekitaja isolee-
rimiseks.

Katku bioloogilist diagnoosimist v&ib kiirendada. Sel~
leks kasutatakse nakatamiseks katseloomi, kelle loomulikku
resistentsust on ndrgendatud eelmeva réntgenikiiritusega voi
kortisooni manustamisega.

- Merisea lahangul leiame katku puhul verevalumeid suure=
nenud regienaalsetes limfisdlmedes; nekrootilisi koldeid pdr-
nas, harvemini maksas; vidrastuslikke muutusi parenhiimatoos-
seis elundeis’, eksudatsiooni. Intraperitoneasalselt nakatatud
katseloomadel vdivad puududa limfisdlmede kahjustused ja nek-
rootilised kolded siseelundeis. Peritonesalddnes leidub neil
venivat kiillaltki l&bipaistvat eksudaati, parenhiimetoosseis
elundeis - vid#rastuslikke muutusi.

Katseloomade elundeist, verest ja eksudaadist valmista=-
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tud preparaatides leidub suurel hulgal tiiiipilisi gram-nega-
tiiveeid ovoidseid bipolaarseid mikroobe, kiilvidest aga on~—
nestub isoleerida Pasteurella pestis'e puhaskultuuri.

Seroloogiline uurimine.

Katku mikrobioloogilisel diagnoosimisel ei kasutata
praktiliselt seroloogilisi reaktsioone, mis pdhineksid spet-
siifiliste antikehade sedastamisel haige vereseerumis. Diag-
nostilise viddrtusega on termopretsipitatsioonireaktsioon,
mis vdimaldab sedastada Pasteurella pestis‘'e antigeeni uuri-
tavas materjalis spetsiifiliste diagnoetiliste seerumite abil.
Seda reaktsiooni kasutatakse tavaliselt roiskuva materjali
uurimisel. ;

Pasteurella pestis'e sedastamiseks uuritavas materjalis
kasutatakse ka fluorestseerivaid antikehi.

PalerevesnTa"nikraebdiorongil s
ne g TaZun-0-08%

Tulareemia tekitaja Pasteurella tularensis. kuulub koos
Pasteurella pestis'ega Genus Pasteurella'sse.

Pasteurella tularensis on gram-negatiivne, eosteta, lii-
kumstu, kihnuta, véike poliimorfne pulgake, mille vanades
kultuurides on lilekaalus kokkoidsed vormid. Katseloomade elun-
deist valmistatud Romanovski-Giemsa jérgi vérvitud puutepre-
paraatides on Pasteurella tularensis'ele iseloomulik polimor-
fism, sageli esinev rakusisene paigutumine, suur mikroobide
hulk ja nende asetumine kogumikena. 3

Tulareemiatekitaja vérvub hésti karboolfuksiiniga ja
gentsiaanavioletiga, kuid halvasti métﬁleenainiseg&.

Pasteurella tularensis ei kasva lihtstttmeil, kiill aga
kasvab munastdtmeil, gliikoostsiistiinagaril. Tulareemiatekita—
Jja on obligaatne aeroob optimaalse kasvutemperatuuriga 37°C
juures. Pasteurella tularensis l8hustab happe tekkega gliikoo-
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si, harvemini gliitseriini, vahel levuloosi. See mikroob on
kiillaltki resistentne madalamate temperatuuride toimele,
séilides nditeks gliitseriinis - 14°% juures kahe aasta vil-
tel. Vees séilib see mikroob iile kolme kuu.

Pasteurella tularensis't iseloomustab kdrge infektsioos-
sus - tundlike katseloomade nakatauiaeke‘piisab juba mdnest
mikroobirakust.

Tavaliselt teostavad tulareemia mikrobioloogilist diag—
noosimist ainult selleks kohandatud erilaboratooriumid, mis
on kohustatud andma tulareemiaalaste uuringute esialgse vas-
tuse 6 SUpHeva ja 10pliku vastuse 11 SdpHeva viltel.

Tulareemia mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatak-
se pdhiliselt bioloogilisi ja seroloogilisi uurimismeetodeid.
Suure praktilise t&htsusega on allergilised nahareaktsioonid
tulariiniga.

Uuritav materjal.

Pasteurella tularensis®e isoleerimiseks haigelt uuritak-
se liimfisdlmede punktaati (esimese haiguskuu véltel), verd
(kahe esimese haigusnédala viltel), silma médajat eritist
(esimese haigusnédala véltel), verd imevate putukate hammus-
tuskohal tekkinud haavandite eritist (kuni 8. haigusplevani).
Seroloogilisteks reaktsioonideks vdetakse verd alates 6. — 7.
haiguspéevast.

Epidemioloogiliselt om suur téhtsus nérijate (pdldhiir—
tey, koduhiirte, vesirottide, suslikute, hamstrite jt.) ja
verd imevate putukate (s#éskede, kiinide, puukide jt.), sa-
muti vee ja toiduainete mikrobioloogilisel uurimisel. Nimelt
on nérijad Pasteurella tularensis'e reservuaarike looduses,
inimese nakatumine aga toimub kas vahetu kontakti tulemusena
haige loomaga vdi verd imevate putukate, reostunud vee, toi-
duainete ning mitmesuguste tarbeesemete, samuti haiguseteki-
tajaid sisaldava tolmu kaudu. Vastandina katkule ei esine tu
lareemia korral nakatumist haigelt inimeselt.

Uuritava materjali komservandina vdib kasutada 50%1list
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neutraalset gliitseriinilahust v3i gliitseriini ja parafiini
plideljat segu. Otstarbekohane on tulareemia puhul uuritav ma-
tordil saata laboratooriumi hermeetiliselt suletud metallkas-
tis. Tavaliselt asuvad tulareemia mikrobioloogilist diagnoo-
simist teostavad laboratooriumid endeemilistes rajoonides,
tarbekorral aga vahetult mnskkuskoloes.

Mikroskoobiline uurimine.

Mikroskoobiliselt Onnestub sedastada Pasteurella tularen-
sis't ainult nérijate pdrnast, luuiidist, maksast ja limfisdl-
medest valmistatud puutepreparaatides. Preparaadid fikseeri-
takse Nikiforovi lahuses v3i metiililalkoholis ja vérvitakse
1,5 - 2 tunni viéltel Romanovski-Giemea jérgi. Tulareemia pu-
hul leiame suurel hulgal viikesi punakaid polimorfseid kogu-
mikena asetunud mikroobirakke, mis sageli paigutuvad rakusi-
seselt. Koerakkude protoplasma on viéirvunud hele-, tuumad aga
tumevioletselt.

Ainult tiilipiline mikroskoobiline leid ei v@imalda siis-
ki 18plikult diagnoosida tulareemiat.

Haigusetekitaja isoleerimine.
4 .

Pagteurella tularensis'e isoleerimiseks kasutatakse eng-
masti McCoy ning Chapin®i tahket ja Sinai poolvedelat muna-
stddet (McCoy ning Chapin'i stdde: 60 osa munakollast + 40
osa fiisioloogilist keedusoolalahust koaguleerida 1,5 tunni
viltel 72% Juures; Sinai sbbtde: 40 osa munakollast + 60 osa
fisioloogilist keedusoolalahust koaguleerimata). Kiilvid hoi-
takse termostaadis kolme nidala viltel 37°C juures. SsStme
kuivamise véltimiseks suletakse katsutid parafiini v&i plasti-
liiniga.

Kasv ilmneb kdige sagedamini 2. - 6. pHeval. Tahkel mu-
nagbdtmel kasvab Pasteurella tularensis léikiva peeneteralise
kattena, mis kiilgvalgustusel meenutab Sagriéni.

Isoleeritud kultuuri samastamiseks kasutatakse Pasteu-
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rella tularensis'e spetsiifilisi diagnostilisi dglutinoori—
vaid seerumeid, -arvestatakse mikroobirakkude morfoloogiat
ning viérvuvust, katseloomadel tingitud haigusprotsessi, kas=—
vu liht~- ning munastétmeil jne.

Praktiliselt dnnestub ainult harukordadel isoleerida
Pagteurella tularensis't uuritava materjali esmaskiilvidest.
Tavaliselt nakatatakse eelnevalt katseloomi ja juba nende or-
ganismist isoleeritakse haigusetekitaja puhaskultuur. Pasteu-
rella tularensis'e isoleerimiseks kasutatakse ka kanaembriiote
nakatamist.

Bioloogiline uurimine.

Tulareemia mikrobioloogiliéel diagnoosimisel kasutatak—
se merisigu ja valgeid hiiri. Katseloomi nakatatakse subku-
taanselt ja intraperitoneaalselt, kuid vdib kasutada ka koi-
ki teisi nakatamisviise. Kui uuritavas materjalis leidub Pas-
teurella tularensis, vdtavad loomad kaalus maha, nende keha-
temperatuur tduseb, karvad lidhevad turri ja nad surevad tava-
liselt 10 péeva véltel. Vahel vdivad katseloomad siiski ellu
jadda, kusjuures neil isegl puuduvad igasugused haigusnéhud.
Sellistel juhtudel surmatakse katseloomad 10. - 20. pdeval ja
nende elundsuspensiooniga nakatatakse uued loomad. Tarbekor-
ral v3ib sellist menetlust,nn. passaasi, korrata.

Tulareemiasse surnud katseloomade lahanguleid ei erine
lahanguleiust katku puhul - on t#heldatavad verevalumid naha-
aluses sidekoes ja suurenenud liimfisdlmedes, nekrootilised
kolded parenhiimatoosseis elundeis (meksas, pdrnas, kopsudes)
Jne. i

Katseloomade " pdrnast, luuiidist, makeast, liimfisdlmedest
ja verest valmistatakse preparaadid, vérvitakse need Roma-
novski~Giemsa jérgl ja uuritakse mikroskocbiliselt, samuti
tehakse kiilvid haigusetekitaja isoleerimiseks. Tilipiline mik-
roskoobiline leid vdimaldab anda tulareemisalastele uuringu-
tele esialgse vastuse, 10plik vastus aga eeddab Pasteurella
tularensis'e puhaskultuuri isoleerimist.
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Seroloogiline wurimine.

Tulareemie mikrobioledgilisel diagnoosimisel en suure
prairtilise vitirtusega seroloogilised reaktsioonid, mis pShi-
nevad spetsiifiliste antikehade sedastamisel haige veresee-—
rumis. Tavaliselt kasutatakse seejuures klassikalist agluti-
natsioonireaktsiooni, samuti veretilga aglutinatsioonireakt-
siooni. Teatud viértusega on pretsipitatsioonireaktsioon,mis
vbimaldab sedastada Pasteurella tularensis'e antigeeni uuri-
tavas materjalis diagnostiliste seerumite abil. Pasteurells
tularensis'e sedastamiseks kasutatakse ke fluorestseerivaid
antikehi.

Aglutinatsioonireaktsfoon.

Tulareemia puhul téheldatakse positiiveet aglutinatsioo=
nireaktsiooni esimesel haigusniidalal 12,5%, teisel heiguenti—
dalal 62,3%, kelmandal heigusniédalal 81% ja neljandal haigus-
nédalal 93,2% juhtudel (protsendid on toodud Sinai .jérgi).
Reaktsioon piisib positiivsena aastakiiimmeid, olles seega kasu-—
tatav ka tulareemia retrospektiivsel diagnoosimisel.

Uuritavast vereseerumist valmistatakse fliisioloogilise
keedusoolalahusega lahjendused 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400,
1:800 ja 1:160C. Iga lahjenduse hulgaks on 1 ml. Antigeenina
tarvitatakse formaliiniga surmatud Pasteurella tularensis'e
suspensiooni, nn. tulareemia diagnostikumi. Reaktsiooni hin-
natakse pérast kahetunnilist seismist termostaadis 37°C Juu=-
res. Reaktsiooni loetakse poaitiiv:eks, kui nglutinataioon on
téheldatav vihemalt seerumi lahJenduaes 1:100.

; Tuleb silmas pidada, et Pa.tourelln tularensis'el ja brut-

selloositekitajail on iihtivaid antigeenseid komponente, mis-
t8ttu brutselloosihaigete vereseerum lahjenduses 1:50 — 1:100
vE&ib uglutineerida tulareemia diagnostikumi ja vastupidi.
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Veretilge aglutinatsioonireaktsioon.

Seda reaktsiooni kasutatakse tulareemia seroloogilisel
¥idrdiagnoosimisel. Reaktsioon muutub positiiveseks iliheaegselt
klassikalise aglutinatsioonireaktsiooniga.

Haige sdrmest vdetakse Francki ndelaga esemeklaasile
tilk verd, lisatakse sellele tilk destilleeritud vett ja pea-
le eriutrotsiiitide hemoliiseerumist tilk tulareemia diagnosti-
kumi. Saadud tilga sisu segatakse korralikult teise eseme~
klaasi nurga v&i klaaspulgage. Kui spetsiifiliste antikehade
tiiter vereseerumis on 1:100 ja enam, ilmneb ko@e peenetera-
line aglutinatsioon, kui aga antikehade tiiter om alla 1:100,
ilmneb aglutinatsioon 2 - 3 minuti pérast.

Allergilised nahareaktsioonid.

Tulareemia diagnoosimisel kasutatakse perkutaanset ja
intraekutaanset allergilist nahareakitsiooni. Need reaktsioonid
muutuvad positiivseks juba 3. - 6. haiguspéieval, piisides sel-—
listeina aastaid. Allergeenina tarvitatakse nn. tulariini,
 surmatud Pasteurella tularensis‘'e suspensiooni. Tulariin per-
kutaanse reaktsiooni tarvis sisaldab 1 niljardi'jl intraku-
taanse reaktsiooni tarvis 100 miljonit mikroobirakku 41 ml.

* Perkutaanse nahareaktsiooni teostamisel tilgutatakse iiks
tilk tulariini kﬁﬁnarvarre‘sigekﬁljele Ja'skariritaeoritakao
sel kohal nahk, intrakutaanse nahareaktsiooni korral aga siis—
titakse 0,1 ml tulariini intrakuteanselt. Kontrollike on vae-
tavas hulgas ja viisil menustatud steriilne fiisioloogiline
keedusoolalahus. '

Positiiveed allergilised nahareektsioonid véljenduvad
punetuses ning -turses, mis tekivad tulariini menustamiskohal
6 -10 tunni véltel ja sageli lshevad 24 tunni vEltel ile 3 -
4 pleva piisivaks infiltreadiks. Uksikjuhtudel vdivad Faasuda
kehatemperatuuri tdus ja regionasalsete liimfisdlmede valulik-
kus. 2
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Brutselloosi mikrobio-
T 00gilitne diagnoos.

Brutselloosi tekitajaks on Ordo Eubacteriales'e Familia
Brucellaceae Genus Brucella'sse kuuluved Brucella melitensis,
Brucella abortus ja Brucella suis.

Loomadel kulgeb brutselloos septitseemis ja unduleeriva
palavikuga nakkushaigusena, mis tiinetel sageli iseloomustub
nurisiinnitusege. Inimesel v&ib brutselloosi haiguspilt olla
viiga erinev. Kdige tiilipllisemaks siimptoomiks on unduleeriv
palavik. ' :

Brucella melitensis tekitab brutselloosi peamiselt kit-.
sedel ja lammastel, Brucella abortus veistel ja Brucella suis
sigadel. Inimpatogeensuselt on esikohal Brucella melitensis,
siis Brucella suis ja 13puks Brucella abortus.

Brutsellid on gram-negatiivsed eosteta,liikumatud véike-
sed polimorfsed teravate otstega pulgakesed, mis sageli esi-
nevad kokkoididena. Brutsellide kuju sdliub kultuuri vanusest,
stidtmest ja kasutatud vérvimismeetodist. Elunditest valmista-
tud puutepreparaatides ja noortes kultuurides asetuvad nad
ithe- v3i paarikaupa, harva shelaina.

Brutsellid kasvavad lihtsctimeil, paremini maksastttmeil.
Iseloomulik on nende aeglane kasv ja seda eriti just kultgu—
ri isoleerimisel uuritavast materjalist. Nii ilmmeb brutsel-
loositekitajate laboratoorsete tiivelle kasv 48 - 72 tunni pé-
rast, esmakiilvides aga vahel vaid 1C - 12)péeva pérast ja ise-
gi hiljem. Optimaalseks kasvutemperatuuriks on 37%.

Bruteelloositekitajad vdivad esineda nii S~ kui ka R=vor-
midena.

Brucella melitensis, Brucella abortus ja Brucella suis
pole eristatavad mikroskoobiliselt,pdhiliste kultuuriliste
omaduste poolest ja tavaliste diasﬁostiliate seerumite abil.
Genus Brucella liikide eristamiseks tuleb uuritaval tiivel mé#-
rata rida tédiendavaid omadusi. Praktiliselt on nende liikide
eristamine suure ep&demioloogilise vitirtusega.

Bruteselloosi mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasutatak-
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se seroloogilisi, harvemini bioloogilisi uurimismeetodeid,
samuti haigusetekitaja isoleerimist. Suure praktiliﬁe téht-
susega on allergiline nahareakitsioon brutselliiniga.

Uuritav materjal.

Brutsellide isoleerimiseks haigelt uuritakse esimestel
haigusptievadel verd ning sternaalpunktaati ja kolmandast
haigusnéidalast alates uriini. Uuritakse ka rooja, seljaaju~-
vedelikku, pdrna punktaati, rdga, méda jne.

lLgedas haigusperioodis &nnestub isoleerida Brucella me-
litensis't verest 65 -~ 90% ja Brucella abortus't 6 - 50% juh~-
tudel. Ukeikjuhtudel dnnestub isoleerida brutselle verest
isegli 1 - 3 aastat peale haigestumist. Vahel v3ib brutselle
sedastada veres igasuguste kliiniliste haigusnéhtude ja hai-
ge subjektiivsete kasbuste puudumisel.

Uriinist isoleeritakse brutselle 9 ~ 14% juhtudel. Va-
hel-dnnestub see aga alles palaviku langemisel vdi isegi hai-
guse paranemisjérgus.

Seroloogilisteks reaktsioonideks vdetakse verd alates
esimestest haiguspéievadest.

Epidemioloogiliselt on suure tlhtsusega haigete loomade
mikrobioloogiline uurimine - on ju loomad brutselloosi puhul
nakkusallikaks. Uurimismaterjaliks on aborteerunud looted ja

. lootekestad, lootevedelik, platsenta, piim, veri, uriin, rose,

méida jne. Verd Jja piima vdetakse ka seroloogiliseks uurimi-
seks.,

Mikroskoobiline uurimine;

Mikroskoobilisi uurimismeetodeid kasutatakse tavaliselt
ainult veterinaarbakterioloogias m#éda, platsenta, lootevede-
liku jne. uurimisel. Hdid tulemusi annab seejuures Hansgeni
vérvimismeetod.
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Hanseni vérvimismeetod.

1. Preparaat kuivatada Shus ja fikseerida leegil.
2. Vérvide aluselise (0,04% KOH) metiileensinise lahusega
1 min.

3. Veega loputada.

4. Virvida 3%lise safraniinivesilahusega 15 - 20 sek.

5. Veega loputada, kuivatada, uurida.

Brutsellid on sinised, teise& mikroobid ja preparaadi
foon punased.

Mikroskoobiline uurimine v&imaldadb anda ka veterinaar-
bakterioloogias vaid orienteeriva vastuse.

Heigusetekitaja isoleerimine.

Brutsellide isoleerimiseks kasutatakse tavaliselt gli-
koospul jongit ja glikoosagarit, samuti maksapuljongit ja mak-
saagarit (maksasttmeid valmistatakse lihavee asemel maksa-
veel). Teiste mikroobidega reostunud materjali (rooja, urii-
ni, piima) uurimisel lisatakse tahkeile stttmeile gentsiaana-
violetti 1:200 000.

Tahkeil sbbtmeil kasvavad brutsellide S~vormid viéikeste
immarguste kumerate siledate l#ikivate virvitute pesadena.
R-vormide pesad on suuremad, opaaksemad, teralised. Vedelsddt-
meis tingI@ad brutsellid stttmete mddduka héigunemise iihes hal-
like sademegs.

Brucella abortus'e isoleerimine Onnestub ainult sisihap-
pegaasirikkas keskkonnas, Brucella nolitegsis ja Brucella
suis kasvavad aga tavalistes aeroobsetes tingimustes. Seetdt-
tu tuleb brutsellide isoleerimisel esmaskiilve kasvatada parél-
leelselt nii tavalistes aeroobsetes tingimustes kui ka siisi-
happegaasirikkas keskkonnas. Brufaolloositokitajate aeglase
kaavu tdttu hoitakse esmaskiilve termostaadis kuu aega, neid
siistemaatiliselt kontrollides. Otstarbekohane on teha iga 5 =
7 pleva pérast vedelaist stttmeist kiilv tahkeile sbttmeile.

Verekiilvid tehakse vahetult haigevoodi juures, kiilvates
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5 = 10 ml verd 100 miL gliikoos—- vdi maksapuljongisse.

Uriini uurimisel kiilvatakse tsentrifugeerimisel saadud
sadet gentsiaanavioletti sisaldavaile tahkeile stdtmeile.

Roojast valmistatakse suspensioon fiisioloogilises kee-
dusoolalahuses, filtritakse see l#bi marlifiliri, lisatakse
brutsellide aglutineerivat seerumit ja paigutatakse kaheks
tunnike termostaati 37°C juures. Pérast seda kiilvatakse
tsentrifugeerimisel saadud sadet gentsiaanavioletti sisalda-
vaile tahkeile sdttmeile.

Isoleeritud brutsellide puhaskuituuri semastamisel uuri-
takse tiive morfoloogiat, kultuurilisi omadusi, fermentatiiv-
set aktiivsust (brutsellid ei fermenteeri siisivesikuid ega
moodusta indooli) ja antigeenset atruktuuri. Edasi miératak-
se isoleeritud tiive liigiline kuuluvus.

Brutsellide liigi m#&ramine.

Brutsellide iliksikliikidele iseloomulikud téhtsamad oma-
dused on toodud alljérgnevas tabelis.

ETTsszomIssossas 2 2 3 2 b b e
€0, va-| H,S Kasv vérvainetega
Brutsel- |jadus mSo— 808tmeil
lide liik |esmas- | tus~ [ Aluse~|Tioniin|[Gent-
kilvi- | tami4 line |1:50000(siaa- g
dele ne fuk- navio- | rohe- jrohe-
siin lett J lisega|line—
1:25000 1210000 ta
Ezzssazzos n=====ﬂ====== =======-l:==.=zz:ikw::.snaj ====s==fz=T T
Brucella i
melitensid - - + + + + s
Brucella o !
abortus - - + - + - - |
Brucella
suis -2 ¥ - s ¢ o b

Tabelist n#htub, et Brucella melitensis kasvab esamaskiil-
vides aeroobseis tingimusis, samuti toimgb kasv aliselise
fuksiini, tioniini ning gentsiaanavioleti juuresolekul (mui-
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dugi vérvainete antud konteentratsioonide juures) ja nii ma-
lahiitrohelisega kui ka malahhiitroheliseta munasbbtneilt
Védvelvesinikku Brucella melitensis ei moodusta.

Brucella abortus kasvab esmaskiilvides vaid siisihappegaa-
sirikkas keskkonnas. Brucella abortus ei kasva tioniini juu-
resolekul, samuti munasbdtmeil ja produtseerib viivelvesinik-
ku viéhesel m#éral.

Brucella suis kasvab esmaskiilvides aeroobseis tingimu-
8is, kuid ei kasva aluselise fuksiini ja gentsiaanavioleti
Juuresolekul, samuti malahhiitrohelisega munastttmeil. Bru-
cella suis produtseerib véévelvesinikku.

Brucella melitensis'e, Brucella abortus'e ja Brucella
suis'i eristamisel on t#htsaimaks kriteeriumiks uuritava kul-
tuuri kasv vérvainetega st6tmeil.

Siisihappegaasirikas keskkond luuakse hermeetiliselt su-
letavas ndue (ntiteks eksikaatoris), juhtides sinna siisihap-
pegaasi balloonist 1libi gasomeetri. Siisihappegaasi hulk peab
moodustamea 5 - 10% ndu mahust. Lihtsam on aga kiilvata uuri-
tav materjal poolele stUtme pinnale, teisele poolele aga
Escherichia coli kultuuri ja siis Petri tass sulgeda plasti-
liiniga. Hermeetiliseli suletud Petri tassis tekib siisihappe-
gaasirikas keskkond, sest Escherichia coli tarvitab seal lei-
duva hapniku Era. .

nmunnnmmmmuunomumuﬂsnmnmnne
48-tunnilisest agarkultuurist suspensioon steriilses fiisio-
loogilises keedusoolalashuses tihedusega 1 miljard mikroobi-
rakku 1 ml. Uks aassatiiis suspensiooni kiilvatakse léngmaksa-
agarile. Katsutisse kinnitatakse vattkorgi abil kiillastatud
tinaatéetaadilahueega immutatud filterpabeririba. Kiilv paigu-
tatakse termostaati 37°C Juures. Tulemusi hinnatakse 2., 4.
Ja 6. pdeval. Kui uuritav kultuur produtseerib vHéévelvesinik-
ku, virvub filterpabeririba alumine ots mustjaspruuniks. Moo-
dustuva vilivelvesiniku hulka iseloomustab vérvunud viiru lai-
us. Brucella abortus‘'e kasvu puhul on viiru laius 6. pHeval
umbes 5 - 6 mm, Brucella suis'i kasvu puhul aga umbes 12 - 13
.mme
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Vérvainetega stdtmete valmistamisel lisatakse vastavaid
vérvaineid tahkeile vdi vedelalle stdtmeile. Iga vérvainega
sbttmele kiilvatakse iiks aasatéis uuritava kultuuri suspensi-
ooni (suspensioon valmistatakse 48-tunnilisest agarkultuu-
rist tihedusega 1 miljard mikroobirakku 1 ml). Tulemusi hin-
natakse pérast 6-pievast kiillvide hoidmist termostaadis 37°%
Juures.

Brutsellide S- ja R-vormide eristamine.

Brutsellide S~ ja R-vormide eristamiseks kasutatakse
mitmesuguseid erisbdtmeid (n#iteks tetrasoolpurpurit sisaldav
lihapeptoonagar) ja reaktsioone. Kdige lihtsam neist on aglu-
tinatsioonireaktsioon triipaflaviiniga. :

Aglutinatsioonireaktsioon triipaflaviiniga. Valmistatak-
se 1:500 tripaflaviinilahus 0,9%-lises keedusoolalahuses.

Esemeklaasil annavad selle lahusega brutsellide S-vormid ne-
gatiivse; R-vormid aga positiivse aglutinatsioonireaktsiooni.

Bioloogiline uurimine.

Brutselloosi mikrobioloogilisel diagnoosimisel kasuta-
takse merisigu. Nakatamiseks on kdige sobivamad 350 - 400 g
raskused katseloomad, kelle vereseerum ei tohi aglutineerida
brutsellide kultuuri lahjenduses 1:5 ja enam.

Merisigu nakatatakse subkutaanselt, siistides neile 0,1 -
0,5 ml uuritavat materjali. Verega vdib loomi nakatada ka int-
raperitoneaalselt (2 - 3 ml). Katseloomi jélgitakse kaks kuud,
miérates neil iga 7 -~ 10 pHeva pérast spetsiifiliste antike-
hade teket aglutinatsioonireaktsiooni abil. Kui aglutinatsi-
oonireaktsioon muutwb positiiveeks, surmatakse loomad varem.

Lahangul ycib suurenenud pdrnas ;p maksas leida miliaar-
seid koldeid, mis makroskoobiliselt meenutavad tuberkuloos-
seid kahjustusi. LimfisSlmedest, pbrnaat} maksast, luulidist,
uriinist ja verest tehakse kiilvid brutsellide isoleerimiseks.
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Merisigade puudumisel v3ib kateeloomadena kasutada ka
velgeid hiiri.

Seroloogiline uurimine.

Brutselloosi mikrobioloogilisel diagnoosimisel on suur
praktiline véErtus seroloogilistel reaktsioonidel, mis p&hi-
neved speteiifiliste ja blokeerivate antikehade sedastamisel
heige vereseerumis. Spetsiifiliste antikehade sedastamiseks
kaautatakee aglutinatsioonireaktsioone, komplemendi sidumise
reaktsiooni Jja opsoniintesti, blokeerivaid antikehi sedasta-
takse aga Coombsi testi ja blockingtesti abil.

Blokeerivateks antikehadeks nimetatakse antikehi, mille~
de toime vastandina teistele antikehadele ei ilmne fiisioloogi-
lises keedusoclalahuses. Blokeerivad antikehad iihinevad anti-
geeniga aktiiveemalt kui tavalised antikehad - neil on anti-
geeni esuhtes suurem aviidsus. Olles iihinenud antigeeniga, ta-
kistavad blokeerivad antikehad antigeeni iihinemast tavaliste
antikehadega - blokeerivad antigeeni. Selle tagajtrjeks on,
et blokeerivate antikehade leidumine uuritavas seerumis takis-
tab tavaliste spetsiifiliste antikehade sedastamist aglutinat-
eioonireaktsiooni abil. Blokeerivate antikehade antigeeni blo-
keeriv toime kaob aga suuremates seerumilahjendustes.

Olgu mainitud, et blokeerivad antikehad ei teki mitte
ainult brutsellocei puhul. Sellised antikehad tekivad organis-
mis néiteks eriitrotsiilitides leiduvate Rhesus-siisteemi anti-
geenide toimel.

Blokeerivatele antikehadele on antud viéga balju nimetu-
Bi: iﬁkonpleetsed ehk mittet#iielikud antikehad, univalentsed
antikehad, glutiniinid, aglutinoidid.

Aglutinatsioonireaktsioonid.

Wrighti reaktsioon. Brutsellcosi puhul nimetatakse klas—
sikalist aglutinatsioonireaktsiooni katsutis Wrighti reakt-
siconike. Reaktsioon muutub positiiveeks juba esimestel hai-

\
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guspiievadel, piisides sellisena tavaliselt lihe aasta véltel.
Vahel v3ib reaktsioon piisida positiivsena ka 2 - 4 aastat.
Reaktsiooni diagnostiliseks tiitriks on gesrumi lahjendus
1:200.

Wrighti reaktsioon v8ib olla negatiivne madalates ja po-
gitiivne kdrgetes seerumilahjendustes — see on nn. paradok-
saalne reaktsioon ehk tsoonifenomen, mis 88ltub blokeeriva-
test antikehadest. Brutselloosi diagnoosimisel on oluline ai-
nult positiivne Wrighti reaktsioon, kuna negatiivne reaktsi-
oon v3ib olla tingitud ka blokeerivatest antikehadest. -~

Pasteurella tularensis'el ja brutselloositekitajail on
ithtivaid antigeenseid kompounente, mist3ttu brutselloosihaige-
te vereseerum lahjenduses 1:50 - 1:100 v3ib azlutineerida tu-
lareemia diagnostikumi ja vastupidi.

Wrighti reaktsioonis on antigeeniks surmatud brutsellide
suspensioon tihedusega 10 miljardit mikroobirakku 1 ml, nn.
brutselloosi diagnostikum, mis eelnevalt lahjendatakse fiisio-
loogilise keedusoolalahusega 1:1C.

Uuritavast vereseerumist valmistataksc fiisiolocogiliae
keedusoolalahusega lahjendused 1:25, 1:50, 1:100. 1:200, 1:400
ja 1:800. Iga lahjenduvse hulgaks on 0,5 ml. Lahjendustele li-
satakse 0,5 ml diagnostikumi, mille tulemucena saadakse seeru-
mi lahjendused 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 ning 1:1600
Jja 18plik lahjenduste hulk 1 ml.

Kontrollkatsuteid on kaks: seerumi alglahjendus (1 25)
seerumi kgntrollina Ja 0,5 ml diagncstikumi + 0,5 ml fiusicloc-
gilist keedusoolalahust antigeeri kontrollina.

Reaktsiooni hirnatakse plrast 20 - 24 turnilist seismist
termostaadis 37°C Juures.

Huddlesoni reaktsiocon. Seda reaktsiooni kasutatukse-
brutselloosi serclcogilisel kiirdiagncosimicel. Reaktsioon
muutub positiiveseks iibeaegselt Wrighti reaktsiooniga, kuid
piisib seilisena kauemini. Huddlesoni reaktsioon on brutselloo-
sl diagnoosimicel ainult orienteeriva védrtusegs vihese tund-
likkuse ja spetsiitilisuse tdttu.
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Antigeenina kasutatakse lahjendamata diagnostikumi ti-
hedusega 10 miljardit mikroobirakku 1 ml. Ka uuritavat vere-
seerumit ei lahjendata. Klaasplaadile (v3ib kasutada ka ese-
meklaase) pipeteeritakse 0,08 ml, 0,04 ml, 0,02 ml, 0,01 ml
Ja 0,02 ml uuritavat seerumit. Esimesele neljale tilgale li-
satakse 0,03 ml antigeeni, viimasele tilgale aga 0,03 ml fii-
sioloogilist keedusoolalahust (seerumi kontroll). Antigeeni
kontrolliis vdetakse 0,03 ml antigeeni ja 0,03 ml fiisicloo~
gllist keedusoolalahust.

Tilkade sisu segatakse klaaspulgakesega, alates suure-
mast seerumilahjendusest. Klaasplaati (esemeklaase) soojen-
datakse ettevaatlikult leegil (vBltida auru teket!) ja 5 mi-
nuti p#rast hinnatakse reaktsiooni tulemusi. Reaktsiooni loe-
takse positiivseks, kui tilkades 0,02 ml ja 0,01 ml seerumi-
ga on selgesti tdheldatav aglutinatsioon.

Huddlegoni reaktsiooni puhul v&ib samuti esineda tsoo-~
nifenomen. '

Aglutinatsioonireaktsioon piimavaedakuga. Seda reaktsi-

ooni kasutatakse veterinaarbakterioloogias. Kui reaktsioon
on positiivne piimavadakuga lahjenduses 1:5, tohib piima tar-
vitada ainult keedetult voi pastbriseeritult.

Komplemendl sidumise reaktsioon.

KSR on spetsiifiline ja wiga tundlik. See reaktsioon
muutub positiivseks hiljemini kui Wrighti reaktaidbn, saavu-
tades oma kdrgpunkti alles esimese haiguskuu ldpuks. KSR pii-
8ib aga kauemini poesitiivsena. Eriti laialdaselt kasutatak-
se KSR-i veterinaarbakterioloogiase.

/

Opléniinteet.

Opsoniintest pdhineb opsoniin-fagotsiitaarindeksi médéira-—
misel. Opsoniintesti -loetakse positiivseks, kui leukotsiitidid
sisaldavad keskmiselt 21 - 40 mikroobirakku, ja tugevasti po-
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sitiivseks, kui vastav arv on iile 40. See test muutub posi-
tiiveeks 8, - 10. haiguspéieval.

Coombsi test.

' Coombsi test pdhineb sellel, et blokeerivad antikehad
inimglobuliinina reageerivad kiiiliku antiinimglobuliin-see-
rumiga.

Kui Wrighti reaktsioon on negatiivne v3i esineb tsooni-
fenomen, tsentrifugeeritakse katsutite sisu 20 minuti véltel
3500 tiiru juures minutis. Seadud sademeid (antigeen) pestak-
ge tsentrifugeerimisel kolm korda fiisioloogilise keedusoola-
lahusega ja lisatekse neile 0,1 ml 1:1C0 lahjendatud anti-
inimglobiin-seerumit. Katsutefd loksutatakse korralikult,
paigutatakse 18 tunniks termostaati 37°% Juﬁres Ja hoitakse
siis veel kaks tundi toatemperatuuri juures. _ 3

Positiivee Coombei testi korral on katsutite pshjas né-
ha kohevat sadet, negatiivmne test véljendub aga iihtlase piir-
Jjoonega tiheda kettataolise sademena.

Blockingtest.

Antiinimglobiin-seerumi puudumisel Qbib blokeerivate an-
tikehade sedastamiseks kasutada blockingtesti. Negatiivse
Wrighti reaktsiooni vdi tsoonifenomeni puhul lisatakse kat-

_ sutitesse 0,1 ml brutsellide diagmostilist aglutineerivat
seerumit eelkatses mé&ratud lahjenduses. Katsuteid loksuta-
takse korralikult, paigutatakse 18 tunniks termostaati 37°C
Juures ja hoitakse siis veel kaks tundi toatemperatuuri juu=-
res. Kui aglutinatsioonireaktasioon ka niiiid puudub, esinevad
uuritavas vereseerumis blokeerivad antikehad, mis takistavad
brutsellide iihinemist spetsiifiliste aglutinatsiooni pdhjue-
tavate antikehadega.

Tarviliku brutsellide diagnostilise aglutineeriva seeru-
mi lahjenduse mé#éramiseks valmistatakse fﬁsioloogilieé kee-
dusoolalahusega seerumi lahjendused 1:20, 1:40, 1:80,:1:160,
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1$320, 1:640 jne. kuni seerumi tiitrini. Iga lahjenduse hul-
gaks on 0,5 ml.lLahjendustele lisatakse 0,5 ml diagnostikumi,
loksutatakse, paigutatakse 18 tunniks termostaati 37°C Juu-
res ja hoitakse siis veel liks tund toatemperatuuri juures.
Kui néiteks lahjenduses 1:320 esineb tugev, lahjenduses 1:640
aga ndrgem aglutinatsioonireaktsioon, kasutatakse blocking-
testis seerumit lahjenduses 1:60 (blockingtesti vdetakse see—
rumit 10 korda véiksemas lahjenduses seetdttu, et 0,1 ml see-
rumit lisatakse 1 ml haige vereseerumi ja diagnostikumi segu-
le Wrighti reaktsioonist).

Allergiline nahareaktsioon.

Brutselloosi diagnouosimisel kasutatakse intrakutaanset
allergilist nahareaktsiooni brutselliiniga. Reaktsioon muutub
positiiveeks 8. - 10. baiguspéeval ja piisib sellisena aastaid,
viimaldades diagnoosida brutselloosi ka retrospektiiveelt.

Brutselliin on brutsellide kolmenédalase puljongkultuu=
ri filtraat. Siistitakse 0,1 ml brutselliini intrakutaanselt
kdsivarre sisekiiljele. Kontrolliks on vastavas hulgas ja vii-
sil manustatud eteriilne fiusioloogiline keedusoolalahus.
Reazktsioconi hinnatakse 24 ja 48 tunni pérast. Positiivsele
reektasiconile on iseloomulik turse, millele tavaliselt kaa-
suk punetus.

Aliergilist nahareaktsiooni kasutatakse ka brutselloosi
dtagnoosimisel loomzdel.

TOilesanded.

1. Demonstratsiooni korras uvurida Pasteurella pestis'e prepa-
raaie, x

2, Demonetratsiooni korras uurida Pasteurella tularensis'e
preparaate.

3. Demunstrateiooni korras uurida brutsellide preparaate.

4. Demonstratsioeni koirras tutvuda brutsellide kasvuga virv-
ainetega s66imeil.
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5. Teha. Wrighti reaktsioon haige vereseerumiga, kellel klii-
niliselt kahtlugtatakse brutfelloosi.
6. Teha Huddlesoni reaktsioon brutselloosihaige vereseerumiga.

Y oS reakt ik m.

Teema : KOHUTUUFUSE JA SALMONELLOOSIDE
MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

¥rightt reaktasiooni
hindamine.

Reaktsiooni hinnatakse 24 tunni pérast peale katsutite
termostsadis hoidmist 37°C juures. Tulemusi loetakse palja
silmaga, hinnates positiivset reaktsiooni iihest kuni nelja
plussini jérgmiselt:
++++ vedelik téiesti selge, katsuti pdhjas on tugev sade;
+++ vedelik O&rnalt héigune, pdhjas tugev sade;

_++ vedelik hiéigune, pdhjas viike sade;

vedelik tugevalt hiigune, pdhjas viiga ndrk sade;

kahtlane reaktsioom,

- regatiivne reaktsioon, suspensioon on iihtlaselt hégune ja
katesuti pdhjas sadet el ole.

Olgu mérgitud, et digesti saab hinnata reektsiooni tulemu
si 20 - 24 tunni p#rast, mitte aga hiljem, kuna pikemal seis-
misel tekib sade ka antigeeni kontrollsuspensioonis. Viimases
homogeniseerub see aga iihtlaselt katsuti loksutamisel ega néi-
ta luubiga vaatlemisel teralisust.

Wrighti reaktsiooni hindamisel vdetakse piiriks see see-
rumilahjendus, milles aglutinatsioonireaktsioon on toimunud
vihemalt kahe plussi ulatuses.
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Aglutinatsioonireaktsiooni puhul seerumilahjenduses
1:800 loetakse reakisiooni twgevalt poeitiivseks; lahjendu—
.8es 13200 - 13400 - positiiveeks, kuna lahjendustes 1:50 -
1:100 hinnatakse reaktsiooni kahtlaseks. Negatiivse v&i kaht-
lase reaktsiooni korral on soovitav Wrighti reaktsiooni kor-
rata 7 « 10 pheva mS8dumisel.

Enterobacteriaceae sugukonda
Fuuluvate dDakteritie dldine
iseloomustus. %

Familia Enterobacteriaceae ithendab arvukaid bakteriliike,
mis esinevad inimeste ja loomade soolekanalis. Need bakterid
on k3ik gram-negatiivsed eosteta lilhikesed limarate otstega
pulgakesed, mistdttu neid morfoloogiliste omaduste pdhjal iike-
teisest eristada ei saa. Osa neist on verustatud viburitega,
kuna teine osa on piisivalt mitteliikuvad. Kdik kasvavad tava-
listel stdtmetel. Selle sugukonna iikSikud bakteriliigid erine-
vad aga oma blokeemiliste omaduste ja antigeense struktuuri
poolest.,

Osa nimetatud sugukonda kuuluvaid baktereid, nagu Esche-
richia coli, Aerobacter aerogenes jt. esinevad saprofiiiitidena
inimeete ja loomade soolekanalis. Teine osa on aga mitmesugus-
te soolenakkuste, nagu kohutiiifuse, paratiiiifuse A, B vdi C,
toidunﬁréistuste, diisenteeria tekitajateks. Nimetatud soole-
nakkustel on terve rida iihiseid omadusi ja nimelt:

1. Nakatumine toimub mikroobide sattumisel organismi suu
kaudu.

2. Bakterid paiknevad je paljunevad haiges organismis pea~
asjalikult soolekanalis, mist8ttu nad koos roojaga v&liakeak—
konda eritatakse.

3. Teatud protsent haigust libipddenud v&i isegl terveid
isikuid v&ib roojaga eritada haigusetekitajaid baktereid, ol-
les bakterikandjateks.

4. Haiguse levik toimub reostatud kiéte vahendusel, midirdu-
nud esemete, toiduainete, vee ja kérbeste kaudu, sdltudes ot~

-50~




seselt kommunesal-sanitaaralastest tingimustest ning isikliku
hﬁgieehi tavadest.

Arvestades asjaolu, et Enterobacteriaceae sugukonda kuu-
luvad bakteriliigid morfoloogiliselt ei erine iiksteisest ning
et katseloomade nakatamine (bioloogiline meetod) on siin diag-

noosiks mitterakendatav, toimub neist pShjustatud infektsioco-
pide mikrobioloogiline diagncosimine pShimiselt bakterioloo-
gilise uurimisena, st. haigusetekitajate isoleerimise ja nen-
de samastamise n#ol. Peale selle rakohdltakae ks seroloogi-
list uvurimismeetodit, mis seisneb spetsiifiliste antikehade
mé#iramises nakatunud organismi vereseerumis.

Soolenakkuste bakteriocloogilisel diagnoosimisel on uuri-
mismeetodi aluseks patogeensete bakterite biokeemiliste oma-
duste erinevuse érvestamine normaalse soolefloora esindajaist.
Tiilipiline Escherichia coli fermenfeerib 24 tunni jooksul lak-
toosi happe ja gaasi produktsiooniga, kuna patogeensed soole-
bakterid selliselt laktoosi ei 1ldhusta. Seepérast kiilvatakse
uuritav roe kahtluse korral kdhutiiiifusele, paratiiifusele vdl
diisenteeriale, laktoosi sisaldavale tahkele diferentslsal-
diagnostilisele sbdtmele. sébtmele lisandatud indikaatori vér-
vuse erinevus v&imaldab eristada laktoosi fermenteerinud
Escherichia colli pesi sede mittefermenteerinud bakterite pe-
sadest. Uksikpesadest isoleeritud bakterikultuuride edasine
identifitseerimine toimub nende biokeemiliste omaduste alusel
mitmesugustel eristdtmetel, eriti diferentsiaal-diagnostilis-
tes vedelstttmetes; nn. kirjus reas ja ka seroloogiliselt -
aglutinatsioonireaktsiooni abil spetsiifiliste aglutineeriva-
te seerumitega.

K8hutiifuse jJa paratiifuse
L] ~
h mikrobioloogiline diagnoos.

Salmonella typhi on kdhutiilifuse ja Salmonella paratyphi
A, B ja C paratiiiifuste A, B, C tekitajasiks. Kohutiiifus ehk
Typhus abdominalis ja kliiniliselt sellele sarnased paratiii-
fus Ay B ja C on #égedad nakkushaigused, mis on iseloomustatud
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muutustega peensoole liimfisiisteemis (Peyeri naastud, soli-
tHdrfolliikulid, mesenteriaalsed liimfisdlmed), organismi iil-
dise kahjustusega patogeense mikroobi elutegevusproduktidest
Jja haiguse algperioodil esineva bakterieemiaga - bakterite
leidumisega veres.

Mikrobioloogiliselt uuritakse: 1) haigeid, 2) rekonva-
lestsente bakterioloogilise tervistumise mééiramiseks, 3) hai-
getege kontaktis olnud isikuid, 4) toitlusettevdtete, laste-
asutuste ja meditsiinitodtajaid bakterikandluse avastamiseks.

Uuritav materjal.

Haigelt vdetakse uurimiseks verd, luuiidi punktaati, duo-
denaalmahla, rooja, uriini. Kahtluse korral bakterikandluse-
le uuritakse peamiselt rooja, peale selle ka duodenaalmahla
ja uriini. Epidemioloogilisel néidustusel vdetakse uurimiseks
Jjoogivett ja toiduaineid.

Mikrobioloogiline uurimine.

Uurimismeetodina rakendatakse:

1) haigusetekitajate isoleerimist kiilvides ja
2) seroloogilist uurimist.

Kohutiilifuse ja paratiiifuse mikrobioloogiline diagnooei-~
mine s8ltub haiguse staadiumist.

Juba esimestel haiguspéievadel otsitakse tiilifusekahtlas-
tel haigetel varase diagnoosi sihiga haigusetekitajaid verest
v8i luuiidi punktaadist.

Nimetatud materjalides v8ib haigusetekitajaid leida esi-
mesel haigusnéidalal ligi 90% juhtudel. Kuid ka teisel va&i
kolmandal n#dalal v3ib palaviku piisimisel, samuti ka retsi-
diivide perioodil leida haigusetekitajaid verest, kuigi juba
tunduvalt harvemini. Vere kiilve on soovitav teha korduvalt,
mitte codates eelmiste kiilvide tulemusi.

Paralleelselt verekiilviga v3ib juba haiguse algperioodil
uurida ka soolesisu - duodenaalmahla, mis vdetud keetmisel
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steriliseeritud duodensalsondiga ja ka rooja, viimast kill
eriti kdhulahtisuse esinemisel.

Peale 10. - 12. haiguspdeva, paratiiiifuse puhul varem,
vdib leida haige nahapinnal rindkere ja kdhunaha piirkonnas
roosakaspunase virvusega ja harvalt asetsevaid tépikesi -
roseocole. Selline ldbtve kujutab endast organismi reaktsioo-
ni naha liimfisoontes metastaatiliselt kogunenud bakteritele.
Naha skarifikatsiooni teel saadud koevedeliku bakterioloogi-
lisel uurimisel vdib samuti isoleerida kdhutiiifuse - v&i pa-
ratiilifuste tekitajaid. &

Haiguse kolmandast nédalast alates, mil soole limfisiis—
teemis areneb koekérbus ja kérbunud massi eraldumine koos
rocjaga, annab rooja bakterioloogiline uurimine sagedamini
positiivseid tulemusi. Samuti nagu rooja, uuritakee uriini
haigusetekitajate suhtes.

Rooja ja uriini bakterioloogilist uurimist teostatakse
ka paranemisperioodis, retrospektiivseks diagnoosiks ja ka
tervetel isikutel bakterikandluse kindlakstegemiseks.

Seroloogiline uurimine.

Alates haiguse teisest n#édalast kuni paranemiseni otsi-
takse haige vereseerumist spetsiifilisi antikehi, aglutinii-
ne. Selleks tehakse haigelt vdetud vereseerumiga vastavate
antigeenide (diagnostikumide) rakendamisel aglutinatsiooni-
reaktsioon Widali jérgi.

Kshutiifushaige verekilv.

Haigelt vdetakse verd kubitaalveenist. Tdiskasvanult
vdetakse verd 10 - 15 ml, viéikelastelt 1 - 2 ml. Kiilvi on soo-
vitav teostada otse haigevoodi juures, mis tunduvalt tdstab
positiivee leiu sagedust. Kiilvatakse vahekorras 1:5 kuni 1:10,
8. o, iihe osa vere kohta peab olema 5 -~ 10 osa sttdet.

‘Juhul, kul otse haigevoodi juures ei ole vdimalik kilvi
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ga varustatud kolbi. Viimase loksutamisel 5 - 10 minuti jook-
sul, nii et kork ei mérguks, defibrineeritakse veri. Samuti
voib verd koguda kolbi, segades seda 3,8%~lise Natrium cit-
ricum'i lashusega vahekorras 1:5. Nimetatud menetlused on ve-
Jalikud vere hiilibimise véltimiseke, sest hiilibes on mikroo~
bide kiire paljunemine pidurdatud. Neil puhkudel, kus veri
on kogutud siiski lihtsalt steriilsesse katsutissc ja saade-
tud laboratcoriumi uurimiseks, toimitakse jérgmiselt: eral~ ;
datekse hiiibunud veres peale kogunenud vereseerum aglutinat- |
sioonireaktsioconi teostamiseks, kuna hiiiive purustatakse ste-
riilse klaaskepikesega ja viiakse katsutisse loomasapiga.
Vere kiilviks kasutatakse k&hutiiifuse puhul peamiselt
jérgmisi st8tmeid:
1) 10%-1ine sapipuljong kolvis 50 - 100 ml,
2) Rappoporti sbbtde kolvis 50 = 100 ml, milles on 10%lisele
sapipuljongile ligandatud 1% manniiti ja Andrade' indikaa-
. torit. Kolvis on ké&rimistoruke, mille abil vdib sedasta-
da manniidi fermenteerimisel tekkinud vaimaliku gaasi ole-
masolu;
3) steriilne loomasapp, koguses 5 - 10 ml mitmes katsutis,
kuhu kiilvatakse uuritavat verd 1 —.2 ml igasse katsutisse.
Kiilvid asetatakse termostaati 37°C Jjuures ja kasvu Jél-
gitakse kuni 7 pHeva. Kasvu ilmnemisel tuleb iimberkiilvide
teel tahketele stdimetele isoleerida mikroobi puhaskultuur
Ja see samastada biokeemiliste ja seroloogiliste omaduste
pShjal. Siin on oluline kontrollida kultuuri ka Grami Jjérgi
vérvitud preparaadis, sest m&nel puhul kasvavad sédtmes vaid
néiteks nahapinnalt périnevad stafiilokokid v&i sartsiinid.
Seega vitab patogeense mikroobi iscleerimine haige ve-
rest mitu p&eva aega, kusjuures t86k#éik oleks uldjoontes Jjérg-
mines
. _péev: haige veri kiilvatakse a) sapipuljongisse. v&i
b) Rappoporti sbbtmesse v3i c) loomasappi. Kilvid asetatak-
se termostaati 37°C kuni kasvu ilmnemiseni.

2. (voi jérgmine)pliev: tehakse iimberkiilv lihtléngagari-

le. Diagnoosi hdlbustamiseks v&ib iimberkiilvi teha ka Russelli

’
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sbtmele (vt. allpool). Kui esimene kiilv on negatiivme, kor—
ratakse ilimberkiilve.

3. ptev: uuritakse lﬁngagéril kasvanud kultuuri jérgmi-
selt:

a) Grami jérgi vérvitud preparasdis mikroskoobi all, et
kindlaks teha selles gram-negatiivsete bakterite olq-aaolﬁ;

b) aglutinatsioonireaktsiooni abil Salmonella typhi,

S. paratyphi A ja B seerumitega. Tiive positiivse aglutinat-
siooni korral ilhes nimetatud seerumis saab anda (arvestades
ka muutusi n#éiteks Russelli v&i Rappoporti stttmes) esialgne
vastus kultuuri kuuluvuse kohta; /

c¢) tehakse iimberkiilv vdikesele kirjule reale, 0,5%-lise-
le piistagarstdtmele ja léngagarile.

4. pev: toimub isoleeritud kultuuri 18plik samastamine.
Médiratakse kultuuri fermentatiivsed omadused ja liikuvus.
Korratakse aglutinatsioonireaktsiooni. Vahel ei aglutineeru
S. typhi viérskelt isoleeritud tiived pindmise Vi-antigeeni ei-
salduse t3ttu O-antiseerumites. Vajaduse korral tehakse siis
aglutinatsioonireaktéioon S. typhi Vi-antiseerumiga.

Samuti nagu verd, uuritakse ka luuiidipunktaati tiilifuse-
Ja paratiilifusetekitajaile.

Rooja kiilv tiilifuse-paratiiiifusetekitajate
isoleerimiseks. :

Salmonella perekonna mikroobide isoleerimisel uuritavast
roojast kasutatakse mitmesuguseid valik- ja kombineeritud
elektiiv—~ ning diferentsiaaldiagnostilisi stdtmeid. Need si~
saldavad mdningaid patogeensete bakterite kasvu soodustavaid
aineid, nagu loomasappi, naatrium-tetrationaati vdi kaasnevat
saprofiiiitide floorat pidurdavaid aineid, nagu kristallviolet=-
ti, briljantrohelist, malahhiditrohelist, sidrunhappe~ vdi de~
soksiihoolhappe sooli jne. Peab aga arvestama seda asjaolu, et
viimati nimetatud ained stdtmeile lisandatud kontsentratsioo-
nides vdivad osaliselt kahjustada ka mdningate tundlikumate
patogeensete bakteriliikide kasvu. Seepidrast on soovitav uu-
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ritav roe kiilvata paralleelselt mitmesugustele sttimetele.

Vdrreldes roojas leiduvate saprofiiiitide arvuga, on pa-
togeensete bakterite arv selles alati palju viéiksem, mis ras-
kendab viimaste isoleerimist puhaskultuurina. Nimetatud pdh-
jusel kasutatakse roojas leiduvate bakterite arvulise vahe-
korra muutmiseks patogeensete bakteriliikide kasuks mdnede
ilalnimetatud ainete lisandusega vedelaid rikastussdttmeid.
Sagedamini kasutatud rikastusstotmeks on Kauffmanni briljant-
rohelist ja tetrationesatnaatriumi sisaldav sapipuljong. Sel-
lesse kiilvatakse iihes katsutis asuva 7 - 8 ml sbdtme kohta
aasaga votmisel silmaga néhtav tiikkike uuritavat rooja vdi md-
ni tilk, tihedat roojasuspensiooni. Selline suur kiilvihulk on
8iin vdimalik, arvestades nimetatud stéotme kiillaltki tugevat
saprofiiitide kasvu pidurdavat toimet 5 - 20 tunni jooksul.
Peale Kauffmanni stbtme kasutatakse veel teisl rikastussddt-
meid nditeks hiipertoonilist magneesiumkloriidi lahust bril-
jantrohelise lisandusega ja rida teisi. \

Rikastusstdtmest tehakse. iimberkiilv mitte varem kui 5 ja
mitte hiljem kui 20 tunni md&dumisel tahketele elektiiv- ja
diferentsiaal-diagnostilistele sdbtmetele Petri tassides. Ar=
vestades asjaolu, et osalt ka need sisaldavad mitmesuguseid
saprofiiitide kasvu pidurdavaid aineid, mis véivad aga mdjus-
tada ka tundl}kemate patogeensete liikide kasvu, tehakse kiil-
vid tavaliselt kahele v3i kolmele erinevale elektiiv-diferent-
siaaldiagnostilisele sdttmele. Kiilvides nimetatud stttmeile
oteitakse 24 tundi hiljem laktoosi mittefermenteerirud pesi
ja isoleeritakse iimberkiilvi teel lkeikpesast saadud puhaskul-
tuur. Puhaskultuuri saamine Onnestub aga vaid siis, kui sbddt-
meplaadil on kasvanud iksikult asetsevad, mitte aga laatunud
pesad. Samuti takistab puhaskultuuri saamist Proteuse tiivede
sagell roniv kasv tahketei sbbtmetel.

Elaktiiv—diferentsiaaldiagﬁostiliate sfbtmetena kasuta-u
takse praegu sagedamini alljérgnevaid stdtmeid:

1. Endo sddde.

2, Drigalski sbdde.

3. Levine' sbode.
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4. Broomtiimool-laktoosagar sbtdde. Sellele stdtmele soo-
vitatakse lisandada 2%-1ist metakroomkollase lahust
(14 - 15 ml 1 liitri stbtme kohta) Proteuse liikide
roniva kasvu pidurdamiseks, 8. o. Winkle s&bde.

‘5. Ploskirjevi soddde.

6. Wilson-Blairi vismutsulfitagar sbdde.

= Laktoosnegatiivsest iliksikpesast isoleeritud puhaskultuur
samastatakse edasisel uurimisel biokeemiliste ja antigeensete
omaduste alusel.

Uldiselt toimub rooja ja uriini uurimine kdhutiiiifuse-
paratiiiifusetekitajaile alljérgneva skeemi jérgi:

1. péev:

rooja kiilv Kauffmanni v&i rooja, uriini voi uriinisademe
monda teise rikastussddt- kiilv otse tahketele stotmetele,
messe; sellest 5 - 20 tun- nagu
ni méddumisel limberkiilv a) Ploskirjevi ja Levine' sddt-
néiteks mele vdi
a) Levine' ja Wilson-Blairi b) Levine' ja Wilson-Blairi

sdotmele vai s66tmeile

b) broomtiimool-laktoosagari-—
le metakroomkollase li-
sandusega

2. vdi 3. péev:

Laktoosi mittefermenteerivate peaade,kbntroll Grami Jﬁf—
gi vérvitud preparaadis ja imberkiilv liksikpesast tahkele s8b6t-
mele puhaskultuuri saamiseks. Selleks kasutatakse néiteks
broomtiimool-laktoosagarit vdi Russelli, Preussi v3i Kligleri
soodet, harvemini tavalist léngagarit.

3. véi 4. péev:

Puhaskultuuri kontroll Grami jérgi vérvitud preparaadis,
orienteeruv agiutinataioonireaktsioon k8hutiiiifuse-paratiiiifuse~
tekitajate seerumitega ja iimberkiilv jérgmistesse stttmetesse:

a) lihtpuljongisse vdi peptoonvette

(indosli ja HyS mééramiseks),

b) gliikoospul jongisse

(Voges—~Proskaueri testi ja metiiiilpunasetesti tegemi-
seks),

x
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¢c) 0,5%lisse piistagarisse
(mikroobi liikuvuse mééramiseks),
d) viikesesse kirjusse ritta
(gliikoos, maltoos, manniit, lektoos, sahharoos),
e) lihtléngagarile
(kultuuri puhtuse ja antigeense struktuuri tépsemaks
kontrollimiseks).

4. vdi 5. péev: ~

Puhaskultuuri biokeemiliste omaduste hinnang. Kontrolli-
takse aglutinatsioonireakisiooni ja vajaduse korral tehakse
see katsutites tdusvate seerumilahjendustega. Viimane on va-
jalik neil Juhtudel, kus isoleeritud tiivi aglutineerub mitme,
néiteks S. paratyphi A ja B seerumitega -~ homolcogsed bakte=-
rid aglutineeruvad kuni seerumitiitrini. Vajaduse korral te-
hakse tiive tépsemaks samastamiseks aglutiniinide adsorptsioo-
nitest Gastellani jérgi.

Tuleb mérkida, et ililalnimetatud iildine uurimisskeem v&ib
mdnes osas varieeruda s&ltuvalt laboratooriumi tdSkoormusest
ja laborantide tddkogemustest.

Massiliste uuringute teostamisel pannakse jooksvas labo-
ratoorsea t66s erilist rdhku kiirmeetoditele. Nii n#iiteks vdib
juba teisel uurimispéeval laktoosnegatiivsete pesadega teha
orienteeruv aglutinatsioonireaktsioon. Samast pesast v&ib te-
ha iimberkiilv lihtpul jongisse indooli mé#ramiseks jérgmisel
péeval. Samast puljongkultuurist voib aga juba 5 - 6 tunni
mbdumisel teha iimberkiilvid kirjusse ritta, léngagarile jt.
sbbtmetele. Sel teel saadakse tulemusi iihe péeva vdrra kiire-
mini.

Sagell ei tehta jooksvas laboratoorses t86s diferentsi-
aal-diagnostilietel stdtmetel kasvanud laktoosnegatiivsete pe.-
sade {imberkiilvi mitte teise diferentsiaaldiagnostilise s8&tme
sektorisse Petrl tassil, vaid kiilvatakse vastav materjal Rus-
selli, Kligleri v3i Preussi stbtmesse. Viimati nimetatud st&t-
med v3imaldavad tépsemalt ja kiiremalt eristada kahtlasi kul-
tuure laktoosi mittefermenteerivaist saprofiilitidest, millest
ainult esimesi uuritakse edasi seroloogiliselt.
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Kligleri ja Russelli sbttmed, sisaldades laktoosi ja
gliikoosi koos indikaatoriga iihes ja samas stttmes, asendavad
osaliselt viikest kirjut rida, kiirendades seega isoleeritud
kultuuri samastamist. Preussil stdde vdimaldab aga kiirelt
vélja liilitada Proteuse liigid.

Tﬁﬁfnac-parq;ﬁﬁfusetekita;n isoleerimine vees.

Selleks kasutatakse iihte allpool esitatud meetodeist:

a) Suurem kogus uuritavat vett filtreeritakse 1l#bi memb-
raanfiltri, mis seejérel asetatakse Wilson-Blairi stttme pin-
- nale. Nimetatud stdtmel kasvavad kdhutiiiifusetekitajad bugav-
mustade pesadena, piiratud metalse léikega tsoonist. Seamasu-
gused on S. paratyphi B pesad, kuna S. paratyphi A pésad on
rohekat vérvust. Uksikpesa isoleeritakee -edasi nii, nagu ees-
pool kirjeldatud. 3 @

b) Lisatakse 3 1 uuritavale veele 10 ml 10%-list sooda-
lahust ja 5 ml liquor ferri sesquichlorati't. Mone tunni pé-
rast valatakse pealmine vedelik éra, sade tsentrifugeeritak-
se ja kiilvatakse sbdtmeile. Edasi otsitakse stttmelt laktoos-
negatiivseid pesi, mis isoleeritakse ja uuritakse, nagu ees-
pool kirjeldatud.

c) Viimasel ajal kasutatakse ka faagi tiitri tdusu reaki-
siooni nimetatud haigusetekitajate kindlakstegemiseks vees.

St8tmeid Salmonella perekonna mikroobide
uurimiseks.

Osa kasutatavaid sdttmeid’ (kirju rida, Endo, Levine',
Drigalski, Smirnovi, broomtiimool-laktoosagar sttde) on leid-
nud késitlemist juba illdmikrobioloogia VII praktikumis.

Kauffmanni rikastussbdde.

Voetakse 450 ml steriilset lihapeptoonpuljongif, kuhu
lisandatakse 22,5 g pulveriseeritud kaltsiumkarbonaati. Siis
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lisatakse 10 ml jood-joodkaaliumlahust (20 g joodi, 25 g
joodkaaliumi 100 ml 'aq. dest.), seejiérel 50 ml 50%-list ste-
riilset naatriumtiosulfaadilahust, 5 ml 0,1%-1list briljant-
rohelise lahust ja 25 ml steriilset hérjasappi. Ainete lisan~
damisel nimetatud jérjekorras tuleb stbdet iga aine jérel se—
gada. Valada katsutitesse 7 - 8 ml edddet, sealjuures pide-
valt loksutades selleks, et kriit iihtlaselt jaguneks katsu-
titesse. Steriliseerida voolave auru sterfisaatoris 40 min.

Ploskirjevi sbdde. :

S6bdet toodetakse kuiveddtmena ja viljastatakse hermee-
tiliselt suletud pudelites. Sisaldab kuiva lihapeptoonagarit,
sapihappesooli, sidrunhappenaatriumi, naatriumhiiposulfitit,
laktoosi, sek. naairiumfosfaati, briljantrohelist, kaltsi-
neeritud soodat, joodi, keedusoola ja indikaatorina neutraal-
punast. -

Kohe enne kasutamist kaalutakeé 6 - 7 g kuiva sdddet
100 ml destilleeritud.veele, segatakse hésti ja kuumutatakse
keemiseni. Valatakse Petri tassidesse 10 - 12 ml ja lastakse
hanguda 1 tund. Saprofiiiitide, eriti mitmesuguste kokkide ja
osalt ka Eschericha coli kasv on nimetatud stdtmes tugevasti
pidurdatud. Viimane kasvab stttmel lhbipaiatmatute punaste
pesadena. Salmonella ja Shigella perekonna mikroobid kasva-
vad gellel jébipaistvate virvitute pesadena. Mdned patogeensed
liigid (n#it. Shigella dysenteriae) kasvavad aga sellel s65t-
mel halvasti. Ploskirjevi sdctme korral vdib kasutada jooks-—
vas t56s kb mittesteriilseid Petri tasse.

Wilson-Blairi sdcde.

Valmistatakse samuti iuivsﬁﬁtmena. Sisaldab lihapeptoon-
agarit, vismuttsitraati, gliikoosi, Mohri soola, naatriumsul-
fitit, sek. naatriumfosfaati, briljantrohelist ja kaltsinee-
ritud soodat. Kaalutakse 6 - 7 g kuiva sttdet 100 ml destil-
leeritud veele, segatakse ja keedetakse 3 - 5 min. Jahutatak-
se kuni 50°C, loksutatakse segi ja valatakse vélja Petri tas-
sidesse. Tassid sbotmega kuivatatakse termostaadis 1 tund.

Kohutiiifuse-paratiiiifusetekitajad (vélja arvatud S. para-
typhi A) redutseerivad naatriumsulfitit, millest vismutsoola-
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de juuresolekul tekib musta vérvusega vismutsulfiid. Pesad
on mustad, piiratud metalse léikega tsoonist. S. paratyphi
A pesad on v&ikeaed, rohelised, kolibakterite pesad aga ro-
hekaspruunid. :

Kuivsbttmena toodetakse meil veel Endo, Levine ja véil-
kese kirju rea pooltahkeid suhkrustotmeid, kusjuures indikaa-
toriks on kirju rea sdttmeis veesiniee"(Waaserblau) ja rosool- .
happe segu. :

Russelli sddde.

Lisatakse 100 ml vesivannis sulatatud 1%-lise lihapep-
toonagarile 1 g laktoosi, 0,05 g gliikoosi ja 1 ml Andrade in-.
dikaatorilahust, steriliseeritakse autoklaavis 112 - 115°%
juures 20 min. ja lastakse katsutites léngasendis hanguda nii,
et katsuti pdhjas oleks 3 cm kdrgune piistagarikiht ja selle
kohal umbes sama kdrge léngpind. Kilv tehakse pistena agaria;
se ning siksakina léngpinnale. Glikoosi fermenteerimisel muu-
tub stéde alumises osas punaseks, kuna laktoosi fermenteeri-
misel vérvub ka léngpind. Gaasi esinemisel ldheneb agarsddti-
me kiht.

Preussi stBde.

Vesivannis sulatatud lihapeptoonagarile lisandatakse 1%
karbamiidi ehk kusiainet ja 0,5% gliikoosi. Indikaatorina 1i-
satakse 0,04% broomtiimoolsinise vesilahust, vahekorras 1 cea
indikaatori lahusele 9 osa stBdet. Valatakse katsutitesse, \
steriliseeritakse autoklaavis 112% juures 15 min. ja lastak~
se hanguda léngasendis. St6de on rohelist vérvust. Ureaasi
produteeerivad mikroobid, nagu Proteusi perekond, Pseudomonas
aeruginosa, Aerobactér aerogenes jt. muudavad leelise reakt-
siooni tdttu stdtme sellel kasvades siniseks. Salmonella,
Shigella perekonna mikroobid, mitte 1ldhustades karbamiidi,
kiill aga fermenteerides gliikoosi, muudavad s6dtme kollaseks.
Vdrvuse muutus on ndhtav stétmes juba 8 — 10 tunni vanuses
kultuuris, Proteuse liikide puhul aga veelgi varem.

Kligleri stode - (Baderi ning Hotzi modifikatsioonis).

Lisatakse1 1 vesivannis sulatatud ja hésti selitatud 2%
lisele lihapeptoonagarile 10 g laktoosi, 1 g gliikoosi ja 10
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ml igast jérgmisest lahusest: 2%-line raudsulfaadilahus; 0,8%~
line neatriumtiosulfaadilahus ja 4%-line naatriumsulfiti-
lahus. Siis lisatakse 24 ml 0,1%-list fenoolpunase lahust
(lahustatud 1 osas soojas alkoholis, millele lisandatud see-
Jtrel 9 osa soojendatud aq. dest.) ja 2 g karbamiidi., Vala-
takse katsutitesse 4 - 5 ml ja steriliseeritakse sutoklaavis
105°C juures 15 min. Enne kasutamist sulatatal=e vcsivannis ja
lastakse hanguda l#ngesendis nii, et katsuti pdhjas oleks 3
ch kdrgune piistagarikiht ja selle kohal samakdrgune léngpind.
Laktoosi fermenteerijad mikroobid muudavad sbétme léngpinna
kollaseks, laktoosnegatiivsed aga punaseks. Gliikoosifermen-
teerijad muudavad pilietagari osa kollaseks, kui aga férmentee-
rivad kusiasinet, siis punaseks. Gaas ilmneb agarisamba 1l3he-
nemises, st produktsioon aga mustas virvuses pistekanali
suunas. 3

!

T6d8ililesanded.

1. Hinnata Wrighti reaktsiooni tulemusi. :

2. Teoatada kohutiilifusekahtlase haige vere kiilv 10%-lisse
sapipuljongisse.

3. Teha Kauffmanni rikastuesddtmest limberkiillv diferentsiaal~
diagnostilisele stdtmele Petri tassise. ;

4. Kontrolltds.

-H2=-
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Vi PErAaEL LXK UN .

Teema : KOHUTUUFUSE JA SALMONELLOOSIDE MIKROBIOLOOGI-
LINE DIAGNOOS.

Kdhutiifushaige vere-
kilv (jarg). :

Eelmisel korral sapipuljongisse tehtud verekiilv on muut-
nud sb8tme kergelt héguseks. Mikroobi isoleerimiseks tehakse
sapipuljongist iimberkiilv tahkele stdtmele. Kuna nduetekohase
kiilvitehnika rakendamisel kasvab verekiilvis ainult iiks, bak-
terieemiat pShjustanud mikroobiliik, siis v&ib lmberkiilvi
teha tavalisele léngagarile. Juhul, kui imberkiilv teostatak-
se steriilse pipeti abil, peab olema Hirmiselt ettevaatlik
selles, et infitseeritud vedelik ei satuks lauale, kitele Ja'
mujale.

K O\H utiifushaige rooJja-
kilv (Jérg).

Diferentsiaal-diagnostilisel stdtmel Petri tassis otsi-
takse laktoosi mittefermenteerinud mikroobipesi. Juhul, kui
sbotmena kasutati broomtiimool-laktoosagarit, siis on laktoo-
8i fermenteerinud bakterite (Escherichia coli, Aerobacter
aerogenes) pesad kollased, teised aga sinised. Patogeenaete
liikide isoleerimiseks otsitakse s&tmel eraldi seisvad lak-
toos-negatiivsed pesad, millest tehakse kontrollpreparaat
Grami jérgi ning seejérel iimberkiilv broomtiimoollakioos—agari
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sektoritele, léngagarile (v61 Russelli, Preussi, Kligleri
sbbtmele).

Kilvid asetatakse taas termostaati 24 tunniks 37°C Juu=-
res.

Nidali r-eak®t aioon

Kohutiiiifus-paratiilifushaige vereseerumis tekivad organis-
mi immuniseerimise v#ljendusena spetsiifilised aglutiniinid,
mida saab Widalil reaktsiooniga kindlaks teha juba alates tei-
sest haigusnédalast. Vastavalt Salmonella perekonna mikroo-
bide antigeensetele omadustele tekivad vereseerumis 04, H=
Ja Vi-aglutiniinid. Vi-aglutiniinid on veres madalas tiitris
ega ole haiguse diagnoosimisel praktilise téhtsusega, kiill
age Lervete bakterikandjate avastamisel.

‘0- ja H- aglutiniinide tiiter tduseb tcisest haigusné-
dalast alates pidevalt kuni paranemisperioodi alguseni. Al-
gul ilmuvad O-aglutiniinid, vdhe hiljem aga H-aglutiniinid.

Tuleb silmas pidada, et ka tervetel isikutel, keda vaki-
eineeriti kdhutiiifuse vastu, tekivad vereseerumis spetsiifi-
lised aglutiniinid, mis piisivad 3 ~ 6 kuud peale vaktsinee-
rimist. Organismi retikulo-endoteliaalse siisteemi spetsiifi-
lise sensibiliseerumise tdttu vdib vaktsineeritu ka hiljem
reageerida isegi mittespetsiifilistele &rritustele spetsii-
filiste aglutiniinide tiitri tousuga (snamnestiline reakt-
aioon). Samaaugust reaktsiooni mehhaniemi v3ib téheldada va-
rem kéhutiiiifust véi paratiiiifust l1&bipddenuil. Vaktsineeri- .
tuil on tegemist peamiselt H-aglutiniinide moodustumisega,
mis on tingitud arvatavasti parenteraalsel teel organismi
viidud ja termilise tootlemise tdttu mdjustatud O-antigeeni
vihemast immuniseerivast toimeet. Siiski tekivad, kuigi vé-
hemal mééral, ke O-aglutiniinid ja vastupidi - haigetel ka
H-aglutiniinid. Seepérast on Widali reaktsiooni‘ﬁiébks hinda-
miseks suure tHhtsusega reaktsiooni korduv teostamine 5 - 7

pdevaste vaheaegadega ja sealjuures téheldatav aglutinatsioo-
nitiitri pidev tdus, hiljem aga tiitri pusimine kérgetel vEHr=-
tustel.
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Vahel esineb, kuigi harva, kdohutiiiifushaigel pﬁaivglt.ner
gatiivne Widali reaktsioon. s
Widali reaktsiooni teostamiseks vdetakse:
1) uuritava haige vereseerum, milles otsitakse aglutiniine;
2) Salmonella typhi ja tavaliselt ka Salmonella pératyphi A
ja By O~ ning H-antigeenid;
3) fiisioloogiline keedusoolalahus lahjenduste tegemiseks.

Antigeenidena kasutatakse alkoholiga v&i kuumutamise ¥
teel surmatud bakterite suspensioone (O-antigeen) ja formalii-
niga téddeldud suspensioone fisioloogilises keedusoolalahuses
(H=-antigeen).

Tavaliselt tehakse t8usvad seerumilahjendused 1:2%, 1:50C,
1:100, 1:200 ja 1:400, mida valatakse katsuteisse 0,5 vdi 1"
ml. Kontrolliks valatakse iihte katsutisse seerumilahjénduse
asemel samas koguses fiisioloogilist keedusoolalahust. Siis
ligandatakse kdikidesse katsutitesse antigeenilahjendust =
2 - 3 tilka v&i 0,5 ml, s, 0. 88ltuvalt antigeeni suspensi-
ooni tihedusest. Selliseid seerumilahjendustega katsutite ri-
du vdetakse niipalju, kuipalju on kasutusel antigeene.” Tava-
liselt tehakse Widali reaktsiooni samaaegselt S. typhi, S.
paratyphi A ja S. paratyphi B vastavate H~ ja O-antigeenide=
ga, seega kokku 6-s katsutite reas. Kui laboratooriumis ei
ole aga kéep#rast S. typhi eraldi H~- ja O-antigeene, siis ka-
sutatakse sama mikroobi antigeeni suapensiéonig&’paraliéél-
selt veel S. moscow tiive. Viimasel on S. typhi-ga iithine O-an-
tigeen. Seetdttu kinnitab uuritava seerumi aglutinatsiooni
tdus S. moscow antigeenile k&hutiiiifuse, mitte aga paratudfus-
te diagnoosi.

‘Statiivid katsutitega asetatakse termostaati 37° c juur—
de. Feale 2 tunni md88dumist vdetakse H-anfigéenilisandusegﬁ
katsutid termostaadist vélja, loetakse esialgsed tulemused
ja jletakse toatemperatuuri juurde seisma. Katsutid O-anti-
geenilisandusega hoitakse termostaadis 20 tundi, s. o. jérg-
mise pédevani. Jérgmisel pheval hinnatakse Widaii reaktaiooni
tulemusi.



Widali reaktsiooni loetakse positiivseks siis, kui on
toimunud aglutinatsioon seerumilahjenduses 1: 200 ja iile
selle.

Foity toksikoinfektsioo-
nide diagnoos.

Nimetatud patoloogiliste protsesside puhul on tegemist
viga mitmesuguste mikroobiliikide poolt pdhjustatud toidu-—
mirgistustega, Haigete loomade, lindude ja kalade liha, piim,
munad v8i juba nende tébtlemisel infitseeritud saadused si-
saldavad massiliselt mikroobe ja nende poolt produtseeritud
toksiine, mis stomisel kutsuvad viélja véga #geda gastroen-—
teriidi. X

Sagedasemad toidumiirgistuste pdhjustajad on mitmesugu-
sed Salmonella perekonna mikroobid: Salmonella typhimurium,
S. enteritidis, S. choleraesuis, S. newport, S. anatum ja
teised. Esineb ka segainfektsioone mitmest Salmonella tiiii-
bist. E

Peale nimetatud bakterite perekonna on toidumiirgistuste
pdhjnstajaiks ka teised mikroobid, nagu Staphylococcus aure-
us, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Shigella sonnei,
Pseudomonas aeruginosa jt.

Vége raske toidumiirgistuse p8hjustajaks on anaeroobne
Clostridium botulinum (vt. XI praktikum).

Toidumiirgistus vdib esineda messilise haigestumisena
vdi likeikjuhtudena s8ltuvalt sellest, kui palju inimesi tar-
vitas toiduks infitseeritud toiduaineid. Peale mdni tund ku-
ni mdni péev kestnud inkubatsiooniperioodi’ arenevad haigus-—
néhud iivelduse, peavalu, kShuvalu ja oksendamisega, millele
hiljem j&rgneb kdhulahtisus vedel-vesise rooja eritusega.

Uurimismaterjal ja selle vdtmine.

Uurimismaterjaliks on haigestunud isikute roe, oksemas—
sid v&i maoloputusvedelik, veri ja uriin. Bakterioloogiliselt
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tuleb uurida k¥iki toiduaineid vd8i nende jHéétmeid, mis vdisid
olla toksikoinfektsiooni pdhjustajaiks, samuti kdbgitbdtajate
kési, ké8gindusid, nuge, kddgilaudu jne.

: Haigestunutelt kogutakse uuritavat materjali, nagu roo-
ja, oksemasse ja maoloputusvedelikku steriilsetesse klaasi-
desse, purkidesse, kolbidesse koguses 50 - 100 ml selleks, et
saaks teha iihtlasi ka keemilist analiiiisi.

Tahke konsistentsiga toiduproduktidest, nagu liha, kala
jne. vBetakse uurimiseks materjali pinnalt ja sisemusest. Ste-
riilse noaga eraldatakse tiikikesi mitmest erinevast kohast,
vdimalikult iihes toruluudega, kokku 400 - 500 g. Soolaliha
v3etakse vastavast tinnist erinevatest kihtidest. Samuti vde~-
takse eraldf uurimisele soolvett. Linnuliha ja mune vdetakse
tervetena. Konserve tuleb vdtta vidhemalt 1 - 2 karpi. Sageli
v&ivad riknenud konservidel pdhi ja kaas olla vélja kummunud,
ndidates gaasiliste laguproduktide kogunemist sisemuses.

Vedelaid produkte kogutakse peale hoolikat segamist ste-
riilse lusikaga 100 — 200 ml koguses. Haigestunute poolt ka=-
sutatud toiduainete jhiitmed vdetakse uurimisele samas ndus,
milles nad on s#ilinud, pakkides k3ik steriilsesse paberisse.
Kasutatud toidundudelt ja laudadelt vdetakse kaabet steriilse
vatitampooniga vdi steriliseeritud skalpelliga ning asetatakse
need katsutitesse.

Kogu uurimismaterjal tuleb vdimalikult kiiresti saata la-
boratoorseks uurimiseks, kusjuures iga objekt olgu eraldi pa-
kitud, pitseeritud, nummerdatud ja kogu komplekt varustatud
iiksikasjalise saatekirjaga. Selles peab olema miérgitud peale
saadetud materjalide loetelu ja p#ritolu ke vastavale toidu-
mirgistusele iseloomulikud kliinilis-epidemioloogilised liihi-
andmed. Need on vajalikud vastava laboratoorse uurimismeetodi
valikuks. . .

Laboratooriumis tuleb materjal uurimiseks ette valmista-
da. Heige roe ja oksemassid emulgeeritakse steriilses fiisio-
loogilises keedusoolalahuses, kusjuures kiilviks vdetakse, pea-
le emulsiooni seismist, pindmist vedelikku.

Maoloputusvedelikku tsentrifugeeritakse ja saadud sade
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kiillvatakse sdbtimeile. -

Vedelad ja poolvedelad toiduained kiilvatakse kohe, ilma
erilise eelneva ttttlemiseta. :

Tahke konsistentsiga toiduained peenendatakse ja h&dru=-
takse uhmrie kvartsliivaga voi klaasitiikikestega ja emulgee-
ritakse fiisioloogilises keedusoolalahuses. Peale tahkete
osiste sadenemist kasutatakse killvimaterjalina pealmist, sel-
ginenud vedelikku. .

Konservidel uuritakse kdigepealt nende hermeetilisust.
Selleks asetatakse nad mingis ndus 6 - 7 minutike vee alla,
kusjuures.vesi peab olema kuumutatud kuni keemiseni. Ohumul-
lide ilmumine mingis karbi servas n#itab hermeetilisuse puu-
dumist. s S

Siis avatakse uuritavad konservid erilise stéeriliseeri-
tud puuriga, mille abil tehakse karbi kaane sisse (viimane
on samuti alkoholiga ja leegil kuumutamisega steriliseeritud)
1 - 1,5 cm 1ébimd8duga ava. Vastava ava kaudu vdetakse ste-
riilse 0,8 cm 1&bimddduga klaastoruga 5 - 6 g konservisisu
uurimiseks nii aeroobsetele kui ka anaeroobsetele mikroobi~-
dele.

Uurimismeetodid.

Uurimismeetodina kasutatakse mikroskoobilist uurimist,
haigusetekitaja isoleerimist kiilvides mitmeéugustele‘sb&tme-
tele, seroloogilist meetodit ja bioloogilist meetodit toksii
nide kindlakstegemiseks.

1. Mikroskoobiliselt v&ib uurida lihakeha ja vorstide
idikepindadelt vdetud puutepreparaate vdi nditeks hakklihast
tentud preparaate, mis viarvitud metiileensinisega ja Grami
meetodil. Kul mikroskoobis 200-kordse suurendusega uurimisel
on néha vaateviéljas enam kui 50 - 100 mikroobi, siis on vas-
tavad produktid sanitaarselt kahtlased. Siiski on selline
nurimine vaid orlentseruve iseloomuga ega véimalda diagooosi
pustituda,

e o

5 Haigusetekitoja iscleerimineg. ~ulvi meetod sdltub
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oluliselt oletatavast, toidumiirgistuse pdhjustanud mikroobi-
liigist. Kui on kahtlus.Staphylococcus aureus‘'ele, siis te-
hakse kiilvid veriagarile ja lihapeptoonpuljongisse ja nuri-
takse toksilist toimet katseloomadel (vaata I praktiium).
Proteus vulgaris ja Edcherichia coll kasvavad hésti tavalistel
sbdtmetel aeroobselt, kuna botulismi kahtluse korral tehakse
killvid anaeroobsetes tingimustes iihes vastava biolnogilice
testiga (vt. XI praktikum).

Kéige sagedamini on toidumiirgistuste puhul giiski t=ge-
mist Salmonella perekonna mikroobidega. Neil puhkudel feoa-~
tub békterioloogiline uurimine samadel spdtmetel ja samadédi
meetoditel, nagu kirjeldatud kdhutiiiifuse-paratiiifusetekitaja-
te uurimisel. Tuleb ainult mérkida, et verest Onnestub hai-
gusetekitajat palju harvemini isoleerida kui kShutiiiifuse pu-
hul, sest haiguskulg on véga kiire ja bakterieemia lithiaegne.
Roojas ja oksemassides leidub aga tekitajaid suhteliseli sa-
geli. Puhaskultuurina isoleeritud mikroob samasiatakse bio-
keemiliste ja antigeensete omaduste pdhjal. Salronells pere-
konna mikroobid, peale mome iksiku erandi, fermenteerivaa
gliikoosi, ﬁaltoosi, manniiti happe ja gaasi produktaiooniga,
ei koaguleeri piima, ei anna indooli ega veelda 2elatiini.
Kdik on varustatud peritrihiaalsetc viburitega ja on seega
liikuvad, vélja arvatud Salmonella pullorum ja Salmonellsa
gallinarum, mis on mitteliikuvad ilma viburiteta Salmonetla
tilibid. Siiski ei v&imalda biokeemilised omedused tapsélt
eristada Genus Salmonelila mikroobe laktoosi mittefermenteeri-
vaist Eacherichia coli variantidest, samuti mitte eraldada
samas perekonnas {iht liiki teisest. Salmonellas perekonna nik-
roobide laboratoorné samastumine baseerub pdhimiselt nende
antigeense struktuuri erinevustele.

Salmonella perekonna mikroobid jaotatakse oma rakukectn
pindmise 0- ehk somaatilise antigeeni p3dhjal rilhmadesse, mida
téhistatukse ladina suurte t#htedega A, B, C, D, E jne. lgs
rihm on jeseloomustatud teatud O-antigeeni komponentidega, mie
on iseloomulikud sellele riihmale. Igas riihmas leiduvad mik-
roobid jeguneved omakorda tiilipidesse oma vibur - ehk H=anti-
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geeni pdhjal. Viburantigeen vdib esineda kahes faasis, spet-
siifilises ehk esimeses ja mitteaspetsiifilises ehk teises
faasis. Seepiérast masab identifitseerida tépselt Salmonella
perekonna mikroobe vaid nende t#ieliku antigeense koostise
alusel, toetudes seejuures ka biokeemilistele omadustele. Ar-
vestades asjaolu, et Salmonella tiilipide arv on viga suur, ula-
tudes sadandetesse, vdib mikroobi samastamine olla viga aega=-
ndudev ja tiilikas. Sercloogilise uurimise lihtsustamiseks ka=
sutatakse seepdrast isoleeritud mikroobi samastamiseks algul _
poliivalentset seerumit, mies sisaldab peaaegu k&iki O-aglutinii-
ne Salmonella erinevate tiiiipide O-entigeenidele. Sel teel te-
‘hakse algul kindlaks mikroobi kuuluvue iildse Salmonella pere-
konda. Siis mé#ératakse tiive kuuluvus ilihte vdi teise riihma vaws-
tavaid O-antigeeni komponente sisaldavate seerumite abil. L&~
puks kasutatakse H-antigeeni komponentidele vastavaid seeru-
meid v&i likeikute Salmonelle tiilipide téisseerumeid, s. o, sel=
liseid, mis sisaldavad aglutiniine iihe tiilibi kdigile 0- ja
H-antigeenidele.

Orienteerumiseks on esitatud mdnede téhtsamate ja sage~
demini isoleeritavate Salmonella tiiiipide antigeenne koostis
Kauffmann-White'i skeemi pdhjal.

» Genus Salmonella mdnede
tiilipide antigeenne koostis Kauffmann-White'i skeemis.

SEIESEERESIRTRS FrEmms E ===3
Tiilip O-antigeen H-antigeen
1.faas 2.faas
EX 2 - =gk
A rihm &
S« paratyphi A 18, 12 a -
B riihm
S. paratyphi B 1, 4, 5, 12 b 1,2
S. typhimurium 1, 4, 5, 12 . 8 1,2
S. heidelberg 1, 4, 5, 12 r 1,2
S. derby 1, 4, 12 f, 8 -
S. essen 4, 12 g, I -

-70-




Tiitip O-antigeen H-antigeen
1.faas 2.faas
R 2 mma
C riihm
S, paratyphi C 6, i 0L c 1,5
S. choleraesuis 6y, 7 1,5
S. typhisuis BT [ 3,5
S. newport : 6, 8 e, h 1,2
i D rihm
S. typhi 9, 124 Y4 d -
S. enteritidis 19 9, 12 g, m .
S. moscow 9, 12 gs Q -
E rihm
S. anatum 34:°36 e, b 1,6

Tabelist ilmneb, et igas riihmas on O-antigeeni teatud
komponent vastavale riihmale iseloomulik, néiteks faktor 2 A
rilhmas, 4 - B rithmas, 6 - C rilhmas, 9 ~ D rilhmas ja 3 ~ E
riilhmas. Kui samas riilhmas on tiilibid O-antigeeni poolest sar-
nased, siis toimub diferentsimine H-gpetsiifilise faasi alu-
sel. Kui aga O- ja H~komponendid samas riihmas on mdlemad sar—
nased, nagu néiteks C rithmas (S. choleraesuis, S. typhisuis),
siis rakendatakse tdiendavalt biokeemilisi reaktsioone. Antud
Juhul erinevad nimetatud S. choleraesuis ja S. typhisuis ara-
binoosi, trehhaloosi fermentatsiooni ja HZS produkteiooﬁi poo-
lest.

Sagedasemateks toksiko=infektsioonide pdhjustajateks on
Salmonella typhimurium, S. heidelberg, S. choleraesuis, S.
newport ja S. enteritidis, millede antigeenne koostis on ta-
belis esitatud.

3. Seroloogiline uurimine.
Real juhtudel on vdimalik sedastada haigestunute vere-

seerumis spetsiifilisi aglutiniine 2. ja 3. pﬁdalal, 8. 0o
siis, kui haiged on juba paranenud. Mdnel juhul on selline
retrospegtiivne diagnoos siiski vajalik. Metoodika on samasu~
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gune nagu kdhutiiiifuse Widali reaktslooni teostamisel. Antigee-
nidena tuleb aga kasutada mitmesuguste Salmonella tiilipide sus-
pensiocones, Kui aga varem dnnestus tekitajai—isoleerida uuri-
tavast materjalist, siis on antigeeni valik lihtne. A

4. Bioloogiline uurimine.

Toksiko~-infektsiooni puhul uuritakse haigestunute poolt
dlejétinud toldujéétmeid veel selliselt, et stddetakse nad val=
getele hiirtele, Mitmed Salmonella tiiibid, nagu S. cholerae-
suis, typhisuis, typhimurium on valgetele hiirtele patogeen—
sed, kusjuures S. typhimurium'i puhul saeb sel teel kindlaks
méérata k& ainuiikei toksiini olemasolu.

»

T86ililesanded.

1. Teostada sapipuljongist ilimberkiilv léngagarile mikroobi iso-
leerimiseks tiiiifushaige verest.

2, Tiifushaige roojakiilvist diferentsiaal-diagnostilisel sodt-
mel Petri tassis valida eraldi seisev laktoosnegatiivne 4
pesa, millest teha kontrollpreparaat Grami Jérgi.

3. Grami jérgi vérvitud kontrollpreparaadi pdhjal uuritud pe-
sast teha Umberkiilv broomtiimool-laktoosagarssttme sektori-
le (v8i Russelli sd6tmesse).

4. Teostada Widali reaktsioon S. typhi H- ja O-antigeenidega
erinevates seerumilahjendustes.

5. Tutvuda uurimismaterjali vdtmise meetodiga toidumiirgistus-
te puhul. Teostada killvid vastavast materjalist Kauffmanni
rikastussttmesse ja diferentsimal-diagnostilisele stotme-'
le Petri tassis. :

a




VII prakxtikunms,

Teema : SALMONELLOOSIDE, DUSENTEERIA JA KOOLERA MIKRO-
BIOLOOGILINE DIAGNOOS.

KehnatiifTupsphaige ‘verekilvi
uurimine (jérg).

Eelmisel korral léngagarile tehtud kiilvis vdib ndéha kas-
© vu laatunud, ilma pigmendita pesade kogumina st&tmepinnal.
" Kultuurist tehtud Grami jéargi vérvitud preparaadis vdib néha
mikroskoobilisel uurimisel gram-negatiivseid ilimarate otstega
ja korrapératu asetusega baktereid. Kui uurida sama kultuuri
kiilvitulemusi véikesel kirjul real, siis v&ib téheldada sel-
les glikoosi, maltoosi ja manniidi fermentatsiooni ainult
happe produkisiooniga, kuna 0,5%-lise agarstttme pistekiilv
néitab mikroobi liikumist - pistejoon pole enam néhtav ja
kasv ilmneb héguse pilvena agaris. Et vastavad omadused vih-
javad Salmonella typhi esinemisele, siis tehakse seroloogi-
line uurimine Salmonella typhi aglutineeriva seerumiga.
Juhul, kui véikeses kirjus reas oleks toimunud gliikoosi,

maltoosi ja manniidi fermentatsioon happe ja ka gaasi produkt-

siooniga, siis tuleh isoleeritud kultuuri eeroloogiliselt
uurida Salmonella paratyphi B aglutineeriva seerumigs (arves-
tades asjaolu, et kliiniliselt ei ole kéhutdﬁfus.paratuﬁfuw~
test eristatav ning meil esineb sagedamini paratuiifus ).
Aglutinatsioon teostatakse esemeklaasil. Puhta eseme-
klaasi iihele otsale asetatakse iiks tilk S. typhi aglutinee-
rivat- seerumit ja teisele otsale iiks tilk filsioloogilist kee-
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dusoolalahust. Kultuurist vdetakse aasaga vihe materjall ja
emulgeeritakse algul fiisioloogilise lahuse tilgas, siis see~
rumitilgas. Esemeklassi ettevaatlikul edasi-tagasi kalluta-
misel, nii et tilgad mitte laiali ei jookseks ega sfrmi mér-
gake (Nakkusohti), tekib positiivsel juhul seerumitilgas ag-
lutinatsioon paljale silmale selgesti néhtava teralisusena.
Fiisioloogilise lahuse tilgas jHib suspensioon aga iihtlaselt
héguseks. 1
Saadud tulemused v3¥imaldavad haige verekiilvist isoleeri-
tud bakterikultuuri identifitseerida Salmonella typhi‘'ne.

KShutiifushaige roocjakilvi
uurimine (Jjérg).

Esimesel korral tehti kiilvid broomtiimool-laktoosagar-
sbbtme sektoritele, kus on kasvanud laktoosi mittefermentee-
rinud klaasjad S. typhi v3di S. paratyphi kahtlased pesad.
Neist vdetud materjalist tehakse preparaat jJa virvitakse
Grami jérgi.

Preparaadi mikroskoobilisel uurimisel on néha gram-ne-
gatiiveeid baktereid.

Edasi teostatakee isoleeritud kultuuri biokeemiliste
omaduste uurimine mitmesugustel s¥Stmetel jea iUmberkiilv léng-
agarile antigeensete omaduste uurimiseks.

Kiilv tehakse Jérgnevatele stdtmetele:

Véike kirju rida: gliikoos
maltoos
manniit
laktoos
sahharoos
lihtpuljong
gliikoospuljong
0,5%-1ine piiatagar
nitraatpuljong
plimsttde
2elatiinsttde
léngagarstbde .
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Kohe peale kiilvi tegemist lihtpuljongisse asetatakse kor-
gl vahelt stdtme kohale filterpaberi riba, mis on eelnevalt
immutatud Plumbum aceticum'i lshuses. Paberi virvumine mustaks
néitab jérgmisel ptieval HZS produktsiooni.

Enterobsascteriaceace sugukonna
mitmesugusaste bakteriliikide
omadunsed 'v8iksel ‘kirjul
real.
S

Sooleinfektsioonide bakterioloogilisel uurimisel on eri-
ti oluline haigelt isoleeritud bakterikultuuride biokeemilis-
te omaduste milramine. Se¢ vdimaldab roojakiilvides esinevate
mitmesuguste bakteriliikide diferentsimist, mida omakorda
tdpsustatakse veel seroloogilise uurimisegas mitmesuguste ag-
lutineerivate seerumite abil.

Sagedamini miéiratakee orienteeruvalt biokeemilised oma=
dused v#iksel kirjul real, millele vajaduse korral lisanda-
takse veel teisi diferentsiaal-diagnostilisi ja eristttmeid.

Roojakiilvides sagedamini leiduvate bakteriliikide bio-
keemilised omadused on esitatud alljérgnevas tabelis:

Enterobacteriaceae sugukonna esindajate
biokeemilised omadused.

.
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Méirkide seletus: h - fermentatsioon happe produktsiooniga,

hg- fermentatsioon happe ja gaasi produki-
sioonigda,

positiivne reaktsioon,
{ - negatiivne reaktsioon,

+

varieeruv reaktsioon.

Widali reaktaioonl
indaemine.

=
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Eelmisel korral teostatud Widali reaktsiooni tulemusi
kontrollitakse aglutinoskoobi all, vérreldes alati reaktsi-
ooni igas seerumilahjenduses vastava antigeeni kontrollsus-

- pensiooniga. Katsutite ettevaatlikul liigutémisel aglutinos~
koobi all on nd#ha, et;kui kontrollkatsutis suspendeerub pdh-
ja sadenenud antigeen ilihtlaselt homogeensena, siis positiiv—
se aglutinatsioonireaktsiooni korral seerumilahjendustega
katsuteis on vedelik ebaiihtlane. Aglutinatsioon H-antigeeni-
ga on suurehelbeline, mis vedeliku tugevamal loksutamisel
tingib helvete lagunemise véhemateks agregaatideks. Seerumi-
lahjendustes O-antigeeni lisandusega on aga positiivse reakt-
siooni korral niéha peeneteralist sadet, mis vedeliku loksuta-
misel piisib iithtlasena. Helvete ja terakeste vahel on vedelik,
vBrreldes antigeeni kontrollsuspensiooniga, tunduvalt lébi-
paistvam.

Widali reaktsiooni hindamisel peab arvestama anamnesti-
lise reaktsioconi vdimalust. Samuti vdib tekitaaa raskusi hin-
damisel nn. kaasaglutinatsiooni esinemine. See on néhtus, kus
uuritav seerum aglutineerib mitte ainult homoloogset, haigust
pdhjustanud mikroobi, vaid ka bioloogiliselt léhedasi - he-
teroloogseid bakteriliike. Nii n#iteks v3ib kdhutiiilifushaige
seerum, peale Salmonella typhi aglutineerida ka S. paratyphi
A, B. paratyphi B ja S. enteritidis mikroobe. Neil on koigil
shivne (ks O-antipeeni komponente, mis téhistatakse arvuga 12
Kauffmenni tabeiis fvt. Genus Salmonella tiilipide antigeense
koostige tabel ¥1 praktikumis,. Neil puhkudel tuleb jélgida,
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millise entigeeniga on aglutinatsioonireaktsioon kdige kirge-
mae tiitris positiivne. Samuti vihjab homoloogsele bakteri-
liigile, s. o. haigusetekitajale, vidhe hiljem (Widali reakt-
piooni teistkordsel teostamisel) lisanduv kdrgemas tiitris
H-aglutinatsioon. Kuid neil juhtudel, kus mitu erinevat anti-
geeni aglutineeruvad samas seerumis lUhesuguse tiitrini, tuleb
homoloogse antigeeni selgitamiseks rakendada Gastellani ag-
lutiniinide adsorpteioonitesti,

widali reaktsiooni &igeks hincamiseks on oluline aglu-
tiniinide tiitri tdusu diinaamiline jélgimine korduvates, 5 =~
7 péevaeste vaheaegadega teostatud uuringutes. :

Illustratsiooniks esitatakse siinjuures Widali reaktsei-
ooni tulemused, kus rakendati, nagu tavaliselt, Salmonella
typhi (Ty), S. paratyphi A (PA), S. paratyphi B (PB) H- ja
O-antigeene.'

Juht nr. 1.

Aglutinatsioonireaktsiooni tulemused 14-ndal haiguspie-

val.
Aglutinatsioon on positiivne jérgmistes seerumilahjen-
dustes:
TyH - 1:400
< Ty0 - 1:800
PAH - 1:200
PAO - 1:200

PBH - 1:400

PBO - 1:400 v

Antud juht vihjab kohutiiifusele, mida kinnitab agluti-
natsioon 1:800 Ty-O=antigeeniga. ;

Juht nr. 2. "

Widali reaktsiooni tulemused teisel haigusnédalal.’

TyH - 1:800

Ty0o -~ 12200

PAH - 13100 . :
s PAO -~ 1:100 .

PBH - 1:400

PBO - 1:200



.

Vastav isik oli 6 kuud tagasi vaktsineeritud kdhutiiiifuse
ja parsatiiiifuse vastu. Kuna korduval Widali reaktsiooni teos-
tamisel aglutinatsioonitiiter ei tousnud, (kuigi TyH - 12800)
vihjavad tulemuscd anamnestilisele reaktsioonile.

Juht nr. 3.

Widali reaktsioon 12-ndal haiguspéieval, Isik on varem
ka vaktsineeritud sooleinfektsioonide vastu.

TyH - 12400
Ty0 - 1:400
PAH -~ 1:100
PAO - 1:100
PBH - 1:200
: : PBO - 1:50

K@hutiiiifusele vihjab kdrges tiitris aglutinatisioon TyH-
Ja O-antigeeniga.

Juht nr. 4.

Widali reaktsioon 13-ndal haiguspieval. Isik ei ole va-
rem vaktsineeritud.

TyH - O
90 = 0
PAH/ - 13400
PAO -~ 13400
PBH -~ 1:50
PBO -~ O

Reaktsiooni tulemused vihjavad paratiiiifus A~le.

Juht or. 5.

Widali reaktsiooni $ulemused 10-ndal haiguspdeval.

Isik on varem vaktsineeritud sooleinfektsiooni vastu.

TyH - 4:200  VWidald TYyH - 1:100
206" reaktsioon S
50 - Tsigh ~TTeaKtete Ty0 1:100
PAH - 1:100 6 pheva PAH - 1:100
PAO - 1350 Jirel PAO - 1150
PBH - 1:400 PBH - 1:800
PBO - 1:200 PBO =~ 1:400

Tiitri tdus PB antigeenidele
vihjab paratiiifus B-le.
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Olgu mérgitud, et Widali reaktsioon on siiski vaid abis-
tavaks menetluseks kshutiiifuse-paratiiiifuse diagnoosimisel,
kuna suunavaks on eelkdige kliiniline pilt, epidemioloogili-
sed andmed ja bakterioloogiline leid.

Poidu toksiko-infektsioonide
uurimine (jérg).

Eelmisel korral teostus uuritava materjali kiilv tahke-
le diferentsimal-diagnostilisele stdtmele ja samuti rikas-
tussBttmele. .

Broomtﬁmool4laktoosagar11~v51b leida peaaegu puhaskul-
tuurina laktoosi mittefermenteerivaid siniseid pesi. Edasi-
seks uurimiseks tehakse:

1. Bbroomtiimool-laktoosagarilt valitud iiksikust laktoosnega-
tiivsest pesast preparaat esemeklaasile, mida vérvitakse
Grami jérgi.

2. Peale iilalmainitud praparaedi kontrollimist mikroskoobis
samast pesast vetud materjali {imberkilv lihtllnsacarile.

3. Kauffmanni rikastussddtmest iimberkiilv tahkele diforont-

: aiaal-diagnoatiliselo sbbtmelo.

Kiilvid asetatakse kasvama termostaati 37°C Juurde .
Disenteeriga " ditagnoos.,

Bakterisalne diisenteeria on #ge sooleinfektsioony mis
kulgeb palaviku, kdhuvalu, organismi intoksikatsiooni ja jé-
mesoole limaskesta p&letiku n#éhtudega. Tiilipilisemaks siimp~—
toomiks peale palaviku, pea- ja kdhuvalu on diisenteeria pu-
hul kdhulahtisus limese-verise ja ka méda sisaldava vedela
rooja eritamisega. Sagell esined kergeid haigusvorme, mis
kulgevad vaid m88duka kdhulahiisusega. Diisenteeriabakterid
lokaliseeruvad jémesooles, pdhjustades haavandite, erosioco-
nide ja teiste pdletikuliste muutuste teket limaskestal.
Erinevalt k8hutiiifusest ja paratiiiifusest el esine dlisenteeria
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puhul bakterieemiat. f

Diigsenteeriabakterid on gram—negatiivsed Umarate otstega |
lilhikesed pulgakesed, morfoloogiliselt sarmased teistele soo-
lebakteritele, kuid erinevad Salmonella perekonna bakteritest
viburite puudumisega- K3ik diisenteeriabakterid on mitteliiku-
vad.

Enterobacteriaceae sugukonnas moodustavad diisenteeria-
bakterid omaette perekonna -~ Genus Shigella. Mainitud pere-
kond sisaldab terve rea erinevaid liike ja tiilipe, kuid on
nende arvu ja antigeense struktuuri poolest vihem kompleksne

kul Salmomella perekond.

Biokeemiliste omaduste pdhjal vdib du§enteeriabaktereid
jaotada nelja riihma, kusjuures mdnes, néiteks Bacterium dy-
senteriae Flexneri ehk Shigella flexneri rihmas eristatakse
antigeense koostise pdhjal terve rida serotiiiipe. Alljérgne-
vas tabelis on esitatud ndukogude ja rahvusvaheline disentee-
riabakterite klaesifikatesiooniskeem, mis omavahel mdnevdrra
erinevad. .

Ranvusvahelises .kiagsifikatsiooniskeemis asuvad Shigella
flexneri B rinmana ja Shigella boydii C rilhmana omaette, ku-
na néukogude skeemis on nad koondatud iihe liigi - Bacterium E
dysenteriae Flexneri alla. Seevastu on aga kaks esimest ndu-
kogude skeemis esitatud liiki: Grigorjev-Shiga ja Stutzer- ,
Schmitz, koondatud rahvusvahelises akeemis A ruhma, milles r,
eristatakse rida serotiiipe. 4

Biokeewiliselt on diisenteeriabakterid erineva aktiivsu-
sega. Osa liike fermenteerib nahniiti, osa aga mitte. Ainult
Shigella sonnei fermenteerib ka laktoosi ja sahharoosi, kuid
aeglacelt, alles mitme n#édala jooksul. K8ik diisenteeriabakte-
rid produtseerivad sukkrute fermenteerimisel vaid hapet ja
ainuit Wewcasile alaliik v8ib glilkoosi lShustamisel anda ka
geasi, kuigi riste alati. Indooli produktsioon onm monedel
jiikidel negatviivne, minedel poaitii?ne:vai varieeruv.
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Diisenteeriabakterite klassifikatsiooni skeem.

Ndukogude Rahvusvahe- Biokeemilised omadused véikses
line kirjus reas ja igdooli moodustumine
hitk Alaliik Tilp Rihm gliikoos [mal- | man~ | lak-{ sah- indool
toos |niit | toos{ sharoos
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riae - - A h - - - - -
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riae - = 19.8 h - ¥ i -~ -
Stutzer-Schmit#
Bact. dysente— | Flexmer a |Shigella B
riae Flexner b |flexneri v
¢ | serotiiiibid h ht " - - -
d }{la-6
; "
“Newcastle h vel hgl - h¥ - = -
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III |}boydii >
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VIiI
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riae | Shigella
Sonne 3 s ~ |sonnei h h h h -
Mirkus: X niitab varieeruvat reaktsiooni erinevatel tiiipidel. o
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Diisenteeria mikrobioloogiline uurimine.

Uurimismaterjaliks diisenteeria puhul on pdhiliselt roe,
mida vdetakse Hgeda ja kroonilise diisenteeria haigelt vdi
bakterikandjalt.

Vereseerumit uuritakse teisest haigusnédalast alates
spetsiifiliste aglutiniinide suhtes.

Uurimismaterjali mikroskoobiline uurimine ei anna mida-
gi, vaid kohe teostatakse killve mitmesugustele stttmetele.

Haigusetekitéja isoleerimine.

Diisenteeriahaige vedel roe on haigusetekitajaid sisal-
dav ja seega nakkusohtlik juba alates esimestest haiguspée~
vadest. Uurimistulemused on seda tulemusrikkamad, mida va-
rasemal haigusperioodil rooja uuritakse ning mida viérskem on
uuritav materjal. Kauemat aega (mitu tundi ja enam) seienud
roojas ei ole diisenteeriabakterid selles esinevate eaprofﬁﬁ4
tide, bakteriofaagi ja teiste tegurite toimele kuigi vastu-
pidavad. Paremaid tulemusi annab seepérast vérske rooja kiil-
vamine otse haigevoodi juures mitmesugustele eristbtmetele.
Uheks meetodiks on uurimismaterjali v&tmine rektoskopeerimi-
‘sel otse jémesoole pdletikulisest piirkonnast selleks vasta-
va steriilse vatitampooniga. Juhul, kui tuleb uurimismater-
Jjali saata laboratoorseks uurimiseks kaugemale, segatakse roe
mingi konserveeriva vedelikuga, mis pikendab selles diisen-—
teeriabakterite eluvdimet. Sagedamini kasutatavaks konservan-—
dike on segu, mis koosneb 3 osast gliitseriinist ja 7 osast
0,6%1isest keedusoolalahusest. Diisenteeria bakteriofaagi
toime insktiviseerimiseks lisandatakse sellele formaliini
vahekorras 1:10 000.

Viga oluline on 3ige materjali wvalik kiilvi teostamisel.
Digenteeriabaktereid v3ib eriti leida haige roojas esinevates
limaniitides ja médatiikikestes. Kilvindelaga vdetakse roojast
nimetatud elemente ja loputatakse need steriilses filisioloo-
gilises keeduscolalehuses, mis valatud Petri tassi v3i kat-
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sutisse. Sel teel vabastatakse kiilvimaterjal osaliselt lima-
ja médatiikikeste pinnal asyvatest saprofiilitidest. Peale stl~
rast manipulatsiooni asetatakse pestud kiilvimaterjal tahkele
sbotmele Petri tassis ja hddrutakse laiali steriliseeritud
Drigalski kepikesega. Massiliste uurimiste teostamisel toimubd
kiilv ka lihtsustatud korras: asetatakse aasaga lima- v3i mé-
datiikike Petri tassi kaane sisekiiljele, hddrutakse see mater—-
jal seal iihe koha peal vihemateks fragmentideks steriilse
Drigalski kepikesega ja tehakse sama kepikesega kiilv sama tas-
gi pdhjal asuvale stdtmele laialihddrumisel tavalises korras.
Kui sd8tmeid on enam, vdib iihe Drigaleki kepikesega teha kiil-
ve veel teisele vdi ka kolmandale stdtmele. Siis saame kolmel
tassil kasvu kordkorralt hdredama pesade asetusega sddtmeil.

Kiilve tehakse elektiiv~-diferenteiaal-diagnostilistele
sb8tmetele, mis mitte iikel ei vdimalda laktoosi mitte fermen-
teerivaid mikroobe eristada laktoosi fermenteerivaist, vaid
pidurdavad tunduvalt mitmesuguste saprofﬁﬁtide, kokkide, koli~
bakterite jt. kasvu. Selliste stttmetena on tuntud Levine,
Drigalski, Winkle, eriti aga Ploskirjevi stdde. Kuna aga Shi-
gella dysenteriae kasvab halvasti v3i peaaegu iildse mitte
Ploskirjevi stttmel, kiill aga teised diisenteeriabakterid;
siis on soovitav roe kiilvate paralleelselt mitmele erinevale
s8btmele. Uurimise k&ik on {ildiselt sarnane bakterioloogili-
sele uurimisele tiiiifuse~paratiilifusetekitajate suhtes ja kul-
geks alljérgneva skeemi kohaselt:

1. péev:

Rooja kiilv Levine®' ja Ploskirjevi sdttmele (v3i mdnele
teisele iilalnimetatud sdStmele).

2. pHev: ;

. Laktoos-negatiiveete pesade kontrell .Grami Jﬂigi virvi-
tud preparaadib ja seejtirel iiksikpesast vdetud materjali lm-—
berkiilv léngagarile (v3i kui vastavad sdttmed olemas - Preus—
si vdi Kliglerli sbtotmele = Genus Proteusi mikroobide elimi-
neerimiseks; mis produtseerivad ureaasi). Juhul, kui iiksikpe-
sast jatkub veel materjali kiilviks, tehakse iimberkiilvid véik-
sele kirjule reale (v&i Russelli sBbtmele) ja 0,5%lisele

plistagarile.
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3. v8i 4. péev:

Kontrollitakse kiilvi puhtust Grami jérgi vérvitud pre-
paraadis. Uuritakse biokeemilisi omadusi (véike kirju rida,
Russelli sbbde jt.) ja vaadatakse, kas mikroob on liikuv vai
mitteliikuv (0,5%1line piistagar). S8ltuvalt biokeemilistest
omadustest (manniit fermenteeritud v&i mitte) valitakse ag-
lutineerivad seerumid seroloogiliseks uurimiseks. Kui ksht-
lue Shigella flexnmeri'le, siis kasutatakse algul poliivalent-
set seerumit liigi mHéramiseks, seejhirel aga juba iiksikuid
tiliibiseerumeid. :

Juhul, kui haige roojakiilvist leitakse gram-negatiivne
mitteliikuv, ureaasi ja Zelatinaasi mitte produtseeriv ja
HZS mitteandev bakteriliik, mis fermenteerib tabelis esita-
tud kujul suhkruid (ainult happe produktsiooniga) ja agluti-
neerub teatud diisenteeriaseerumiga, v3ib nimetatud omaduste
pthjal samastada see diisenteeriabakterina.

Diisenteeria seroloogiline diagnoos.

Aglutinatsioonireaktsioonil haige vereseerumiga (diisen-
teeria Widali reaktsioon)ei ole eriti #dgeda diisenteeria pu-
hul kuigi suurt praktilist td#htsust. Aglutiniinid tekivad
vereseerumis alles teise haigusnéidala alguseks ning kaugelt-
ki mitte kdigil haigeil. Kroonilise diisenteeria puhul, mil
haigusprotsess on pikaldane'ja retsidiveeruv, voib agluti-
natsioonireaktsioon olla suurema téhtsusega. Peab aga arves-—
tama spetsiifiliste aglutiniinide tdusu ka diisenteeria vas-
tu vakteineeritutel esimestel kuudel peale kaitsesiistimisi.
Diagnostilise tiitrina tuleb arvestada positiivset aglutinat-
siooni seerumilahjenduses 1:200 ja iile selle. Antigeenina
tuleb rakendada antud rajoonis sagedamini esinevate diisentee-
riabakterite 0,3%lise formaliiniga t86deldud v&i elussus-
pensioone. Sagedamini kasutatakse Shigella flexneri a, c, d
tiiipide, Newcastle ja Shigella sonnei antigeene.



Koolera nikrodbirteoleogrlilne
diagnoos.

Koolera ehk Cholera asiatica on #dge raskekujuline soo-
leinfektsioon; mille tekitajaks on elavalt liikuv iihe viburi-
'ga varustatud vibrioon - Vibrio comma. Analoogiliselt teis-
tele soolenakkustele toimub nakatumine suu kaudu, nakatatud
joogiveega, toiduga vdi mustade kéite vahendusel. Haigusete-
kitajad lokalimeeruvad peensooles, kus vibrioonide massili-
sel paljunemisel ja hévimisel vabanenud endotoksiinid kahjus—
tavad soole limaskesta ja kogu orgeniemi, pShjustades raskeid
héireid organismi vee ja soolade ainevahetuses. Koolerat ise-
loomustab &ge kdhulahtisus véga sagedase ja rohke vesise roo-
ja eritamisega ja piinav oksendamine, millest sugeneb suur
koevedeliku ja elektroliiitide kadu. Kergemad haigusjuhud kul-
gevad sarnaselt toidu toksiko-infektsioonidele.Kuma koolera on
déirmiselt nakkav ja raskekujuline haigus, loetakse teda eriti
“ohtlikuks nakkushaiguseks nagu katku ja rdugeid, millede le-
viku tOkestamiseks on kehtestatud ranged riiklikud normid
sanitaar-seadusandluse néol, samuti ka rahvusvaheline sani-
taarkonventsioon. 55

Koolerat saab diagnoosida ainult bakterioloogilise leiu
alusel. Seejuures peab vastavas laboratooriumis rakendama
déirmisi ettevaatusabindusid nakkuse leviku tdkestamiseks iimb-
rusesse.

Uuritav materjal koolera puhul.

1. Haige vedel, riisitummi meenutav roe ja oksemassid.

2. Koolnulahangul v3etud peensoole ja sapipdie sisu.

3. Joogivesi, toiduained.

- Olgu mérgitud, et koolera puhul ei ole vere uurimine
néidustatud ei tekitajaile ega ka-spetsiifilistele agluti-
niinidele, sest bakterieemiat koolera puhul ei esine. Aglu-
tiniinid tekivad vereseerumis aga alles 7. - 16. haiguspée~-
val ja ainult osal haigetest. -
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Uurimismeetodid.

Koolera mikrobioloogilisel diagnocsimisel rakendatakse:
1. Mikroskoobilist uurimist.
2., Kilve, eriti teatud kiirmeetodite kasutamisega.

; 1, Mikroskoobiline uurimine.

Laboratooriumis uuritakse kdigepealt haige rooja lima-
tombukestest tehtud preparaati (Grami jirgi vérvitult) mik-
roskoobis Jja otsitakse gram-negatiivseid komakujulisi vibri-
oone. Koolera puhyl vdib neid leida massiliselt igas vaate-
viljas. Orienteeruvat mikroskoobilise uurimise tulemust tu-
leb aga kinnitada bagterioloogiliao leiugs.,

-»>

2, Haigusetekitaja isoleerimine. -

Uuritav materjalikﬁlvatakse kolbi v8i katsutisse 1%-lise
peptoonveega, mille pH on 8,4 ~ 9. Leelise reaktsiooﬁiga pep-
toonvesi on acbivaks rikastusstbtmeks koolers vibrioonidele,
milles viimased paljunevad*juba 6 - 10 tunni jooksul aerocb-
setes tingimustes 37% Juures. Peale 6 = 10 tunnilist kulti-
veerimist v3ib peptoonvee pinnalt Pasteuri pipetiga vdetud
materjalis téheldada mikroskoobilisel uurimiael’rippuvtilga
meetodil elavalt liikuvaid vibrioone. Puhaskultuuri saamiseks
‘tehakse iimberkiilv peptoonveest leelise reaktsiooniga liha-
peptoonagarile voi Dieudonné stttmele. Peale iimberkiilvi teos-
tamist tehakse ﬁqptoonvee(kultuuriga nitroso~indool ehk koo~
lergpunase reaktsioon. Lisades kultuurile peptoonvees mdned
tilgad kontsentreeritud viédvelhapet, omandab vedelik positiiv-
sel juhul punase vérvuse. Ehrlich-Pringsheimi reaktiivi 1li-
sandamine kultuurile annab samasuguse reaktsiooni. Nimetatud
reaktsioonid on positiivsed kdigi mikroobidega, mis produt-
seerivad indooli ja redutseerivad nitraate nitriitideks.

Tahkel stttmel (leelisene agar vdi Dieudonné stdde) ot=
sitakse jérgmisel pHeval vHikesi lébipaistvaid ilma pigmen-
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dita vibriooni pesi. Neist tehakse kontrollpreparaat Grami
Jjérgi, Umberkiilv leelisese reaktsiooniga léngegarile, kirju
rea siisivesikutele ja orienteeruv aglutinatsioonirsaktsioon
esemeklaasil kooleratekitaja aglutineeriva seerumiga.

Kolmandal péeval mé#ratakse isoleeritud puhaskultuuri
biokeemilised omadused, liikuvus ja aglutinatsioonireaktsi-
oon seerumilahjendustes spetsiifilise O-antiseerumiga. Vib-
rio comma'l on spetsiifiliseks antigeeniks somaatiline O-an-
tigeen, kuna viburantigeen on patogeensetel ja mittepato-~
geensetel vibrioonidel iihine.

Vibrio comma fermenteerib gliikoosi, maltoosi, manniiti
Jja sahharoosi aiqult happe produktsiooniga ja annab Zelatiin-
sbttmes iseloomuliku naelakujulise veeldumise,

Diagnoosi kindlustab samuti kultuuri liiseerumine spet-
siifilise poliivalentse koolera bakteriofaagl toimel.

Kiirmeetod koolera diagnoosimiseks.

Silmas pidades koolera bakterioloogilise diagnoosi epi-
demioloogilist t&htsust, kasutatakse mitmesuguseid kiirmee-
todeid, millest tuntum on vélja téotatud prof. Z. V. Jermak
jeva poolt. Selleks tehakse uaritava rooja kiilv kolme vedel-
sbbtmesse:

1) peptoonvette,

2) peptoonvette, millele lisandatud kooleratekitaja

aglutineerivat O-antiseerumit;

3) peptoonvette, millele lisandatud 0,1% lahustuvat

téarklist.

Lisaks tehakse veel kiilv leelisese reaktsiooniga liha-
peptoonagarile.

Juba 6 tunni m6dumisel uuritakse vibrioonide kaswvu

katsutites peptoonveega. Esimesest katsutist vdetud matef—
Jalis v3ib rippuvtilgameetodil néha mikroobi all elavat vib-
rioonide liikumist.

Katsutis koolera aglutineeriva seerumi lisandusega on

néha aglutineerunud vibrioonide helbeid vedeliku pdhjs lan-
gemas. > .
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Kolmandasse katsutisse lisandatakse mdni tilk Lugoli la;
bust. Kooleravibrioonide esinemisel kultuuris ei teki sel pu-
hul tiiipilist sinist vérvusreaktsiooni, sest kooleratekitajad
hiidroliilisivad kiiresti térklist. Tahkel s8dtimel v3ib aga lei-
da tiilipilisi peei edasiseks limberkiilviks ja uurimiseks.

Seega saab nimetatud meetodil, morfoloogiliste biokee-
miliste ja seroloogiliste omaduste komplekssel uurimisel sa-
mastada Vibrio comma juba 6 tunniga.

Issajev-Pfeifferi fenomeen.

Vahel raskendab koolera mikrobioloogilist diagnoosi asja-
olu, et vérekelt isoleeritud Vibrio comma tiived aglutineeru-
vad halvasti v3di koguni ilildse mitte spetsiifilises aglutinee-
rivas seerumis. Neil puhkudel samastatakse isoleeritud mikroob
bakterioliiisi katses Issajev-Pfeifferi jérgi. E

Uuritavate vibrioonide kultuursuspensiooni siistitakse -
kdhudénde kahele meriseale, neist iihele loomale iiheskoos koo-
lera bakterioliiitilise seerumiga, kuna teisele - normaalseeru-
miga..Umbes 20, 40 ja 60 minuti m86dumisel v3etakse korduvalt
siistlaga punktsiooni teel eksudaati mdlema looma kdhukoopast
Ja uuritakse mikroskoobiliselt rippuvtilgameetodil. Selle me-
risea eksudaadis, kes sai vibrioone iiheskoos spetsiifilise
antiseerumiga, muutuvad vibrioonid iiikumatuks, deformeeruvad
ja lagunevad lépuks téielikult. Normaalseerumi ligandamine
kontroll-looma eksudaadis ei ole pidurdanud vibrioonide mas-
silist paljunemist, millest loom 1&puks hukkub., Bnkteriolﬁﬁ-
8iks on teatavasti vajalik komplemendi juuresolek, kuid see
tegur on automaatselt olemas eluslooma peritoneaaleksudaadis.

Kooleravibrioonide uurimine vees.

Steriilsesse kolbi vdetakse 900 ml uuritavat vett‘ja 1i—
sandatakse sellele 100 ml 10%-list peptoonvett pH-ga 8,4-9,0.
Kolh asetatakse termostaati 37°C juurde 8 -~ 12" tunniks.

Edasine uurimine toimub nagu rooja uurimisel.
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Vibrioonide avastamiseks kasutatakse ka membraanfiltreid,
samuti faagi tiitri tdusu reaktsiooni. ]

‘

Stbtmed koolera bakterioloogilisel uurimisel.

A

Peptoonvesi. ;
Lahustatakse 1 1 kuumas destilleeritud vees 100 g pep~-

tooni, 100 g keedusoola, 1 g kaaliumnitraati ja 20 g kristal=-
set naatriumkarbonaati. Seejéirel filtreeritakse lahus 1&bi
paberi ja steriliseeritakse. Kasutamiseks v3etakse 1 osa ni-
metatud pdhisttdet 9 osa destilleeritud vee peale, segatakse
ja steriliseeritakse autoklaavis 120% juures 15 min.

Dieudonné sédde.

Defibrineeritud oina- vdi veiseveri segatakse vdrdses
koguses normaalse kaaliumhidroksiiiidilahusega ja segu steri-
liseeritakse autoklaavis 120°cbtemperatuuris 20 min. jooksul.
Segatakse 3 osa kirjeldatud viisil eaadud vere leelisalbumi~-
naati 7 osa vesivannis sulatatud 3%-lise lihapeptoonagariga
ja valatakse vidlja Petri tassidesse.

Enne kiilve tuleb tasse stdtmetega hoida poolavatuna ter-
mostaadis 37° Juures 24 tunni jooksul liigse ammoniaagi eemal-
damiseks, mis v3ib kasvu takistada.

T6.8ilesanded.

1e Uurida verekiilvis isoleeritud mikroobi mikroskoobiliselt
Grami jérgl véfvitud preparaadis ja tutvuda ta sahharo-
liilitiliste omadustega viiikses kirjus reas; samuti uurida
liikuvust 0,5%1lises pilistagaris.

2. Teha verekiilvist isoleeritud mikroobiga aglutinatsiooni-
reaktsioon esemeklaasil S. typhi aglutineeriva seerumiga.
Hinnata tulemusi.

3. Jatkata tiilifushaige roojakiilvi uurimist: teha diferent-
siaal-diagnostilise s88tme sektoris isoleeritud puhaskul-
tuurist preparaat Grami jérgi. Sel teel kontrollitud pu-
haskultuurzft teha limberkiilvid mitmesugustele stdtmetele:
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7.

véiksesse kirjusse ritta, lihtpuljongisse, gliikoospuljon-
gisse, nitraatpuljongisse, léngagarile, 0,5%lisse piist—
agarisse, piima- ja Zelatiinsttéimesse.
Tutvuda Enterobacteriaceae sugukonna téhtsamate esindajate
sahharoliiiitiliste omadustega.
Hinnata Widali reaktsiooni eelmise praktikumi tulemuste
ja esitatud ndidete varal.
Jatkata toidu toksiko-infektsiooni bakterioloogilist uuri-
mist: :
Uurida Grami jérgi viirvitud preparaadis laktoosi mittefer-
menteerinud pesi tahkelt diferentsiaal-diagnostiliselt
stotmelt. Sel teel kontrollitud pesast teha iimberkiilv liht-
léngagarile.

Kauffmanni rikastusstédtmest teha imberkiilv tahkele di-
ferentsiaal-diagnostilisele stttmele.
Teostada diisenteeriashaige rooja kiilv Levine ja Ploskirjevi
gbotmetele.
Tutvuda Vibrio comma morfoloogiliste, kultuuriliste ja bio=
keemiliste omadustega.
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VIII praktikum.,

Teema : SALMONELLOOSIDE JA DUSENTEERIA MIKROBIOLOOGI-
2 LINE DIAGNOOS.

Kdhutiifushaige rov ] ek il
uurimine (jirg). d

Eelmisel korral kiilvati haige roojakiilvist isoleeritud
puhaskultuur mitmesugustele st6tmetele biokeemiliste omadus-
te miéramiseks.

Kiilvi tulemusi uuritakse kdigepealt véikses kirjus reas.
Seejirel vaadeldakse HZS produktsiooni filterpaberi vérvdﬁe 3
muutuse pdhjal, tehakse indooli, metiililpunase ja Voges~Pros—
kaueri reaktsioonid ning Griessi test denitrifikatsiooni se-
dastamiseks. Vaadeldakse kasvu piimstttmes ja Zelatiinis ning
uuritakse liikuvuse esinemist 0,5%lises piistagarsdttmes.
Kdik vastavad andmed protokollitakse ja vdrreldakse eelmises
praktikumis esitatud tabeli andmetega Enterobacteriaceae su-
gukonna t&htsamate liikide biokeemilisie omaduste kohta. Téhel-
datud omaduste kompleks on aluseks edasistes seroloogilistes
uurimistes. Kui need on iseloomulikud k&hutiiiifusetekitajaile,
siis tehakse aglutinatsioonireaktsioon kdigepealt S. typhi
aglutineeriva seerumiga. Kui aga biokeemilised omadused vih-
javad paratiiliifusetekitajaile (suhkrud fermenteeritud happe
ja gaasi produktsiooniga), siis kasutatakse aglutinatsiooni-
reaktsiooniks S. paratyphi B ja A seerumeid v&i teisi Salmo-
nella tiilipide seerumeid. A

Kdigi nimetatud omaduste kompleksne uurimine vdimaldab
samastada isoleeritud mikroobi. 3
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Toidu toksiko-infektsiooni
Hlkrodioloogiline diagnoos
(Jarg).

Eelmisel korral kiilvati toidumiirgistuse puhul vdetud ma-
terjal (haige=eritised) rikastusstttmest tahkele diferentsi-
aal-diagnostilisele stttmele ja teine sama materjal (kahtlas-
test toiduproduktidest) edasi diferentsiaal-diagnostiliselt
806tmelt léngagarile.

Nagu eelmisel korral, nii vdib ka nﬁﬁd leida diferent-
siaal~-diagnostilisel sdttmel Petri tassis peamegu ainult lak-
toos-negatiiveeid pesi. '

Eraldi seisvast laktoos-negatiivsest pesast, samuti ka -
léngagarile kiilvatud kultuurist tehakse kontrollpreparaat
esemeklaasil, mida vérvitakse Grami jirgi. Samadest materja—
iidest tehtud kiilvid viéiiksele kirjule reale ja 0,5%lisele
pﬁataggrile néitavad Salmonella perekonna qikroobile iseloo-
mulikke omadusi. L8plik samastamine toimub serolcogiliselt,
aglutinatsioonireaktsiooni abil esemeklaasil.

Poliivalentse seerumi abil tehakse kdigepealt kindlaks
uuritava tiive kuuluvus Salmonella mikroobide perekonda. See-
jérel toimub tiilibiseerumite abil tiive tépne samastamine.

Esmajéirjekorras ﬁgsutatakse seerumitest S. enteritidis
(Gértneri), S. typhimurium (Breslau) ja S. choleraesuis aglu-
tineerivaid seerumeid, sest'kbige sagedamini on toidumiirgis-
tuste tekitajateks just nimetatud mikroobid.

Toidu toksiko-infektsiooni tekitajaks vdib lugeda seda
mikroobi, mida leitakse nii haigestunud isikute eritistest
kui ka riknenud toiduainetest Ja millel esinevad hemoloogsed
aglutiniinid paranevate isikute vereseerumis.

Dii,senteeria bakterioloogi-~
line diagnoos (j&rg).

Eelmisel korral Levind Ja Ploskirjevi sb66tmeile tehtud
killvides on kasvanud peasegu ainult laktcosi mittefermentee—
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rinud klaasjad ilma pigmeﬁdita pesad.

,Sellisest eraldi seisvast pesast vdetakse materjali pre-
paraadl valmistamiseks. Viimane vérvitakse Grami meetodil.
Kul preparaadi mikroskoobilisel uurimisel on nkéha, et tege=-
mist on gram-negatiivsete pulgakestega, vdetakse samast pe-
sast materjali ja kiilvatakse vidiksele kirjule reale, léng-
agarile ja 0,5%lisele piistagarile.

Kiilvid asetatakse 24 tunniks termostaati 37°C juurde.

T66iilesanded.

1. Jatkata tiilifushaige roojakiilvi uurimist, hinnata kirjus
reas toimunud muutused, mé#irata sahharoliiiitilised ja pro-
teoliilitilised omadused tiivel, liikuvuse olemasolu ja mor—
foloogi¥ised omadused Grami jérgi vervitud preparsadis.
Vastavalt bickeemilistele omadustele valida aglutineeriv
seerum aglutinatsioonireaktsiooniks esemeklaasil. i

2. Jatkata toidu toksiko-infektsiooni bakterioloogilist uu-
rimist. ¥
Uurida isoleeritud kultuuri'morfoloogilisi omadusi Grami
jérgi vérvitud preparaadis, tutvuda selle biokeemiliste
omadustega ja teha aglutinatsioonireaktsioon esemeklaasil
sagedamini esinevate Salmonella tiiiibi seerumitega.

3. Jatkata diisenteeria bakterioloogilist diagnoosi.

Uurida mikrobioloogiliselt Grami jHrgi vérvitud preparaa=
dis mikroobe laktoos~negatiivsest pesast, tahkel diferent-
siaal-diagnostilisel sd6tmel. :
Teha kontrollitud pesast vdetud materjali limberkiilv léng-
agarile, 0,5%1lisele piistagarile ja viéiksele kirjule rea-
le.
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Teema: DUSENTEERIA MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Eelmisel korral kiilvati diisenteeriakahtlase haige rooja-
kiilvist eraldatud uuritav mikroob mitmesugustele stotmetele.

Kultuurist léngagarilt tehakse preparasat, mis vérvitak-
se Grami jirgi ja uuritekse mikroskoobis. '

Protokollitakse tiive biokeemilised omadused, tehakse
kindlaks liikuvuse puudumine 0,5% lises piistagaris.

: Vastavalt isoleeritud tiive biokeemilistele omadustele
proovitakse tlive aglutineeruvust ilihes v3i teises diisenteeria-
tekitajate spetsiifilises aglutineerivas seerumis. Kaunis sa-
geli 1soleeritakse diisenteeriahaigelt vdi bakterikandjatelt.
atiiipilisi tiivesid, mille samastamine nduab rende pdhjaliku-
mat uurimist ja on seotud suurema ajakuluga.

Iseseisev t88 sooleinfektsioconide mikrobioloogilise
diagnoosi alalt.

: P T ensanded

1. Jatkata diisenteeria bakterioloogilist uurimist. Uurida
kultuuri morfoloogilisi omadusi Grami jérgi vérvitud pre-
paraadis; hinnate biokeemilisi omadusi ja teha aglutinat-
sioonireaktsioon arvatava diisenteeriabakteri liigiseerumi-
ga.

2. Iseseisev t85.
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T e ema : SIBERI KATKU JA GENUS HAEMOPHILUS'E NING GENUS
KLEBSIELLA MIKROOBIDE POHJUSTATUD INFEKTSI-
OONIDE MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Biberxri katku diagnoos.

Anthrax ehk siberi katk on peaasjalikult rohustdjate
loomade, nagu veiste, lammaste, viéhemal mé#ral hobuste, si-
gade, kitsede raskekujuline nakkushsaigus. Haigete loomade
kaudu vdivad nakatuda inimesed. S3ltuvalt nakatumisviisist
vdib haigus inimesel kulgeda naha=-, kopsu-, vdi soolevormi-
na. Uhe v&i teise haigusvormi puhul on uurimismaterjali vot-
mine mikrobioloogiliseks diagnoosiks erineve.

Uﬁrimismaterjal.

1. Nahavormi puhul, kus infitseeritud naha pinnal areneb must-—
ja koorikuga kaetud paise, vdetakse uurimiseks k&rbunud
koe tiikikesi ja paiset piiravate villikeste sisaldist.

2. Kopsuvormi puhul on uuritavaks materjaliks hemorraagiline
réga.

3. Soolevormi puhul, mil areneb raskekujuline enteriit, kuu-
ludb uurimisele verd sisaldav vedel roe. :

4. Peale selle uuritakse verd lilalnimetatud kolme vormi puhul
s8iis, kui protsessi generaliseerumisest on leida haiguse-~
tekitajaid veres.

5. Mikrobioloogiliselt uuritakse veel purnud loomade siseelun-
deid ja objekte, mis v&ivad olla nakatatud, nagu nahk, vill,
harjased jne. :
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Uurimismeetodid.

Siberi katku diagnoosimisel rakendatakse mikrobioloogi-
list uurimist, haigusetekitaja isoleerimist, bioloogilist ja
seroloogilist uurimismeetodit. :

1. Mikroskoobiline uurimine.

Uuritavast materjalist tehakse preparaadid esemeklaasil,
millest iiht preparaati virvitakse Grami jargi, teist aga Lof-
fleri metiileensinisega 3 - 5 min. Gram-positiivsete, jérsult
1digatud otstega jémedate pulgakeste leid, mis nakatatud or-
ganismis on piiratud kihnuga, lubab kahtlustada Anthrax‘i.
Bacillus anthracis asub preparaadis iliksikult v3i liihemate
ahelatena. Kindlasti on vajs aga isoleerida mikroobi puhaskul-
tuur ja méérata selle patogeensed omadused.

2. Haigusetekitaja isoleerimiqp.

Uuritava materjali kiilvid tehakse lihapeptoonagarile ja
lihapeptoonpul jongisse, sest Bacillus anthracis kasvab hésti
lihtebttmetel. Tavalistes tingimustes moodustab siberi katku
bateill tahkel s8b6tmel karedaid lainja servaga ja lokitaolise
struktuuriga lamedaid pesi, kuna aga co, rikkas atmosfiéiris
annab siledaid pesi. Puljongis on néha vatitaolist sadet kat~
sutl pdhjas; kusjuures pirmnalt j##b stbde selgeks. Kilvidest
tehtud mikroskoobilises preparaadis on néha gram—positiivse-
te pulgakeste katkematuld ahelaid. Raku sees on néha Grami
Jérgi virvimisel virvusetuks jé&nud ovaalset ja subterminaal-
Be asetusega ecst.

Eoseid v3ib siberi katku batsillil leida kultuuris véi
surnud looma organiemis, mitte aga elavas (haige) organismis.
, Juhul, kui uvuritav materjal, n#éiteks haige roe, nahakee
tikid, surnud looma elundid jm. on tugevalt reostunud kdrval=
flooraga, tehakse sellest algul kil¥ pdljongieee. Peale kas=

vatamist 24 tundi 37°C juures kuumutatakse puljongkultuuri
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vesivannis 80°C Juures 15 - 20 minutit eosteta kdrvalfloora
surmamiseks. Siis tehakse samast puljongist imberkiilv liha-
peptoonagarile Petri tassis. Viimasest saab 24 tunni pérast
isoleerida iiksikpesa puhaskultuuri saemiseks ja tépsemaks sa-
mastamiseks.

Bacillus Anthracis fermenteerib gliikoosi, maltoosi, sah-
haroosi happe produktsiooniga. Iseloomulik on mikroobi kasv
2elatiinstdtmes puujuuretaolise koonusena ja aeélase veelda-
misega pinnalt.

3. Bioloogiline uurimine.

Mitmed maapinnas, nahaﬁlnnal ja soolekanalis leiduvad
mittepatogeensed batsillid (Bacillus anthracoides, Bacillus
ramosus jt.) on morfoloogiliselt ja kultuuriliselt sarnased
Basillus anthracis'ele. Seeplirast on Anthrax‘'i kahtluse kor-
ral vajallk méérata uuritavas materjalis oleva mikroobi pa—
togeensus katseloomadele. Valged hiired, merisead ja kiiili-~
kud on k8ik viéga vastuvdtlikud Bacillus anthracis®e nakkuse-
le, surres septitseemia tagajérjel 2 - 4 pHeva jooksul.

Tavaliselt nakatatakse uuritava materjaliga vdi sellest
isoleeritud kultuuriga valged hiired siistimisel naha alla.
Peale looms surma v3ib lahkamisel leida kdigist siseelundeist
ja ka siidameverest tehtud preparaatides kihnuga piiratud si-
berikatkubatsille. Siidamevere kiilvis lihapeptoonagarile vdi
puljongisse kasvab Bacillue anthracis puhaskultuurina.

4. Ascoli termopretsipitatsioonireaktsioon.

Vahel on sellises uuritdvas materialis, nagu nahad, har-
jased, loomade roiskuvad korjused jne. siberi katku tekitajaid
niivérd vihe, et bakterioloogiline uurimine on tulemusteta.
Neil puhkudel rakendatakse serolsogilise meetodina viga tund~
likku pretsipitatsioonireaktsiooni Ascoli jérgi. Nakatunud
organismis kujutab vastav pretsipitinogeen endast spetsiifi-~
list termostabiilset batsilli kihnu poliipeptiidi. Selle kinde
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lakstegemiseks toimitakse jérgmiselt: uuritav materjal pee-
nustatakse ja asetatakse katsutisse; antigeen ekstraheeritak- -
se paariminutilisel keetmise) 5 = 10 ml—s fiisioloogilises kee-
dusoolalahuses. Ekstrakt filtritakse lébi paberfiltri. Saadud
iveaiselget pretsipitinogeeni kihitatakse Pasteuri pipetiga
peenes katsutis olevale mittelahjendatud vdi ainult 1:2~4
lahjendatud Anthrax®i pretsipiteerivale seerumile. Vedelike
kokkupuutepinnal tekib positiivsel juhul valge pretsipitat-
sioonirdngas.

Genus Klebsiella mikroobide
pdhjustatud infektsioondide
diagnoos.

Siia perekonda: kuuluvad smikroobid on eosteta gram-nega-
tilvsed mitteliikuvad bakterid ja moodustavad limakihnu nii
nakatunud organiemis kui ka kasvamisel kunstlikel s8&tmeil.
Kaasvades k8ik lihtsbdtmetel, annavad nad lihapeptoonagéril
limageid laatuvaid pesi. Klebsiella perekonda kuuluvad bak=-
teriliigid pShjustavad spetsiifilisi patoloogilisi protsessge
peamigelt lilemiste hingamisteede piirkonnas.

1. Klebsiella pneumoniae ~ tekitab kopsup&letikku, mil-
line vorm esineb aga tunduvalt harvemini kui piiogeensete lek—
kide pdhjustatud kopsupdletik. Peale selle vdib tekitada kesk-
kdrvapdletikke, ajukelmepdletikku, septitseemiat ja enteriite,

2. Klebeiella ozaenae =~ pdhjustab spetiifilist atroofi-
list riniiti (Ozaena). Sel puhul areneb kroonilise kuluga di-
fuusne nina limaskesta ja ka luu atroofia, mis pdhjustab se=~
kundaarinfektsioonist viéga ebameeldiva 18hna eritumist haige
limbruses. B o

3. Klebsiella rhinoscleromatis = selle mikroobi pdhjus-—
tatud haigusprotsess -~ Rhinoscleroma on iseloomustatud kréo-
nilise kuluga pSletikulise granuloomi arenemisega nina ja
neelu limanaha piirkonnas.
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Uurimismaterjal.

Haigete riéga, iilemiste hingamisteede eritised, koevede-
1lik, harvemini méda vdi veri.

Uurimismeetod.

Rakendatakse mikroskoobilist uurimist, haigusetekitaja
isoleerimist ja vahel ka seroloogilist ning bioloogilist uu-~
rimismeetodit. P

Mikroskoobilisel uurimisel (Grami Jjérgi ja metiileensini-
gega vérvitud preparaatides) sunnib gram-negatiivsete ja kih-
nuga iimbritsetud bakterite leid kahtlustama Klebsiella pere-
kenna mikroobide olemasolu uuritavas materjalis.

Kiilvid tehakse lihtstbtmetele - lihapeptoonpuljongisse
ja lihapeptoonagarile. Tahkel stttmel on néha limaseid laa-
tunud pesi.

Kultuuride edasiseks diferentsimiseks arvestatakse bio-
keemilisi omadusi ja patogeensust valgetele hiirtele. Sero-
loogiline samastamine ja tiilibi m&sramine eeldab épetsiifilis-
te tiilibiseerumite olemasolu ja toimub somaatilise, O-antigee-
ni ja kihnu ehk K-antigeenfi médramise alusel. Kasutatakse ka
kihnude pundumise testi, nii nagu seda rakendatakse pneumo-
kokkide tiilipide mééramisel.

Klebsiella perekonna mikroobe vdib eristada alljérgne-
vas tabelis esitatud omaduste pdhjal.

Genus Klebsiella mikroobide omadused.
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Seletus: * varieeruv reaktsioon voi fermentatsioon,
x - aeglane fermentatsioon,
Osa K. pneumoniae tiivesid ei anna suhkrute fermen-
teerimisel gaasi.

Rinoskleroomi diagnoosimisel kasutatakse edukalt komple-
mendi sidumise reaktsiooni haige vereseerumiga, kusjuures an-
tigeeniks on Klebsiella rhinoscleromatis'e surmatud ja lah-
Jendatud kultuursuspensioon. Reaktsioon on spetsiifiline ja
enam kui 90% juhtudel positiivne.

€
Genus Haemophilus's mikxroobide
nakkuste diagnoos.

Bruc®llaceae sugukonda kuuluv Genus Haemophilus haarab
terve rea eosteta grah-negafiivseid véga véikesi pulgakesi,
mis oma kasvuks vajavad ndndanimetatud X- ja V-kasvufaktoreid.
Nimetatud kasvufaktoritest on termostabiilne YX~faktor identne
vereviirvniku hemiiniga, kuna termolabiilne V-faktor, mis esi-
neb punalibledes, koemahlades ja téimemahlades, on samane ko-
dehiidraas I-ga. Vajadus X~ ja V-faktoritele on Haemophilus
perekonna mikroobidel erinev. Néiteks vajab H. influenzae
kasvuks mdlemat faktorit, H. parainfluenzae aga ainult V-fak-
torit, kuna seevastu H. ducreyi aga omakorda ainult X-faktorit.

Likakdha tekitaja mikroob, varasema nimetusega Haemophi-
lus pertussis, erineb ehtsaist Genus Haemophilus mikroobidest
selles, et hilisemates kiilvipassaazides ei vaja enam X~ ja V-
faktoreid. Nimetatud pdhjusel on uuemas kirjanduses vastav
haigusetekitaja mikroob eraldatud Bordetells perekonda (tead-
lase J. Bordet' jirgi, kes iihes 0. Gengou'ga kirjeldas mik-~
ropbi lékakshahaigete rdgapreparaatides 1900. a. ja kultivee-
ris esimesena 1906. aastal).

Haemophilus influenzae.

Mikroob eaineb sageli lilemiste hingamisteede eritistes
gripi puhul iihes mitmesuguste piiogeensete kokkide Jja Klebsiel-
la pneumoniae'ga.
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Kuid H. influenzae vdib olla ka primaarseks pdletikkude,
nagu bronhiitide, otiitide, pleuriitide, sinusiitide ja ise-
gi meningiitide tekitajaks.

Uurimismaterjal.

Haigelt kogutud nina-neelulima, rdga, mida, veri véi me~
ningiidi puhul liquor cerebrospinalis.

Mikroskoobiline uurimine.

«

Grami voi 1:10 lahj. Ziehli karboolfukesiiniga vérvitud
preparaatides on niéha viéikesi kokitaolisi otstes intensiivse-
malt vérvunud pulgakesi, mis kohati annavad lihikesi ahelaid.
Preparaat uuritavast materjalist siiski midagi tépéemalt
litelda el voimalda. -

Haigusetekitaja isoleerimine.

Kiilve tuleb teha v&imalikult kohe peale materjali kogu-
mist selleks, et viéltida véliskeskkonnas vihe resistentsete
mikroobide hévimist.

" Kiilvatakse vérske vere lisandusega lihapeptoonagarile.
Kérvalfloora pidurdamiseks segatakse stdtmele enne viljavala-
mist Petri tasei 1 -~ 2 toimeiihikut penitsilliini, kuna H. in-
fluenzae on ise kaunis resistentne penitsilliinile. Eriti

hésti kasvab mikroob nn. #okolaadagaril, milles 5 - 10% kiiii~
3 likuverd lisandatakse vesivannis sulatatud lihapeptoonagari-
le 80 - 90°% juures. Aeroobseis tingimusis kasvavad tahkel
sbotmel Ornad kastetilgasarnased pesad ilma hemoliiitilise
véondita lUmber pesade.

Asoleeritud puhaskultuur diferentsitakse kultuuriliste,
biokeemiliste ja teiste omaduste pdhjal Bordetella pertussis’
est (vt. B. pertussis).

H. influenzae produtseerib gliikocosi fermenteerimisel ai-
nult hapet, annab indooli, redutseerib nitraate Jja produtsee-
rib ureaasi.
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Haemophilus ducreyi.

H. ducreyi on suguhaiguse Ulcus molle ehk pehme dankeri
tekitajaks. Genitaalelunditel ja selle iimbruses vdib leida
haigusetekitajaid médase pdhjaga ja valulikkude haavandite
eritisest. Preparaadid vérvitakse Grami jérgi ja metiileensi-
nisega. Mikroskoobilisel uurimisel on néha lilhikeei sram-ne-
gatiiveeid pulgakesi, mis asetsevad 4 ~ 8 kaupa ahelas vdi
paralleelsete ahelatena médarakkude vahel. Haiguse algperi-
ocodil asetsevad mikroobid ekstra-, hiljem aga intratsellu-
laarselt. ; A

Bakterioloogiliseks uurimiseks kultiveeritakse kiilve ae-
roobseis tingimusis 37% juures 3%-lises lihapeptoonagaris
30% kiililiku- vdi inimvere lisandusega, kuhu on lisandatud
veel 0,1% tsiistiini. Kasv ilmneb viéikeste hallvalgete lHiki-
vate pesadena.

H. ducreyi on biokeemiliselt inertne ega fermenteeri
suhkruid.

Bordetella pertussis.

Bordetella pertussis on véga nakkava ja raske laste nak-
kushaiguse - Pertussis'e ehk likaktha tekitajaks, mis levib
haigeilt tervetiele peamiselt piiskmakkusena.

Durimismaterjal ja selle v&tmine.

Selleke on haige rbga ja neelulima. HSlpsam on seda ko-
gﬁda kthaplaadile. K8ha tekkimisel asetatakse haigele 8-10
cm kaugusele suust avatud Petri tassi pbhi sellel asuva sddt-
mega ja lastakse haigel kShida sbttmepinnale 4 - 10 korda.
Siis asetatakse tass suletuna termostaati 37°C Jjuurde.

Diagnoosimiseks kasutatakse bakterioloogilist, seroloo-
gilist ja biloloogilist meetodit, kuna algmaterjali mikroskoo-
® biline uurimine ei vdimalda midagi kindlat Selda.
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Haigusetekitaja isoleerimine.

Parimaks stdtmeks kShaplaadi kasutamisel on Bordet=Gen-
gou' kartul-gliiteeriinveriagar; millele on lisandatud 1 ~ 2
toimeiihikut penitsilliini k&rvalfloora kasvu pidurdamiseks.

Kasv areneb 3 -~ 4 pdeva mdbdumisel vHikeste ilimarate
opaaksete pérlmutriléikega pesadena. Pesad on piiratud 3rna
hemoliiiitilise vtdndiga. Pemle iiksikpesa kontrollimist Grami.
jérgl vérvitud preparaadis isoleeritakse puhaskultuur ja sa-
mastatakse kultuuriliste (pesakuju) biokeemiliste (ei fermen~-
teeri suhkruid, ei anna indooli ega redutseeri nitraate),
seroloogiliste (aglutinatsioonireaktsioon spetsiifilise see—
rumiga) ja toksilieté (nahatest kiililikutel) omaduste alusel.

ééroloogiline uurimine.

Haiguse 2. = 3. nédalast alates on enam kui 70% juhtu-
del vdimalik sedastada halgete vereseerumis aglutiniine ja
komplementi siduvaid antikehi, kasutades antigeenina B. per-
tussis S-vormi suspensioone. -

Bioloogiline uurimine.

Eriti Haemophilus influenzae ja Bordetella pertussis'e
’erietamiseks kasutatakse nahatesti kiiiilikutel. Siistides kiiii~
likule karvadest vabastatud nahasse intrakutaanselt 0,2 ml
bakterite suspensiooni, tekib 24 tunni m&6dumisel Bordetella
pertussis‘'e puhul kohalik nahanekroos, H. influenzae puhul

aga ainult eriiteem ja infiltraat.

' Bordet—-Gengou® stdde lékakthatekitaja
isoleerimiseks.

Lisatakse 100 g pestud ja peeneks ldigatud kartulitiiki-
kesi 200 ml-le 4%-lisele gliitseriinveele. Segu steriliseeri=
takse autoklaavis 10 min. jooksul 115% Juures, eeej&rel
filtreeritakse. Segatakse 50 ml nimetatud segule 150 ml 0,6%-
list keedusoolalahust ja 5 g agar-agarit, sulatatakse Kochi
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aparaadis, valatakse katsutitesse ja steriliseeritakse. Enne
kasutamist sulatatakse stbde vesivannis, jahutatakse siis
50°C temperatuurini ja lisatakse vdrdses koguses defibrinee-
ritud inimese~ v&i kiililikuverd. Kdrvalfloora pidurdamiseks
lisandatakse stdtmele iike toimeihik penitsilliini.

T6ilesanded.

1. Lopetada iseseisev 1806. .

2. Vérvida Grami jérgi ja Loffleri metuleenainisega preparaa-
did Bacillus anthracis't sisaldava materjaliga nakatatud
valgete hiirte kdhukoopa eksudaadist. Mikroskoobilisel
uurimisel otsida neis siberikatku tekitejaid batsille.

3. Uurida preparaati Bacillus anthracis‘'e puhaskultuurist.
Tutvuda sema mikroobi kasvuomadustega‘%ahkeil ja vedel-
stotmeis.

4. Jilgida Ascoli termopretsipitatsioonireaktsiocni teosta-
mist.

5. Uurida Klebsiella pneumoniae kasvuomadusi tahkeis ja ve-
delsbotmeis. :

_ 6. Véarvida Lsffleri metiileensinisega preparaat Klebsiella
pneumoniae’qg nakatatud valge hiire k&hukoopa eksudaadist
ja pobrata mikroskoobilisel uurimisel tédhelepanu bakteri-
rakku Umbritseva kihnu olemasolule.

7. Tutvuda Bordetella pertussis'e mikroskoobilise preparaadi-h
ga, mis on tehtud nimetatud mikroobi puhaskultuurist.
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XI prakt ikunm

Teema : GAASGANGREENI, TEETANUSE JA BOTULISMI MIKROBIO-
LOOGILINE DIAGNOOS.

Gaasgangreenli mikrobio-~
1 o-og%:1 1 ne diagnoos.

Gaasgangreeni e. anaeroobset haavainfektsiooni pdhjusta-
vad G. Clostridium®isse kuuluvad mikroobid. Nendest té&htsamad
on: Clostridium perfringens, Clestridium novyi, 01oetridium
septicum, Clostridium histolyticum.

Gaasgangreeni tekitajad on gram—positiivsed ilmmarguste
otstega pulgakujulised mikroobid, mis moodustavad tsentraal-
selt voi subterminaalselt asetatud eoseid. Mikroobid liiguvad
aktiivselt peritrihhaalsete viburitega. Ainsana Cl. perfrin=-
gens on liikumatu ja organismis moodustab kihnu. Gaasgangree-
ni tekitajad on obligaatsed anaeroobid. Nii organismis kui
sbotmetel kasvades moodustavad nad tugevatoimelisi eksotok=
siine.

Uuritav materjal.

1. Haigelt vdetav materjal:
koetilikikesed vigastatud kohast, eriti nekrotiseerunud koe=
osad, haavaeritis. ; :

2. Kirurgiline- ja sidematerjal:
vatt, marli, tampoonid jne.

3. Ravimid ja bakteriaalsed preparaadid.
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Mikroskocbiline uurimine,

Materjalist valmistatakse 2 preparaati, mis vérvitakse
metiileensinisege ja Grami meetodi jérgi. Kui materjalis esi~
nevad gaasgangreeni tekitajad, om preparaadis néha pulgaku=-
julisi mikroobe subterminaalselt v8i tsentraalselt asetatud
eostega. Mikroskoobilise meetodiga ei ole vdimelik ¥cida,
milline 1iik esineb materjalis. Kui aga metiileensinisega
virvitud preparaadis on néha kihnuga mikroobe, vdib oletada
Cl.perfringens‘®i esinemist materjalis.

Haigusetekitaja isoleeriﬁina.

Gaasgangreeni tekita}nd kasvavad silisivesikuid v&i natiiv-
seid valke sisaldavatel silitmetel anaeroobsetes tingimustes.
Bone kiilvamist kuumutatakse materjal 80°% Juures 20 min. jook-
sul telste, eosteta mikroobide hivitamiseks.
Kogu snaeroobse mikrofloora mééramine uuritaves materja-
lis vdtab aega mitu nédaldt. Selletdttu kasutatakse sageli
kiirmeetodit, mille puhul midératakse just Cl. perfringens
kui kdige sagedasem gaasgangreeni tekitaja (44 = 90%). Uurin- |
gutulemused saab siis juba 24 = 48 t. jooksul.
Uuritavat materjali kiilvatakse vedelstttmetesse Pasteur'i
pipetige ettevaatlikult, et Shku ei satuks s8btmesse. Tahke- .
temse stBtmetesse teostatakse pistekiilv katsuti pdhjani. Sa=
maasgselt killvatakse materjali 4 sbttmesse:
1+ Kiti~Tarozzi sdtde.
2. Piimst¥de (vérske rasvavaba piim steriliseeritakse
Kochi aparaadis 3 pdeva 30 min.).

Je Wilson=Blairi sbddde. :
(100 ml lihapeptoon=-agarile lisatakse 2 g gliikoosi, 3
10 ml 20%1list Na2803 ja 1 ml 8%=liet rec13. Sttde
valatakse katsutitesse @ = 10 ml, steriliseeritakse
120°C juures 30 min. jooksul).

Kui materjalis esineb Cl. perfringens, siis 1 = 3 t.
quksul muutudb Wilson-Blairi st8de mustaks vidvli- ja raua- -
ﬁhendito’reduktsiooni tdttu ja puruneb tingituna gaasi eral-
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dumisest. Piimastdtmes toimub 6 t. jooksul piina‘kﬂlsenduni-
ne suurte tiikkidena koos gaasi eraldumisega. Kitt-Tarozzi
sbbtmes kasvab Cl. perfringens 24 = 48 t. jooksul iihtlaselt
héiguselt, sbttmes tekib suurel hulgal gaasi. Veriagarplagdii
kasvavad mikroobid iimmarguste hallikate v3i rohekate selge
hemoliiiisi tsooniga pesadena, sttde muutub dokolaadivérvili-
seks.

Kui preparaadis on néha gram-positiivseid kihnuga pul-
gakujulisi mikroobe ja stttmetes toimuvad iilaltoodud muutu-
sed, v3ib materjalis oletada Cl. perfringens‘'i esinemist.

Anaeroobide samastamiseks tuleb veriagarplaadilt erine-
vatest pesadest 1uoleerida;puhaaknltuurid Jja miilirata nende
kultuurilised ja biokeemilised omadused.

Cl. perfringens fermenteerib siieivesikutest gliikooei,
maltoosl, laktoosi, sahharoosi paari pheva jooksul. Mikroob
veeldab Zelatiini, kalgendab piima 6 - 10 t. jooksul hulga-
lise gaasi eraldumisega.

'Cl. novyi fermenteerib gliikoosi ja maltoosi, veeldab ze-
latiini, pShjustab veriagaril hemoliiiisi ja kalgendab piima
12 = 24 t. jooksul. .

Cl. septicum fermenteerib gliikoosi, maltoosi, laktoosi,
veeldab felatiini, pdhjustab veriagaril hemoliilisi, kuid pii=-
ma kalgendab aeglasemalt kui teised liigid.

Cl. histolyticum ei fermenteeri siisivesikuid, veeldab
2elatiini, hemoliiiisi ei pShjusta, piima peptoniseerib.

Isoleeritud haigusetekitaja samastatakse aglutinatsioo-
aireaktsiooni abil v8i seroprotektsioonitestiga.

48 t. vanune puljongkultuur tsentrifuugitakse. Sademest
valmistatakse suspensioon fiisioloogilise keedusoolalahusega;
mis on antigeeniks., Aglutinatsioon spetsiifilise seerumiga
" toimub 37° C juures 24 t. voi 40%C juures 2 - 3 t. jooksul.

Seroprotektesiooni testi puhul siistitakse valgetele hiir-
tele naha alla 0,5 ml 24 t. vanust puljongkultuuri (v&ib olla
ka Kitt-Tarozzi s8tde), mis eelnevalt on segatud 0,2 ml tea-
tud anaeroobi antitoksilise seerumiga. Elama ji#b ainult see
katseloom, kellele on siistitud mikroobi eksotoksiinile vasta-
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Clostridium'i perekonda kuuluvate mikroobide

omadused.

jooksul

Muutused ielatii- Hemo- Siisivesikute fermentatsioon Liiku-+
ke, iim- ni liiiis vus
nimetus sgétmee g el glii- mal- | man- | lak=- sahha~-

mim koos toos niit toos roos

mine
Clostridium|kiire kal- | veeldab + + + - + + -
perfringens| gendus 24 t.

Jjooksul
Clostridium|kiire kal- | veeldab + + : - - - +
novyi gendus
Clostridium|aeglane veeldab + - “ B + - +
septicum kalgendus
Clostridium|{peptoni=- veeldab - - - - - - +
histolyti~ |satsioon
cum
Clostridium|mittetéie~ | veeldab * -’ - 5 = - +

. tetani 1ik pepto-

nisatsioon
Clostridium|téielik veeldadb + - + - - - +
botulinum |peptoni-

satsioon

1 -2 p.




vat antitoksilist seerumit. Teised loomad surevad mdne pHe~
va jooksul.

Bioloogiline uurimine.

Katseloomaks on merisiga v&i valge hiir. Loomale siisti-
takse lihasesse 24 t. vanust puljongkultuuri 0,5 - 1 ml. Pa-
toloogilised néhud tekivad 12 ~ 24 t. jooksul. Loomi jélgi~-
takse 2 -~ 3 Obvpleva kestel.

Cl. perfringens'i ja Cl. septicum'i esinemisel siisteko~
hal ja selle timbryses muutub nahk mérjaks ja omandab violet-
"se vérvuse. Palpatsioonil krudiseb nahaalune kude, mis on
tingitud gaasi tekkest. Lihased on algul méérdunud hallika
vérvusega, hiljem tekib miioliiis. Katseloom sureb sepsisesse.
Siseelundeist ja verest tehtud kiilvid on positiivsed.

Cl. novyi esinemisel tekib kudedes 2elatinocosne ddeem.
Nahk on kollakaspunase vérvusega ja krudiseb palpatsioonil.
Lihased on tugevasti hiipereemilised lillakaspunase vérvuse-
ga ja sisaldavad siiltja konsistentsiga eksudaati. Lahangul
esinevad mikroobid kdigis siseelundeis ja veres.

Teetanuse nikrobioloeosgiltine

diagnoos.

Teetanuse e. kangestuskramptdve tekitajaks on Clostri-
dium tetani. ;

Teetanus on tiiipiline haavainfektsioon, kuna tekitajad
satuvad organismi ainult vigastatud naha haavade, kriimus-
tuste jne. kaudu. Téetanusetekitajad ja nende eosed esinevad

- normaalselt loomade seedetraktis ja satuvad sealt roojaga
maapinda. Nahavigastuste kokkupuutumisel mullaga, tolmuga
jne. satuvadki mikroobid ja nende eosed organismi.

Teetanusetekitajad on pulgakujulised limarate otstega
mikroobid, moodustavad limmargusi v&i veidi ovaalseid termi-
naalselt asetatud eoseid. Eosega mikroob meenutab kujult ten-
nisfeketit vdi trummipulka. Cl. tetani on aktiivselt liikuv
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peritrihhaalsete viburite abil. Nii organismis kui ka kunst-
likel sdtmetel moodustavad mikroobia tugevatoimelist ekso-
toksiini.

Duritav materjal.

1. Haigelt v3etav materjal: koetiikikesed vigastatud kohast,
haavaeritis, miida, vd3rkehad haavas.

2. Kirurgiline ja sidematerjal: vatt, marli, OSmblussiid jne.

3. Ravimid ja bakteriaalsed preparaadid.

Mikroskoobiline uurimine. .

Mikroskoobilise meetodiga on Cl. tetani't raske avasta-
da, kuna uuritavas materjalis on haigusetekitajaid vihe.

Materjalist valmistatakse #igepreparaat ja virvitakse
Grami meetodi jirgi. Teetanusetekitajate esinemise korral
materjalis on n#éha preparaadis gram—-positiivseid terminaal~
sete sostega mikroobe.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Bakterioloogilist meetodit kasutatakse kdrvuti bioloo-~
gilise meetodiga. Ka see uuring osutub sageli negatiivseks
haigusetekitajate vihesuse tdttu uuritavas haterjaliu.

Cl. tetani kasvatamiseks kasutatakse siisivesikuid ja
natiiveeid valke sisaldavaid sd6tmeid. Kuna teetanusetekita-
Jad' on obligaatsed anaeroobid, siis kasvavad nad ainult anae-
roobsetes tingimustes. Hapniku eemaldamiseks keedetakse ve~
delstttmeid vesivannis 10 = 20 min, jooksul enne kiilvi teos-
tamist, kuna kultuurid Petri tassides asetatakse anaerostaa-
ti (vt. iildosa IX praktikum).

Kultuuri isoleerimiseks kuumutatakse uuritavat materja-
1i teiste, costeta mikroobide hiévitamiseks 80°C Juures 20
min. jooksul ja kiilvatakse v3imalikult suures koguses Pasteuri
pipetiga suhkrupuljongisse v&i Kitt-Tarozzi stbttmesse (mak=-
sapuljong). Vsib kuumutada ka juba kiilvatud stStmeid. Cl. te-
tani kasvab 37°C juures seglaselt -~ 2-4 péeva jooksul. Stbde
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muutub veidi h#éguseks, gaasi eraldub ndrgalt. Puhaskultuuri
isoleerimiseks teostatakse iimberkiilv vedelstdtmest gliikoos—
veriagarplaadile, kus teetanusetekitajad kasvavad kahesugu-
selt: kas hallikate ebakorraplirase Hirisega hemoliilisi tsooni-
ge umbritsetud pesadena vdi siledate lébipaistvate hemoliiiiei
tsoonita pesadena.

Isoleeritud pubhaskultuuril méératakse biokeemilised oma-
dused. Cl. tetani siisivesikuid ei fermenteeri, 2elatiini veel-
dab 4 - 5 pdeva jooksul, produtseerib indooli. .

Jérgnevalt teostatakse kultuuri samastamiseks aglutinat-
sioonireaktsioon. 48 t. vanunq.puljongkultuur'tsentrifuﬁgi-
takse. Saadud sademest valmistatakse fiisioloogilise keedusoo-
lalahusega suspensioon, mis on antigeeniks. Mikroobide, aglu-
tinatsioon spetsiifilise seerumiga peab toimuma 2-3 t. jook=
sul 40°% Juures. Kultuuri v3ib samastada ka bioloogilise mee-
todiga.

Bioloogiline uurimine.

Teetanuse diagnoosimiseks kasutatakse esmajoones bio~
loogilist meetodit. Katseloomaks on valge hiir vdi merisiga.
Uuritavat materjali véi 4 - 12 péeva vanust puljongkultuuri
filtraati siistitakse 0,3 = 0,5 ml katseloomale naha alla.
Loomi jélgitakse 4 - 5 pHdeva jooksul. Tavaliselt 1 - 2 p. pé-
rast ilmuvad teetanusele iseloomulikud néhud: siistimiskohalé—
hedaste lihaste ja saba rigiidsus, Katseloom sureb iildise 1li-
haste spasmiga, tagajisemed vilja sirutatud.

Botulismi amailkrobioloogi-
id'ne diagnoos.

Botulism on toidu toksikoinfektsioon, mille tekitajaks
on Clostridium botulinum. See on jéme pulgakujuline mikroob,
mis moodustab subterminaalselt asetatud eose. Mikroobid 1lii-
guvad peritrihhaalsete viburitega, on obligaatsed anaeroobid
ning moodustavad viga tugevatoimelist eksotoksiini.
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Uuritav materjal.

1. Toiduained: kala, liha, konservid, juurvili jne.

2., Haigelt voetav materjal: veri, oksemassid, uriin, roe.,

3. Sektsioonil vdetav materjal: maosisu, peen— ja jéme~-
soole osad koos sisuga, veri, pea— ja seljaaju.

Liha saadetakse uurimiseks laboratooriumisse suurte tiik-
kidena, mitte véhem kui 500 g, et oleks vdimalik votta uuri-
miseks steriilseid tiikke materjali siigavamatest osadest. Ka-
la saadetakse uurimiseks tervena, konservid aga avamata pa-
kendeina. g

Materjalist valmistatakse suspensioon steriilse fiisio-
logéilise keedusoolalahusega ja tsentrifuugitakse. Vedelikus
miiivatakse eksotoksiin, sademest teostatakse mikrobioloogili~
ne uurimine mikroobide suhtes, Veri saadetakse laboratooriumis-
se tsitraatverena vdi defibrineeritud verena ja miédratakse
eksotoksiin. Haige oksemassidest valmistatakse suspensioon -
steriilse fiisioloogilise keedusoolalahusega, neutraliseeritak-
se, tsentrifuugitakse ja vedelikus miéératakse eksotoksiin.
Sadet uuritakse haigusetekitajate sedastamiseks. Ka roojas
méératakse haigusetekitajad.

Mikroskoobilire uurimine.

Uuritavast materjalist valmistatakse preparaat ja vérvie
takse Grami meetodi jérgi. Botulismitekitajad on gram-posi-
tiiveed jémedad pulgakujuliséd iimarate otstega mikroobid, ase-
tatud iiksikult, paarikaupa vdi lihikestes ahelates. Mikroobid
moodustavad subterminaalselt asetatud suuri eoseid, eosega
mikroob meenutab kujult tennisereketit.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Materjali kuumutatakse 80°% juures 20 min. jooksul ja
kiillvatakse siis Pasteuri pipetiga Kitt=-Tarozzl stGimesse et-
tevaatlikult, et 8hk ei satuks stotmesse. Sttdet vdetakse
kolbi suures koguses = 40-50 ml., Kasvu jélgitakse 25 ~ 30%
juures 8 = 14 pédeva jooksul. Kohe, kui sttde muutub héiguseks
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Jja eraldub gaasi, tehakse preparaat ja iimberkiilv gliikoos-ve-
riagarplaadile Cl. botulinum'i puhaskultuuri isoleerimiseks.
S66tméid tuleb hoida rangelt anaeroobsetes tingimustes.

Cl. botulinum v&ib kasvada veriagaril kahesuguselt, kas
teralise pinna ja servadest siligavate ﬂisselﬁigeteéa hallide
pesadena v&i tihedate siledaservaliste kerataolise pinnaga
hemoliilisi tsooniga pesadena.

Iscleeritud puhaskultuuril mE&ratakse biokeemiline ak~-
tiiveus. Cle. botulinum fermenteerib siisivesikutest gliikoosi
ja maltoosi. Proteoliiitiliste omaduste poolest on see aktiiv—
ne mikroob: veeldab 2elatiini, tekitab veriagaril hemoliiiisi,
peptoniseerib piima, produtseeribd HZS’ NHJ, indooli ei moo-
dusta. ” s

Kultuur samastatakse 10plikult tiilibispetsiifilise see-
rumiga aglutinatsioonireaktsiooni abil v&i bioloogilise mee—
todiga nagu teiste anaeroobide puhul. =

Bioloogiline uurimine.

Katseloomadeks on valged hiired. Hiiri néljutatakse 24
t. jooksul, siis segatakse leib uuritava materjaliga ja sb6-
detakse loomadele. Tavaliselt surevad loomad 2 = 3 b6pleva
kestel tiiipiliste n#éhtudega: esineb tagajésemete paraliiiis ja
kehatiivelihaste t#ielik 18tvumine.

Bioloogilist meetodit kasutatakse veel eksotoksiini méé-
ramiseks. Uuritavat vedelikku (kultuuri filtraat, veri, okse-
masside filtraat jne.) siistitakse meriseale 1 ml vdi valgele
" hiirele 0,5 ml naha alla vdi kdhuddnde. Kontrolliks siistitak=-
se teisele loomzle sama vedelikku, mis aga eelnevait on kee=
detud 100°¢C juures 30 min. jooksul. Kui katseloom sureb 2 -~ 3
S6péeva jooksul, kontroll-loom J&#b aga.ellu, siis jHrgnevalt
miératakse tekitaja tiilip. Selleks siistitakse J meriseals voi
hiirele uuritava vedeliku ja antitoksilise seerumi segu. Esi-
mesele meriseale siistitakse 1 ml uuritavat materjali+500 Al
Cl. botulinum®i A tiilibi antitoksilist seerumit (hiirele 2
korda véiksemas koguses), teisele uuritavat materjali + 500
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AU B tiiiibi antitoksilist seerumit. Kolmandale siistitakse ai-
nult materjali. Loomi jHlgitakse 10 pleva jooksul. Elama j&#b
ainult see loom, kellele on siistitud eksotoksiinile vastava
tiilibi antitoksilist seerumit.

T8lilesanded.

1. Anaeroobidega infitseeritud haava materjalist valmistada
preparaat ja vérvida Grami meetodi jérgi.

2, Samast materjalist teha kiilv veriagarplaadl sektorisse.

3, Teostada mulla kiilv Kitt-Tarozzi sddtmesse.

4. Clostridium tetani kultuurist valmistatud preparaat vérvi-
da Grami meetodi jérgi.

5. Clostridium botulinum'i preparaadi demonstratsioon.

XII. praktikume.
T e ema : DIFTEERIA MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Mullast tehtud kidilvw Kitte=-
Tarozzi sbdtmes (jirg).

Anseroobsetes tingimustes kasvavad kultuuris mitmesugu-—
sed maapinnas esinevad anaeroobsed batsillid, mis kuuluvad
Genus Clostridium®isse. Mullas vdivad esineda mitmesugused
patogeensed liigid, nagu Clostridium tetani ja.Clostridium
perfringens. Erilist tdhelepanu iilalmainitud kultuurist teh-
tud preparaadi mikroskoobilisel uurimisel tuleb p&drata just
Clostridium tetani leidmisele. Sel puhul on néha preparaadis
saledad pulgakesed terminaalsete eostega, mis meenutavad oma
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. kujult tennisereketeid. Nad virvuvad gram—-positiivselt, kuid
vanad vormid v8ivad kergesti alkoholi toimel dekoloreeruda,
néides sel juhul gram-negatiivsetena.

dagvyaeritivess tehtad; xaly
vyerilagarplrendil (jirg):

Anaeroobsetes tingimustes kasvatatud kultuuris patoloo-
gilisest materjalist, mis saadud gaasgangreenihaigelt, vdib
kdige sagedamini leida Clostridium perfringens'it. See on
gram—positiivne batsill, milles eosed on asetunud subtermi-
naalselt.

Difteeria mikrobioloogi-
line d i agno00me

Corynebacterium diphteriae, gram—positiivne mitte liikuv
eosteta pulgake on difteeria -~ diphtheria tekitajaks, mille
puhul esineb &ge fibrinoosne pdletikuline protsess koos koe
nekroosiga nakkuse vﬁravas. Kdige sagedamiq} eeineb kurgudif-
teeria, mida iseloomustab pseudomembranocssete valgete kattu—
de teke kurgumandlitel. Need katud v3ivad levida kurgunibule,
pehmele suulaele ja isegl kdrisse raskematel haigusjuhtudel.
Corynebacterium diphtheriae, esinedes ja paljunedes nakkuse
véravas, produtseerib tugevatoimeliﬁt eksotoksiini, mis levib
kogu organismis, pShjustades mitmesuguse raskusega intoksikat-
siooni, kusjuures esmajoones kahjustuvad siidamelihas ja neeru-
pealised. Peale selle v3ib Corynebacterium diphtheriae esile
kutsuda haavadifteeriat, silmasidekesta ja teiste limaskestade
pdletikku.

Corynebacterium diphtheriae' esinemise suhtes tuleb uuri-
da: 1) haigeid, 2) haigetega kontaktis olnud isikuid, 3) rekon-
valestsente bakterioloogilise tervistumise méiramiseks, 4) mit—
mesuguseid terveid isikuid bakterikandluse mééramiseks.

Praktikas on difteeria diagnoosimiseks kdige olulisem hai-
gusetekitaja isoleerimine.
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Uuritav materjal.

Uuritava materjalina Corynebacterium diphtheriae iso-
leerimiseks vdetakse steriilse vatt~tampooniga nina- ja kur-
gulima, katte kurgust, haavaméda, kdrvam#éda, silmalimé; réga
Jjne.

Kui uuritav materjal saadetakse kaugemal asuvasse labo-
ratooriumi, siis enne materjali votmist immutatakse steriil—
sed vatt-tampoonid steriilses 15% gliitseriini sisaldavas fii~
. sioloogilises keedusoolalahuses.

Ninast vdetakse uuritav materjal steriilse vatt-tampoo-
niga, nii et vasaku kée ptidlaga hoitakse ninaots veidi lles~
poble, tampoon viiakse sisse ninaddnde ja surutakse piki ni-
navaheseina ettevaatlikult meatus nasi communis®t pidi kuni
epipharynx'ini (tampoon liéheb ninaddnde 8 -~ 12 cm ulatuses).
Vilispidiselt vaadatuna juhitakse tampooni suunas ninaavast
k&rvanibuni. :

Kurgust v8etakse uuritav materjal, nii et patsient téies-
ti avatud suuga on valguseallika poole, keel surutakse suu-
3%ne pdhja steriilse metallspaatliga ja kurgulima v@etakse tam-
pooniga iihtlaselt tugeva pideva tdmbega kummaltki kurgumand-
111t vdi kurgukaarelt. + :

Nina= ja kurgulima tampoonid asetatakse steriilsesse kat-
sutisse tagasi, nii et kurgust vdetud materjal on sigavamal
Ja ninast vdetud materjal veidi kcrgemai katsutis.

Katte kurgumandlitelt vdetakse steriilse pintsetiga ja
asetatakse katsutisse.

Haavapinnalt ja silma sidekestalt vdetakse uuritav ma-~
terjal samuti steriilse tampooniga.

Rbga kogutekse steriilsesse ndusse.

Mikroskoobiline uurimine.

Ainult haigelt v@etud uuritavast materjalist tehakse #i-
gepreparaadid, kusjuures materjal\hbbrutakse tampooniga ste-
riileele esemeklsasile. Ohus kuivanud, leegil fikseeritud &i-
gepreparaadid virvitakse Neisser—~Ginsi meetodi jérgi.
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Sellistes algmaterjélist valmistatud preparaatides lei-
dub vihesel hulgal Corynebacterium diphtheriae‘®t liihikeste
saledate pulgakestena, mille rakuotstes esinevad Babes-Ermsti
kehakesed. Mikroobid on preparaadis asetatud kas iksikult
v3i paarikaupa, sageli nurgs all iliksteise suhtes. Algmater-
jalist valmistatud preparaadis on raske vahet teha tdelise
difteeriatekitaja ja Corynebacterium pseudodiphtheriticum®i
vahel, sest mdlemad on seal kujult teineteisest véhe erine-
vad lihikesed pulgakesed, milles sageli teralisust esineb
vihe. Selletdttu v3ib mikroskoobilise uurimise alusel anda
ainult esialgse orienteeriva vastuse.

Mikroskoobilisel uurimisel vdib égedatel haigusjuhtudel
leida algmaterjalist -valmistatud &igepreparaatides difteeria~
tekitajaid umbes 50% juhtudel.

Eriti kurgulimast valmistatud aigepreparaatlde mikros-
koobilisel uurimisel tuleb téhelepanu osutada ka muule mik—
rofloorale, nagu stafiilokokkidele, streptokokkidele; spiro~
heetidele -~ Borrelia vincentii, Fusobacterium fusiforme jne.
esinemisele, mis vdivad olla kurgupdletiku tekitajaikas. Mik~
roskoobilisel uurimisel tuleb eristada veel Corynebacterium
diphtheriae't Genus Leptothrix'isse kuuluvast mikroorganis—
mist, mis vdib esineda kas niitjate moodustistena v3i 1digus-
“tunult lihikesteks pulgakesteks, milles esinevad samuti volu-
tiinterad., Erinevusena on siin volutiintqgad tunduvalt suu-
rema libimddduga mikroobirakust,. kuna Corynebacterium diphthe~
riae's Babes~Ernsti kehakesed en enaqvﬁham sama lébimddduga
nugu mikroobirakk. 3

Haigusetekitaja isoleerimine,

Uuritavast algmaterjalist tehakse kiilvid Loffleri koagu=-
leeritud;seerumiaﬁﬁtmele, h3drudes tampooniga materjali ette—
vaatlikult léngasendis olevale stdtmepinnale ja uuritakse 6-
8 t. ja 18 t. kasvuaja jérel. Kultuurist valmistatud #igepre-
paraadid virvitakse Neisser—Ginei meetodi jérgi (vt. iildosa
III praktikum). %

Sellises preparaadis on Corynebacterium diphtherise oma
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tilpilise kujuga ~ sirgete vdi kergelt kdverdunud saledate
pulgakestena. Mikroobid on asetatud liksteise suhtes teatud
nurga all, nii et moodustavad I~ ja V- t#he kujusid. Prepa-
raadi uurimisel tuleb Corynebacterium diphtheriae't eristada
vbigglikust Corynebacterium pseudodiphtheriticum'ist, mis
esineb saprofiiiidina normaalselt nina~ ja kurgulimaskestadel.
Corynebacterium pseudodiphtheriticum on , v¥rreldes ifelise
difteeriatekitajaga, lilhem ja jémedam pulgake, millel harvem
esineb rakus volutiinterakesi. Need suhteliselt lithikesed ja
jémedad mikroobirakud on asetatud paralleelselt liksteisele
nagu aiatulbad, kusjuures sageli iihele paralleelsele rivile
vBib olla asetatud risti teine samasugune. Corynebacterium
peeudodiphtheriticum kasvab puljongstttmes pulbritaolise sa-
demena katsuti pdhjas ja on inaktiivne siisivesikute suhtes.

15ffleri sbttmel kasvanud kultuurist valmistatud prepa-
raadi jérgi vO0ib anda ainult esialgse vastuse. LOpliku vastu=-
se v3ib anda alles peale Corynebacterium diphtheriae puhas-
kultuuri isoleerimist ja samastamist. Sageli v3dib leida atiili-
pilisi difteeriatekitajaid, mida ainult morfoloogiliste tun-
nuste alusel on raske kindlaks teha. Peale selle esinevad :
mittepatogeensed koriinebakterid nii nahal kui ka limaskestal,
mis on sarnased morfoloogiliste omaduste poolest t8elisele
difteeriatekitajale. Nendest asjaoludest tingitult on vajalik
isoleerida Corynebacterium diphtheriae puhaskultuur ja samas-
tada mikroob biokeemiliste omaduste ja toksilisuse mééramise-
ga. ,
Puhaskultuuri isoleerimiseks tehakse kohe, paralleelselt
killviga I6ffleri sbStmele, kiilv Liffleri stdtmeplaadile vd&i
kaaliumtelluriit-veriagarplaadile.

Kaaliumtelluriit-veriagarplaadil kasvab 'C. diphtheriae
iimarate mustade siledate pesadena v&i tumehalli siidamikuga
karedate pesadena. Difteroidid kasvavad enam kumerate niis-
kete hallikate pesadena, kusjuures pesa keskosa on pruunikas.
Stafiilokokid kasvavad suurte hallide llikivate musta keskosa-
ga pesadena.

Tiiiipilisest pesast tehakse kiilv Loffleri léngasendis
ebdtmele ja kontrollitakse isoleeritud kultuuri morfoloogi-
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lisi omadusi Neisser-Ginsi jérgi vérvitud #igepreparaadis.

Biokeemilised omadused isoleeritud puhaskultuuril méd-
ratakse Hissi seerumistdtmes, milles vastava siisivesiku fer-
mentatsioonil omandab indikasator punase vlrvuse ja happelises
keskkonnas toimub seerumikoagulatsioon.

Pdhilised omadused Genus Corynebacteriumi

liikidel.
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Corynebacterium :
aiphtherise n @) | - -1 a®|{n® x
C. hoagii h - h - - - i
C. xerosis h h h - - - -
Ce. pyogenes h h h - - - -

C. pseudodiph-

theriticum - - - ¥ - = -

h - fermentatsioon happe eraldamisega,

h(t) - fermentetsioon happe eraldamisega v3ib olla vdi
puududa,

- positiivme,
- vdib olla v8i puududa,
- negatiivne.

1+ +

Toksilisuse mééramine.

Corynebacterium diphtheriae® kultuuri toksilisust mééra-
takse 1) bioloogilise meetodiga meriseal Romeri jérgi vdi
2) tahkel seerumagarplaadil in vitro.

1. Toksilisuse miééramiseks Romeri Jérgi vdetakse 300 -
400 g raskune merisiga, kellel kiilgedelt epileeritakse karvad.
Uuritavast materjalist isoleeritud 20 - -24-tunni vanusest pu-
haskultuurist valmistatakse suspensioon fiisioloogilises keedu-—
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soolalahuses tihedusega 500 miljonit mikroobirakku 1 ml op-
tilise standardi jérgi. Vastavat kultuurisuspensiooni siisti-
takse meriseale 0,2 ml naha sisse; 4 t. pérast siistitakse :
meriseale naha alla 100 AU difteeria antitoksilist seerumit.
Tulemusi hinnatakse 3. -~ 4. pdeval, toksilise kultuuri puhul
tekib nekroos siistimise kohal.

2. Toksilisust seerumagarplaadil nmilratakse jérgmiselt:
a) Petri tassile valatakse 10 ml sulatatud ja 50°C jahutatud ™
stBdet, millele varem lisatud 20% hobuse normaalset seeru-
mit. Enne s88tme tahkumist asetatakse Petri tassi keskossa
stbimesse 1,5 x 6 cm steriilne filterpabeririba, mis varem
immutatud fiieloloogilise keedusoolalahusega lahjendatud dif-
teeria antitoksilise seerumiga 500 AU/ 1 ml. Filterpaberi
riba immutamiseks on vaja 0,2 -.0,3 ml vastavat seerumilah-
jendust. Peale tahkumist kuivatatakse sdddet 30 minutit 37%
juures. Kiilvid uuritavast puhaskultuurist tehakse kiilviaasa
abil 0,5 cm kaugusele filterpaberi ribast. Peale 37% Jﬁures
kasvatamist kontrollitakse tulemusi iga péev kuni 5. pHevani.
Kui toksiini produktsioon esineb, on stttmes pretsipitsadi-
vdénd. Kontrolliks tehakse samale plaadile, iihes uuritavate
tivedega,ekpotoksiini produtseeriva testtiive kiilv. 3
b) Toksilisust v3ib médrata nii,et kuivalt seerumagarplaadilt
1digatakse vélja keskosas umbes 1 cm laiune sSttmeriba ste-
riilse lantsetiga. Niiid tehakse mdlemale poole renni risti
nuritavast kultuurist ja toksilisest tiivest PW-8 paralleelsed
joonkiilvid 1% - 2 cm vahedega. Renni valatakse 5= 6 tilka
fiisicloogilises keedusoolalahusee lahjendatud difteeria an-
titoksilist seerumit, 1000 AU/1 ml. Petri tass asetatakse
termostaati 37°C Juurde pdhjaga allapoole ja tulemusi hinna-
takse kuni 5. pdevani. Toksilised tiived produtseerivad kasvu
keatel eksotoksiini, mis difundeerub sdttmesse ja iihineb an-
titoksilise seerumiga. Toksiin-antitokeiini iihinemisel tekib
poolkuukujuline pretsipitaat sdttimes.
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Tilipide mi#ramine.

COrynebacteriun diphtheriase 't vdib kultuuriliete ja bio-
keemiliste omaduste jérgi liigitada 3/ tiiiipi: ’

1. Typus gravis kasvab kaaliumtelluriit-veriagarplaadil
tumehallide karikakrakujuliste pesadena. Mikroobirakkudes on
véhe volutiinteri. VedelsSdtmes kasvab selle tiiiibi kultuur
kelmena pinnal ja teralise sademena sddtme pShjas.

2. Typus mitis kasvab kumerate siledate léikivate mus-
tade pesadena kaaliumtelluriit-veriagarplaadil. Ta rakkudes
leidub alati volutiinteri. Vedelstttmes kasvab iihtlaselt hi-
guselt.

3. Typus intermedius kasvab viikeste lamedate ebakorra- '
piraste HErtega hallide pesadena, mille keskosa on must kaa-
liumtelluriit-veriagarplaadil. Vedelstttmes kasvab teralise
sademena. ’

Tiilipide omadused.

Lekstriin #rklis [Gliikogeen {Hemoliiiis |{Toksiin

Corynebacterium
diphtheriae:
Typue gravis h h h -2 |t
Typus mitis n - - + b2
Typus interme= % ] S5
dius he= - - - -

h - fermentatsioon happe eraldamisega,

h% - fermentatsioon happe eraldamisega v&ib olla vd&i

puududa,

+ - positiivnme,

- = negatiivne,

o A

v3ib olla nii positiivne kui k& negatiivne.

/
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Difteeria diagnoosimise kiirmeetodid.

1. Folger soovitab kiirdiagnoosiks immutada steriilne
vatt-tampoon seerumis ja siis leegi kohal koaguleerida. Sel-
lise tampooniga vdetakse uuritav materjal ja asetatakse tam—
poon steriilses katsutis termostaati 2 - 6 t. Siis tehakse
tl-poonign #igepreparaadid ja vérvitakse Ngisaer—cinsi meeto-
di jérgi. -

2. Roufogalis asetab tampooni uuritava materjaligs ste-—
riilsesse lootevette katsutis. Plrast 6 t. termostaadis hoid-
mist valmistatakse eespool kirjeldatud viisil preparaadid.

3. Sordelli ning Manzullo jHrgi peitsitakse kurgus esi-
nevad katud kaaliumtelluriitpuljongiga. Difteeriatekitaja
esinemisel muutuvad katud halliks kuni mustake. Kuid samaasu-
guse muutuse vdivad pShjustada ka stafiilokokid, mis redutsee-
rivad kaaliumtelluriidi metalseks telluuriks.

Sbbtmed difteeriatekitaja isoleerimiseks
ja uurimiseks.

Ibfflerl seerumsédde.

L5ffleri seerumsdbime valmistamiseks vdetakse 3 osa loo-~
ma vereseerumit (hobuse, vasika v&i lambaseerumit) ja 1 osa
1%-1ist gliikocoslihapeptoonpuljongit. Segu valatakse 3 - 4 ml
katsutisse ja lastakse koaguleeruda léngasendis Kochi koagu-
laatorie 80° - 90°C Juures 1 - 1% t. ja 24 t. pérast korratak-
se kuumutamist sama aja kestel. L&ffleri sddtmeplaadid valmisg—
tatakse, nii et sama seerumi ja puljongli segu valatakse 1C -
15 ml Petri tessi ja lastakse samal viisil sb6de koagiuleeruds.

Kaaliumtelluriit-veriagar.

Kaaliumtellurijit-veriasgari valmistamiseks vdetskse sula-
tatud Jja 50°¢ temperatuurini jahutatud 2,5 - 3%-line lihapep=-
toonagar (pH 7,8), sellele lisatakse juurde 10% normasalset
hobuse~ v3i hérja vereseerumit ja 1 ml 2%-liet kaaliumtellu-
riidilahust. Stbde valatakse Petri tasei ja lastakse tahku-—
da.
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Hissi seerumsddde.

Hisel seerumstlde koosmeb 20% steriilsest vereseerumist
ja 80% destilleeritud veest, millele lisatakse juurde 0,1 -
0,5% vastavat siisivesikut, alkoholi v3i gliikosiidi. SSttme
pH on 754 ~ 7,6 ja indikaatorina on Andrade‘'i indikaator.

Seerumagarsddde tiive foksilisuse miiliramiseks.

Seerumagarstdtme valmistamiseks vdetakse 2,5 ~ 3%-line
lihapeptoonagar Martini puljongis pH 7,4 - 7,6. Sulatatud ja
50%¢ Jahutatud agarile lisatakse juurde 20% steriilset nor-
maalset hobuse vdi kiiiliku vereseerumit ja 0,3 ml 1%=list
teiistiinilahust. Segatakse ja valatakse Peiri tassile 10 -
42 mi. Suletud ssStmeplaate kuivatatakse 2 ~ 3 t. termostaa-
dis. :

Stode tiive toksilisuse miiéramiseks.

Valmistatakse agarsttde 1 1 destilleeritud vees, lahus-
tatakee 30 g agar-agarit 30-40 minuti kestel autoklaavis
keetmisel; pH reguleeritakse 8,0 - 8,2. Sellele lisatakse
Juurde vdrdses koguses 0,3% maltoosi sisaldavat Martini pul-
jongit, siis steriliseeritakse 30 min. 100°C Juures. St6tme
reaktsioon peab olema pH 7,8. Stttmele lisatakse 20% normaal-
set hobuse vereseerumit. s

T58ililesanded.

1. Kitt=Tarozzi sttmel kasvanud mullakiilvi kultuurist valmis-—
tada #igepreparaat, virvida Grami meetodi Jérgi ja uurida.
2., Verisgarplaadilt haavaeritise kultuurist valmistada &ige-
preparaat, virvida Grami meetodi jérgi ja uurida.
3. Vétta vastastikku nina~ ja kurgulima ja teha kiilvid L&ff-
leri seerumstdtmele. S
. 4. Valmispreparaat Corynebacterium diphtheriae® kultuurist
viérvida Neisser-Ginsi meetodi jérgi ja uurida.
5. Valmispreparaat Corynebacterium pseudodiphtheriticum®i kul-
tuurist vérvida Neisser-Ginsi jérgi ja uurida.
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6. Tutvuda demonstratsiooni korras corynobaotérium diphtheriae'
kasvuga kasliu-telluriit;veriagarplaadil.

7. Tutvuda demonstratsiooni korras Corynebacterium diphthe-
rise’ toksilisuse mé#ramisega in vitro.

XIII praktikunmnm,

Teema: TUBERKULOOSI MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.

Kiilvide uurimine L8 2] exi
sb8tmel (Jirg). &

Tervete isikute nina-, kurgulimast IS5ffleri sdttmele teh-
tud kiilvist. ja kasvanud kultuurist valmistatud #igepreparaadi
mikroskoobilisel uurimisel v3ib kdigepealt leida mitmesuguseid
normaslse nina~ ja kurgulima mikrofloorasse kuuluvaid mikroo-
be, nagu stafiilokokke, streptokokke, pulgasarnaseid batsille yi
baktereid. Viimaste hulgas vdivad esineda tiilipilise asetuéaga
Corynebacterium pseudodiphtheriticum ja juhuslikult pérmseened
Ja mitmesugused niitjad seened. Bakterikandluse puhul véib esi~
neda ka Corynebacterium diphtheriae.

Pudberkuloosi mikrobioloo-
g1 Y4 ne dITEE RO OT .

\ lycobacteriul‘tuberculgais, happekindel eosteta mittelii-
kuv pulgake, on tuberkuloositekitaja. Tuberkuloosne nakkus
v8ib lokaliseeruda organismis kdikjal. Tubérkuloosist vdivad
nakatuda kopsud, neerud, liilisammas, liigesed, ajukelmed jne.
Tuberkuloosse nakkuse diagnoosimiseks kasutatakse mirkoskoo-

P
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bilisi, biocloogilisi uurimismeetodeid, allergilist nahatesti
ja haigusetekitaja isoleerimist kiilvides.

) Uuritav materjal. R

Patoloogilise materjali valik sdltub tuberkuloosse nak-
kuse lokalisatsioonist organismis. Kdige sagedamini esineb
kopsutuberkuloos, siis vastavalt sagedamaks uurimismaterja-
liks on réga, mis v8ib sisaldada suhteliselt palju tekita-
jaid. R6ga kogutakse vastavasse steriilsesse purki. Kopsutu-
berkuloosi puhul vdib olla uuritavaks materjaliks maolopu-
tusvedelik (eriti lastel) Ja‘bronhiloputuavggelik. Véhe tu-
berkuloositekitajaid sisaldavad uuritavad materjalid on:
liikvor, mis saadakee lumbaalpunktsiooni teel, liigesepunk-
taadid, mis saadakse liigeseddnte punkteerimisel, pleuraek-
sudaat - pleurz 38ne punkteerimisel. Uuritavaks materjalike
tuberkuloosi suhtes on veel neerude kateeter-uriin, mis saa—
dakse ureetrite kateteriseerimisel. Peale selle vdivad uuri-
tavaks materjaliks olla veel pdieuriin, roe, liinfisdlmed jne.

Mikroskoobiline uurimine.

Uuritavast patoloogilisest materjalist &igepreparaadi
valmistamine on k&ige lihtsamaks mikroskoobiliseks uurimis=
meetodiks. Selleks v@etakse régast vdi médast 2 ndela abil

terjalitukike Ja aigepreparaadid valmistatakse kahe eseme-
klaasi vahel materjali uhtlaselt laialihddrumise teel. Aige-
. preparaadid vérvitakse Ziehl-Neelseni jérgi (vt. ildosa II
praktikum).

Ziehl-Neelseni jérgl vérvitud preparaadis v3ib leida
happe- ja alkoholikindlaid sirgeid v&i kergelt kdverdunud sa-—
ledaid punaseks vérvunud kepikesi, mis sagell teralisuse t3dt-
tu vérvuvad ebaiihtlaselt. Mdnikord v&ib tiilipiliste saledate
kepikeste k&rval leida liihemaid pulgakesi ja harva ka okslik-
ke vorme. Kui materjalis esineb rohkesti tekitajaid, vdivad
nad olla asetatud viikeste kimpudena.

Niisugusel mikroskoobilisel uurimisel vdib leida tuber-
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kuloositekitajaid algmaterjalist valmistatud preparaatides, '
kui neid esineb seal rohkesti, vihemalt 100 000 mikroobi iml,

Kuid sageli esineb Mycobacterium tuberculogis't uurita-
vas maeterjalis vihe, nagu liigese~ ja seroosddntepunktaati- .
des, lockvoris, neerukateeteruriinis jme., siis tuleb prepa-
raatide valmistamise eel kasutada erilisi tihendamismeetodeid.

1. Lihtsamaks tihendamismeetodike on kiillaliki vedela
koneistentsige materjalide tsentrifuugimine 3000 - 5000 t/min,
30 min, vdi isegi 3000 t/min. 30 min. kestel. Tsenirifuugimi-
sel saadud sademest valmistatakse Higepreparaadid steriilse
kiilviaasa abil esemeklassile. Nii v&ib sadestada Mycobacterium
tuberculosis't liikvoris, punktaatides; uriinis jne.

2. Viskoossete uurimismaterjalide puhul kasutatakse homo-
geniseerimist ehk uuritava materjali veeldamist mitmel viisil,

a) Rbga, mida, roe jne. homogeniseeritakse antiformiini-
ga. Lisatakse juurde ithele osale uuritavale materjalile 2 osa
50%-1ist antiformiinilahust (antiformiinis on 5,6% naatriume
hiipokloritit ja 7,5% NaOH m®) ja segu hoitakse 30 min. 37°C
Juures. Siis lisatakse juurde vdrdne kogus destilleeritud vett
v0i alkoholi ja teentrifuugitakse 30 - 60 min. 3000 t/min.
Saadud sademest valmistatakse Higepreparaadid. :

b) Homogeniaaoriniaeka kasutatakse fermente, nagu pank-
reatiini ja hérjasappi. Selle jlrel tsentrifuugitakse mater-
jal.

c) Vuritava materjali homogeniseerimist v&ib teostada
hﬁalnronid&?si abil. Siin lisatakse 3 ml rcgflo 20 toimeiihikut
destilleeritud vees lahustatud hiialuronidaasi juurde. Segu
loksutatakse, hoitakse 24 t. 37% Juures ja lisatakse siis
2 ml ammoniaagi-alkoholi segu, 10 min. plrast loksutatakse
3 korda ja selle jérel tsentrifuugitakse.

3. Tuberkuloositekitajate tihendamiseks kasutatakse ka
nembraanfiltreid nitrotselluloosist. Nii vedela konsistentsi-
ga kul ke homogeniseeritud materjale vdib filtrida ja hiljem
filter uuridas mikroskoobiliselt virvitult Ziehl-Neelseni jlr-
gi.

4. Ka kasutatakse tuberkuloositekitajate tihendamiseks
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‘kataforeesimeetodit. Sel juhul juhitakse kas lHbi neutraalse
vedela algmaterjaii (v5i homogeniseeritud) soolalahuse elekt-
rivool. Mycobacterium tuberculosis kui elektropositiivne mik-
“roob kuhjub katoodile ja 15 min. kataforeesi jérele tehakse
katoodtorust rikastatud materjalist #igepreparaadid.

5. Mycobacterium tuberculosis’e tihendamiseks uuritavas
materjalis v8ib kasutada flotatsioonimeetodit. Sel puhul li-
satakse uuritavale algmaterjalile juurde vdrdses koguses 0,5~
1%-1ist NaOH ja segu loksutatakse 5 - 10 min. kuni t&ieliku
homogeniseerumiseni. Selle jérele soojendatakse segu vesivan—
nis 30 min. 55°% juures ja lisatakse juurde destilleeritud
vett olenevalt algmaterjali kogusest ja 0,1 - 1 ml ksiilooli
(bensooli, toluooli). Segu loksutatakse tugevasti 10 - 45 min.,
nii et see muutub viérvuselt piindake.'Sellisel loksutamisel
tekib ksiilooli pisitilgaline emulsioon vees, kusjuures loksu-
tamisel adscorbeeruvad tuberkuloositekitajad ksiilooli pisitil-

. gakeste pinnale. 10 - 20-minutilise seismise jérel tekid kat-
“sutis vedeliku pinnéle valge kooretaoline kiht (ksiilooli pi-
sitilkade kiht). Ettevaatlikult vdetakse Pasteuri pipetiga
seda kihti ja asetatakse esemeklaasile 1 tilk, kul see kuiva-
- nud, siis kihitatakse samale kohale jéllegi 1 tilk, nii v3ibd
kihitada 3~4 korda.eKuivanud preparaat tehakse rasvavabaks
mdne korra eetri pealevalamise teel. Siis fikéeeritakse pre~
paraat leegil ja virvitakse Ziehl-Neelseni meetodl jérgi.

Mycobacterium tuberculosis'e avastamiseks Higepreparaadis
on soovitav peale Ziehl~-Neelseni meetodi kasutada uurimist
fluorestsents-mikroskoobis. Selleks v3ib preparaate viérvida

.Bichardai ning Milleri meetodi jérgi.

- Richardsi ning Milleri meetod:

A vérvilahus. B vérvilahus,
Auramiin 0,01 g Etiitilalkohol (70%) 100 ml
Fenooli 3 ml Konts. HCl 0,5 ml
Destilleeritud vett 97 ml. NAC1 0,5 g.

‘ 1. Kuivanud'preparaadile valatakse A virvilahus ja toimi-
takse 2'= 3 min.
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2. Preparaat loputatakse kaevuveega.
3. Preparaadile valatakse B lahus ja toimitakse 3 - 5
min. i

4. Preparaat lastakse kuivada ja uuritakse fluorestsents-
mikroobie, kasutades 8 mm objektiivi ja 20 x okulaari, sinist
filtrit ja okulaaril t#iendavat kollast filtrit. Preparaadie
on happekindlad kepikesed s#rav~kollased, fluorestseerivad
tumedal taustal.

Selle meetodi rakendamisel suhteliselt ndrga suurenduse-

»

g8 ja suures veatevéljas on materjalis vihesed tuberkuloosi-

tekitajad kergemini leitavad.
\ :
o Tuberkuliintest.

Varajase tuberkuloosse nakkuse diagnoosimiseks kasuta-
takse allergilist nahatesti = tuberkuliintesti. Seda teosta-
takse kas Kochi alttuberkuliiniga v&i puhastatud proteiin-
derivaadi (PPD) menustamisega. ]

Koehi alttuberkuliini valmistamiseks vSetakse 6 - 8 ni-~
dala vanune Mycobacterium tuberculoeis‘e kultuur glitseriin-
puljongis. Seda kultuuri kuumutatakse 100% Juures 30 min. ja
giis kontsentreeritakse 70°C juures kuni 1/J0 algmehuni. Sel-
liselt tihendatud kultuur kurnatakse lébi bakterite filtri ja
saadud filtraeti kasutatakss alttuberkuliinina.

PPD=tuberkuliin on puhastatud proteiini derivaat tuberku-
loositekitajatest, mis sisaldad poliisshhariidi ja nukleiinha-
pet ja on vees lahustuv.

Tuberkuliintesti v&ib teha mitmel viisil:

1. Pirquet'test = transkutaanne meetod. Sel tuﬁul puhastatak~
kiilinarvarre volaarsel pinnal nahk alkoholi ja eetriga. Ase-
tatakse nahale 2 $ilka tuberkuliini vahekaugusega 5 - 6 cm.
Siis skarifitseeritakse vastava Pirquet® puuriga vdi rdugé
panemise nlelaga puhast nahka poolel vehekaugusel, see on
kontrolliks tuberkuliintestile. Selle jérele skarifitseeri-
takse nahk tuberkuliinitilgas. Tuberkuliini imendumisaeg
on 5 min., hiljem v3ib kuivatada nsha vatiga. :
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Tuberkuloosse nakkuse esinemisel 24 — 48 t. plirast il-
mub manustgmise kohal paapul punetava tsooniga. Reaktsiooni
hinnatakse positiivseks, kui infiltraadi l&bimd5t on véhemalt
5 mm.

Pirquet' test on vihe tundlik ja ainult umbes 50% tuber-
kuloosist nakatatuil positiivne. Sellet8ttu tehakse negatiiv-
se reaktsiooni puhul juba tundlikum nahasisene tuberkuliin-
test. { ; »

2. Mantoux'test ~ intrakutaanne meetod. Sel puhul tehak-
ge tuberkuliini lahjendused 102 - 10~° steriilses fiisioloo~
gilises keedusoolalahuses 0,25% fenooli lisandusega. Esma-
kordselt alustatakse kdige suurema lahjendusega. Kiiiinarvarre
doresaalne pind puhastatakse alkoholi ja eetriga. Tuberkulii-
ni vajalikku lahjendust siistitakse 0,1 ml koguses erilise
siietla ja intrakutaanndela abil naha sisse. Sistimisel fik-
seeritakse nahavolt vasaku kéiega ja viiskse ndel nahka paral-
leeleelt nahapinnale, nii et ndela ava on iilalpool. Jigesti
siistimisel tekib siistimiskohale viike kubel. Kontrolliks stie~
titakse 4 ~ 5 cm kaugemale 0,1 ml fiisioloogilist keedusoola-

‘lahust naha sisse.

Reaktsiooni tulemusi kontrollitakse 48 t. jérel. Posi-
tiivseks hinnatakse reaktsiooni siis, kui paapuli 1labimddt

‘on 5 x 5 mm ja iile selle.

3. Moro test -~ perkutaanne meetod. Sel puhul hddrutakse
tuberkuliin indiferentse salvi koostises nahasse kas mddk-
Jétkepiirkonnas kdhunahal vdi seljal abaluupiirkonnas.

4. Oftelmo testi Calmette'i jhrgi. Sel puhul tikgutatakse
alttuberkuliini lahjenduses 10_2 silma sidekestale. Positiiv—
se reaktsiooni puhul 6 t. plrast tekib silma sidekesta pune-
tus, mis on koige tugevam 24 ~ 48 t. jérele. Seda testi téna~
péeval inimestel ei kasutata tuberkuloosi diagnoosimiseks.

5. Kochi test -~ subkutaanne meetod. Sel puhul siistitakse
tuberkuliini 0,2 ml naha alla. Selle‘meetodi rakendamisele

v3ib jérgneda liiga tugev reaktsioon kehatemperatuuri t&usu

Jja protsessi Hgestumise n#ol haiguskoldes. Seepéirast ténapie-
val ei leia see meetod enam kasutamist. \
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J T88iilesanded.

1., Vérvida preparaat L&ffleri sbbtmel kasvanud segakultuu-
rist Neisser-Ginsi meetodi jérgi ja uurida mikroskoobis
eriti difteeriatekitajate suhtes.

2. Tuberkuloosihaige rtgast tehtud valmispreparaat virvida
Ziehl-Neelseni meetodi jérgi, milles otsida mikroskoobi
all happekindlaid kepikesi.

3. Liikvorist valmistada preparaat flotatsioonimeetodi jérgi,
viéirvida Ziehl-Neelseni jirgi- ja uurida.

4. Teha vastastikku tuberkuliintest kas Pirquet®' voi Mantoux'

jlirgl.

IIV praktikume.
Teema ¢ TUBERKULOOSI JA LEEPRA MIKROBIOLOOGILINE DIAGNOOS.
Haigusetekitaja isoleerimine.

Kui uuritavas patoloogilises materjalis on viéhe tuberku-
léositekitajaid, 8iis on mikroskoobilised uurimismeetodid ta-
valiselt tulemusteta. Sel juhul on vaja tuberkuloosi diagnoo-
eimiseks kasutada juba tundlikumat meetodit -~ nimelt teha kiil-
vid uuritavast materjalist valiksSotmetele.

K&igepealt tehakse uuritavast algmaterjalist kilvid kii=-
resti kasvava segamikrofloora kindlakstegemiseks. Selleks kiil=-
vatakse uuritav materjal lihapeptoonpuljongisse ja veriagar-
plaadile. Kvri uuritavast materjalist tehtud kiilvides ei kasva
teisi mikroobe, siis tehakse kiilvid otse algmaterjalist v&i
selle tsentrifuugimisel saadud sademest valiksdttmetele tuber—
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kulooeitekitajate isoleerimiseks. Sega mikrofloora esinemisel
tuleb aga enne kiilvide teostamist valikstdtmetele uuritavat
materjali tdddelda, nii et héiviksid teised mikroobid. Vahel

on vajalik materjal homogeniseerida, kusjuures ei tohi kahjus-
tada tuberkuloositekitajaid.

Segamikrofloorat sisaldavat materjali t88deldakse jérg-
miselt:

1. Uuritavale materjalile, néit. 2 ml rdgale lisatakse
Juurde 8 ml 7,5%1ist sto4. Segu loksutatakse korduvalt ja
lastakse seista toatemperatuuris 20 min. Siis tsentrifuugitak—~
se 20 min. Sademest, ilma neutraliseerimata, tehakse kiilvid
valiksbotmetele.

2. Uhele osale uuritavale materjalile lisatakse 1 csa
4%-1ist NaOH ja loksutatakse korduvalt. Segu asetatakse 20
min. 37°C juurde. Siis tsentrifuugitakse segu 20 min., pes-
takse seda fiisioloogilise keedusoolalahusega veelkordsel teent-
rifuugimisel. L8puks neutraliseeritakse sade mdne tilga 4%
lise HC1l lisandamisega. Selle jirele tehakse kiilvid.

3, Uuritavale materjalile lisatakse juurde vdrdses kogu-
seg 10%~list trinaatriumfosfaadilahnat (NB3PO ). Segu aseta-
takse 24 t. 37°C Juurde, selle jérele tsentrifuugitakse, sade
neutraliseeritakse ning tehakse kiilvid., -

4. Loksutus—-sadestusmeetod: 2 ml rbgale lisatakse juurde
5 ml 1%-1list NaOH + N33P04 lahust klaaskuulidega varustatud
kolbi. Segu loksutatakse 5 min. loksutusaparaadis. 280 t/min.
"Siis lisatakse 1 ml CaCl, lahust. Sel puhul tekib Ca,(PO, )2
sade, millega sadestuvad ka tuberkuloositekitajad. See sade
lahustatakse segus, mis on valmistatud ammooniumteitraadist,
naatriumtsitraadist ja sidrunhappest. Sellest juba neutrali-
seerimata materjalist tehakse kiilvid, kuid v8ib ka otse sade-
mest teha kiilvid valiksdbttmetele.

Kiilvid nii algmaterjalist kui ka t&ddeldud materjalist
tehakse Pasteuri pipeti abil 3 =~ 5=le mdnele kasutatavaist
valiksébtmeist. Kultuurid tahkel sddtmel asetatakse termos—
taati kasvama lhngaseﬁdis, et tagada sddtme kogu pinna osas
{ihtlast niiskust. Kuivamise viéltimiseks suletakse katsutid
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puuvillkorkidega ja kaetakse pealt kas parafiiniga vdi plas-

tiliiniga. Kiilve hoitakse termostaadis 6 - 8 n&d. 37°C juures

Ja kasvu kontrollitakse iga 3 -~ 5 pleva jHrel. Tavaligelt ilm-

neb tuberkulooeitekitajate kasv stdtmel niéhtavate kollakate

karedate pesadena 10. — 30. plieval. Nihtava kasvu puhul te-
hakse kultuurist #igepreparaadid ja vérvitakse Ziehl-Neelseni
meetodl jérgi. Happe- ja alkoholikindlate kepikeste esinemi-
sel osutub leid tuberkuloositekitajate suhtes positiivseks.

Samuti vOib teha kiilve vedelaile valikstdtmeile, sel puhul
 3!1;1takse kasvu ilmumist st6tme pinnal saarekestena vdi kel-

mena ja ka sademena katsuti pShjas. Mycobacterium tuberculo-

gis'e esinemine tdestatakse nii nagu tahkeil stttmeil kasva-
nud kultuuriski.

; Mycobacterium tuberculosis'e isoleerimiseks valikstdtme-
. tena kasutatakse peamiselt mitmesuguseid muna- ja verisdtt-—
meid, harva siinteetilist Sautoni sbtddet.

Tuberkuloositekitajate diagnoosimiseks patoloogilisest
materjalist kasutatakse ka veel mikrokultuuri meetodit Pryce'i
Jérgi. Selleks valmistatakse rbgast #digepreparaadid steriilse-
tele- esemeklaasidele, Segdfiikrofloora hévitamiseks agetatakse
need preparaadid 6%-lisesse HZSO4 20 minutiks. Siis loputatak-
se preparaadid 3 steriilses destilleeritud vees, igas 1C minu-
tit. Selle jérele asetatakse preparaadid vedelsbttmega pude=-
lisse. Igast naterjaliét valmistatakse selliselt véhemalt 5
preparaati. Preparaadid uurimiseks vdetakse 2., 4., 6., 8. ja
10. pHeval stbtmest, kulvatatakse, fikseeritakse ja virvitak—
se Ziehl-Neelseni meetodi jérgi. Preparaatide mikrobiolcogili-
sel uurimisel  v8ib leida tuberkuloositekitajate mikrokoloo-
niaid juba alates 4. pHevast.

Tuberkuloositekitaja kasvatamiseks kasutatakse alljérgne-
vaid stbtmeid kdige sagedamini.

1. Muna-asparagiin ehk MA-stdde.

Koostis ja valmistamisviis:

Lahustatakse 4 g asparagiini 100 ml kuumas destilleeritud
vees. Siie lahustatakse 1,2 g mono~kaaliumfosfaati, 0,5 g naai-
riumtsitraati, 0,5 g kristalset magneesiumsulfaati ja 0,02 g
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ferriammooniumtsitraati igaiike 25 ml kuumas destilleeritud
vees ja lisatakse juurde asparagiinilahusele. Lisatakse 0,8 g
gliikoosi ja 1 g peptooni, keetes segu peptooni téieliku ls-
hustumiseni. Jéirgnevalt reguleeritakse pH 7,2. Siis lisatak~
se juu;de 160 ml vérsket lehmapiima, 5 g kartulitéirklist ja
40 ml steriilset glitseriini. Segu kuumutatskse vesivannis pi-
devali loksutades, algul 60°%c juures 30 min.; seejlirel kumni
keemiseni ja 18puks keedetakse 15 min. jooksul. Seejlirel ste-
riliseeritakse segu sutoklaavis 30 min 105% juures. Peale
steriliseerimist lastakse segu jahtuda 56°¢ t-ni ping lisa-—
takse 200 ml véirsket steriilselt v8etud homogeniseeritud ka-

. namunakollast. Niilid kuumutatakse valmistatavat sBbdeti 60°¢c
juures 1 tund Jjs lisatakse siis 400 ml autoklaavis sterilisee-—
ritud ja 60°C t-ni jahutatud 2 %-list agar-agari vesilahust.
Lopuks lisatakse 3 ml 1%1list steriilset briljantrohelise ve-
silahust iga 100 ml stdtme kohta. Stbde valatakse vElja vede—
' lana steriilsetesse katsutitesse, need asetatakse léngasendis
vastaval; statiivile tardumieeks.

2. Petragnani sébde.

Klaaskélvikestega varustatud 1 1 kolbi valatakse 150 ml
lehmapiima, 6 g kartulitérklist, 1 g peptooni, 1 viikesteks
tiikkideks 13igatud kartul (kenamunasuurune). Kolb asetatakse
keeva vette ja hoitakse seal loksutades 10 min. Siis lastakee
olla 56°¢C juures 1 t. vesivannis ja lisatakse sinna 4 muna ja
41 munakollane. Loksutatakse segi ja filtritakse lébi marii.
Lisatakse juurde 12 ml gliitseriini ja 10 ml malahhiitrohelise
2%-1ist vesilahust. Stdde valatakse katsutisse Jja kosguleeri-
takse liingasendis 2% t. 85°C juures.

3. Lowenstein-Jenseni sddde.

0,4 g KHZ P04,

0,04 g kristalset magneesiumsulfaati,

0,1 g kristalset magneesiumtsitraati,

0,6 g aaparégiini,

2 g gliitseriini,

100 ml destilleeritud vett.

600 ml selle segu kohta lisatakse 30 g kartulitéirklist ia 22
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homogeniseeritud kanamuna, 20 ml 2%-1ist malahhiitrohelise
vesilahust.

4. Sautoni stdde.

4 g asparagiini,

2 g sidrunhapet,

0,5 g kristalset magneesiumsulfaati,

0,5 g monokaaliumfosfaati,

0,05 g ferriammooniumtsitraati,

60 ml gliitseriini,

940 ml destilleeritud vett.

Peale valikstttmete kasutatakse Mycobacterium tubercu-—
losis'e isoleerimiseks veel kiilvide tegemist kanaembriiosse ja
koekultuuridesse. o

Kycobacterium tuberculosis‘'e kasvatamiseks kasutatakse
mitmesuguseid kanaembriio nakatamisviise. Neist leiab kdige
sagedamini rakendamist suhteliselt lihtne koorionallantoisi-
meetod ja rebukotimeetod. Selleks nakatatakse uuritava algma~
terjaliga v8i segamikrofloora esinemisel juba t88deldud mater-
Jaliga kanaembriio eespool nimetatud meetoditel. Kanaembriiomee-
todiga v3ib diagnoosida tuberkuloositekitajaid keskmiselt 6-12
P. pérast.Mycobacterium tuberculosis'e isoleerimiseks patoloogi-
lisest materjalist on viimasel ajal kasutatud iihekihilist koe=
kultuuride tehnikat. Selleks kasutatakse inimese emakakaela
epidermoidkartsinoomirakkude nn, HeLa tiive koekultuuri. Tuber-
kuloositekitejaid vdib leida sellises koekultuuris juba 3., =
5. pevast alates. Sellistes koekultuurides on vdimalik ka
Mycobacterium tuberculosis’t eristada mittepatogeensetest mii~
kobakteritest juba kasvu jérgi. Nimelt kasvab Mycobacterium
tuberculosis HeLa rakkudes palmikutaoliselt, sellist kasvu ei
anna teised miikobakterid.

Liikide mé#ramine.

Mycobacterium tuberculosis't on vdimalik eristada Myco-
bacterium bovis®est ja Mycobacterium avium'ist kdigepealt kul-
tuuriliste omaduste jlrgi. Tahkel munastttmel kasvab Myco—
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bacterium tuberculosis suhteliselt kiiremini, pesad on kdvad,
karedad, vanas kultuuris valkjaspruunilt pigmenteeritud. My~
cobacterium bovis kasvab suhteliselt aeglasemalt, viikeste
siledate pesadena. Mycobacterium avium kasvab suuremate sile-
date pesadena ja on kergesti suspendeeritav lahuses. Samuti
on erinev nende 3 miikobakteri 1iigi kasv gliitseriinpuljongis.
Mycobacterium tuberculosis annadb juba 3 n#idala plrast sdStme-
pinnal rikkaliku kasvu kurrulise kelmena, mille servad roni-
vad katsuti seintele. Mycobacterium bovis kasvab selle aja
Jookeuf’aaarekeate taoliselt Shukese kelmena, millel on n#isa-
taolised (k#snjad) paksenemised. Mycobacterium avium kasvab
véiikeste valgete saarekestena, vanemas kultuuris kiuliselt,
limaselt ja omandab kollaka vérvuse.

Kuid kdige kindlamalt on v&imalik neid eristada loom-
patogeensuse Jjlrgi. Loomkatses on v3imalik métrata samaseg—
selt nii tuberkuloositekitaja 1liiki kui ka virulentsust. Sel- -
leks siistitakse isoleeritud tuberkuloositekitajate puhaskultuu-
ri 2 kililikule veeni 0,1 ja 0,01 mg. Mycobacterium tuberculosis
el pdhjusta 2 - 3 kuu kestel kiililikul progresseeruvat haigea-
tumist, kiill aga kutsub Mycobacterium bovis esile tugeva kop-
sude kahjustuse ning looma surma 90 p#eva jooksul. Mycobacte-
rium avium annuses 0,1 mg pShjustab kiililikul septilise nakkue=
se ja katseloom sureb 10 - 15 pHeva jooksul.

Virulentsuse mé#ramine.

Kdige sagedamini mE#&ratakse tuberkuloositekitajate viru-
lentsust merisigadel, kusjuures siistitav mikroobide annus mié-
ratakse mikroobide kultuuri kaalumisega (arvestusega 1 mg on
100 miljonit tuberkuloositekitajat). lerieigadelo siistitakse
naha alla ingvinaalpiirkonda 0,01 mg mikroobide kultuuri 4 ml
fiisioloogilises keedusoolalahuses. KSrge virulentsusega tiive
puhul sureb merisiga tuberkuloosi 60 = 90 p#eva jooksul, keske
mise virulentsusega tiive puhul 90 - 150 p#eva jooksul, madale
virulentsusega tiive puhul 150 pHeva - 1 a jooksul.
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Bioloogiline meetod.

Kycobacterium tuberculosis'e kindlakstegemiseks osutub
bioloogiline meetod vdrreldes teiste uurimismeetoditega suh- '
teliselt paremaks haigusetekitajaid vihe sisaldavate patoloo-
‘giliste materjalide uurimisel. Kdige tundlikumaks katseloo-
maks Mycobacterium tuberculosis'e nakkusele oshtub merisiga.
Merisigu nakatatakse kas otse algmaterjaliga v8i siis (sega-
mikrofloora esinemisel) eelnevalt td8deldud materjeliga, na-
gu see toimus ka kiilvyide puhul. leriaigu v8ib nakatada viga
mitmel viigil: \

1. Stistitakse uuritav materjad koguses 1 -~ 2 ml merisea-
le naha-alla ingvinealpiirkonda. Tuberkuloositekitajate esi~
nemisel tekib 2 n#dala pérast lokaalselt infiltraat ja limfi-
s8lmede suurenemine, katseloom vdib surra 1% - 2 kuu pHrast.

2. Sems materjali koguse vdib siisfida meriseale kshuddn-
de. Uurimiseks surmatakse loom 4 néd. pérast.

3, Heriseale vdib siietida uuritavat materjali intratesti-
kulaargelt kuni 0,5 ml. Uurimiseks v&ib meriseal eemaldada
testised operatsiooni teel juba 10. -~ 15, pdeval ja loom sur-—
mata alles hiljem.

Katseloomad lahatakse ja uuritakse tuberkuloossgte pato-
loogilis-asnatoomiliste muutuste osas kopsu, pdrna, maksa, lim-
fisblﬁio Elundeist valmistatakse digepreparaadid voi peeneé-
tatakée elundid uhmris ja tehakse suspeneioon fiisioloogilises
keedusoolalahus.s. Seadud elundite suspensioonisi v&ib sades-
tade mikroobs tsentrifuugimisel voi kasutada tiheridamiseks
flotatsicoonimeetodit. Mikroskoobilisel uurimisel tuberkuloo=
gltekitajate mitteleidmisel vdib teha elundite suspensioonist
kiilvid valikesttmetels v8i nakatada Jéllegi merisigu.

Leepra mikrobioloogiline
diagnoows.
N
Leepra tekitajaks on happekindel eosteta mitteliikuv pul=-
‘ gake = Mycobacterium leprae. Leepra diagnoosimiseks kasutatak-
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se mikroskoobilist ja patoloogilis—histoloogilist uurimismee-
todit, allergilist nahatesti ja mittespetsiifilist seroloogi-
list meetodit.

Uuritav materjal.

Leepra diagnoosimisel on uuritavaks materjaliks réga,
ninalima, limfisdlmed, nahatiikid ja leproomidest vdetud eri-
tis v3i leproomikude. Varajaseks ieepra diagnoosimiseks on
kdige téhtsam ninalima mikroskoobiline uurimine v3i nina 1i-
maskesta patoloogilis-histoloogiline uurimine. Ninalima v&e-
takse haigelt steriilse vatt-tampooniga. R6ga kogutakse ste-
riilsesse ndusse. Leproomidest vdetakse materjal uurimiseks
haavandite puliul samuti steriilse vatt-tampooniga. Patoloogi-~
lis-histoloogiliseks uurimiseks v8etakse leproomi~ v3i naha=-
tiikikesed.

Mikroskoobiline uurimine.

Leproomide sisust, ninalimast ja r&gast valmistatekse
#digepreparaadid, mis vérvitakse Ziehl-Neelseni meetodi jérgi.
Sellises Higepreparaadis v3ib leida sirgeid vdi kergelt kdver-
dunud happekindlaid kepikesi, mis sageli on teralise ehituse-
ga. Need happekindlad kepikesed on asetatud tiiipiliselt kimpu=
dena. Tekitajaid v&ib leida eriti rohkesti uuritavas algmater-
jalis. Tuberkuloosi puhul on tuberkuloositekitajaid véga harva
uuritavas algmaterjalis sellises kiilluses. Léepratekitajate
tilipilist kimpudena esinemist peetakse nende paljunemisel tek-
ninud rakusisestest mikrokolooniatest pdhjustatuks. Leproma-
toosse granulatsioonikoe 18ikude patoloogilis-histoloogilisel
uurimisel vdib leida tiilipilisi ilihe~ vdi paljutuumalisi rohkes-
ti vakuoole ja leepratekitajate kuhilaid sisaldavaid suuri rak

ke.
Allergiline nahatest.

Diagnoosimiseks allergilise nahatesti abil slistitakse na-
ha sisse 0,1 ml lepromiini. Leepra esinemisel tekib patsiendil
varajase positiivse reaktsioonina 1. - 3. pédeval 1 - 3 cm lé-
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bimddduga teravalt piirdunud punetus siistimiskohal. Uhe né-
dala phrast on tekkinud viéike violetne paapul, 3. nHdalal
hilisreaktsioonina haavandiliselt lagunev sdlmeke. Hilisreakt-
siooni jérgi diagnoositakse leeprat.

Lepromiin on leepratekitajaid sisaldava leepromi peenus-
tatud suspensioon fiisioloogilises keedusoolalahuses.

Seroloogiline uurimine.

Vihese diagnostilige vélirtusega on leepra diagnoosimi-
seks teostatavad seroloogilised reaktsioonid oma mittespet-
siifilisuse tdttu. Mittespetsiifiliselt v&ib positiivseks
osutuda Wassermanni komplemendi sidumise reaktsioon. Samuti
leiab kasutamist komplemendi sidumise reaktsioon %tuberkuloo~
sitekitaja ~ antigeeniga, kuna esineb antigeenne sugulus My-
cobacterium leprae ja Mycobacterium tuberculosis'se vahel. See
meetod annab positiivseid tulemusi varajastel juhtudel 45%,
nérvileepra puhul 60%. ja nahaleepra puhul 95%.

Leepra diagnoosimiseks kasutatakse leepra reaktsiooni
Rubino jérgi, mis p&hineb leeprahaige inaktiveeritud veresee-
rumis formoliseeritud oinapunaliblede aglutinataioonile; For-
moliseeritud oinapunaliblede saamiseks v@etakse 10 osa nor-
maalsete oinapunaliblede suspensiooni ja 1 osa 4%-list forma-
liini. Segu lastakse seista 20 -~ 24 tundi toatemperatuuris ja
giis pestakse formaliin oinapunalibledelt fiisioloogilise kee-
dusoolalahusega. Inaktiveeritud vereseerum ja formoliseeritud '
‘punaliblede suspensioon hoitakse 7% Juures 15, 30 ja 60 mi-
nutit. Leeprahaige seerumis tekib aglutinatsioon juba mdne
minuti jooksul. 7

Tuberkuloosist eristamiseks tehakse uuritavast materja=
list kiilvid vastavaile tuberkuloositekitajate valiksdttmeile.
Mycobacterium leprae ei kasva kunstlikel stOtmeil ja sellega
on ta eristatav Mycobacterium tuberculosis‘'est. Samaks ots-—
tarbeks nakatatakse ka uuritava materjaliga merisiga kui tu-
berkuloositekitajate nakkusele kdige vastuvotlikum katseloom.
Mycobacterium leprae ei pdhjusta katselooma nakatumist ega
kuteu esile viimasel mingeid patoloogiliei muutusi.
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T6b6ilesanded:

Homogeniseerida uuritav patoloogiline materjal.

Kiilvata homogeniseeritud materjali tuberkuloositekitajate
valiksbttmele (MA~sBdtmele, kartulisSttmele, Sawtoni st~
mele jne.). % ;

Jélgida demonstratsiooni korras katselooma nakatamist uuri-
tava materjaliga.

Tundma Sppida patoloogilis-anatoomilisi muutusi tuberku—
loosi nakatunud katselooma elundeis.

Uurida Mycobacterium leprae’t valmispreparaatides, mis on

‘vﬁrvitud Ziehl-Neelseni meetodi jérgi.

IV YR ELELER N

Teema : DIFTEERIA JA TUBERKULOOSI MIKROBIOLOOGILINE

DIAGNOOS.

Iseseisevw t886 .
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XVI praktikum.

Teema: PATOGEENSETE SEENTE JA SPIROHEETIDE POOLT
POHJUSTATUD NAKKUSHAIGUSTE MIKROBIOLOOGI-
LINE DIAGNOOS.

AktinoniKXoosl aikrobioloogils=
line diagnoos.

Aktinomiikoosi tekitajaks on G. Actinomyces'esse kuulu-
vad kiirikseened. Need on téisnurga all hargnevad seenniidid.
Organismis nad moodustavad druuse.

Uuritav materjal.

Uuritavake materjaliks on fistulitest erituv méda, fis-
tulite #értest granulatsioonkude, kopsu eaktinomikoosi puhul
on materjaliks rdga ja soolevormi puhul roe.

Mikroskoobiline uurimine.

Uuritavast materjalist otsitakse druuse. Need on véike-
sed 1 mm 18bimd3duga kollase vérvusega kdvad terakesed. Druu-
sid loputatakse ettevaatlikult kaevuvees ja uuritakse natiiv-
selt eseme- ja katteklaasi vahel vdi vérvitakse Grami meeto-
di jérgi. Druusi keskosa moodustab seenniitide pdimistik, mis
vérvub gram-positiivselt. Druusi servades on niidid paksene~
nud ja moodustavad siin kolvikesi, mis virvuvad gram-negatiiv-
selt. Kui materjalis druuse ei leidu, velmistatakse sellest
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i 3

tavalisel viisil #igepreparaadid ja virvitakse Grami meetodi
jéargi. Preparaadis esinevad gram-positiiveelt vérvunud téis-
nurga all hargnevad seenniidid vdi seenniitide fragmendid.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Druusid loputatakse steriilses filisioloogilises keedusoo~-
lalahuses ja hoitekse k&rvalfloora havitamiseks 24 t. jooksul
glitseriinis 37% Jjuures.

Osa inimesel antinomiikoosi pShjustavaid kiirikseeni kae—
vab anaeroobselt, osa aeroobsetes tingimustes. Anaeroobsete
kiirikseente kasvatamiseks kasutatakse 1,5%1list agarstbdet,
millele on lisatud 1% gliikoosi. S6bde kaetakse pealt steriil-
se vaseliindli korraga. Kiirikseened kasvavad 37% Juures 35
pdeva jooksul valgete lébipaistimatute kdvade pesadena. Aeroob-
selt kasvatatakse kiirikseeni ndrgalt leelisel agarstttmel
(pH 7,3), millele on lisatud 2% gliitseriini. Nad kasvavad 37%
Juures 2 -~ 4 pHeva jooksul.

- Seroloogiline uurimine.

Kasutatakse komplemendi sidumise reaktsiooni. Antigeeniks

on kiirikseente liiseerunud puljongkultuuride filtraat.
e \

Allergilised nahareakitsioonid.

0,3 ml.kiirikseente puljongkultuuri filtraati siistitakse
naha sisse. Reaktsiooni hinnatakse 24 t. plrast. Positiivse
reaktsiooni puhul tekib siistekohal puhetus ja turse.

Y

Denmatomi¥oonide mikFPobdia-~
Lo oL ine diagnoos. S

Deymatomiikoosidest esinevad sagedamini jérgmised nakku-
sed:

Favus e. lubiraig - tekitajaks on Trichophyton schoenlei-
nii.

Trichophytia e. pligajaraig ~ tekitajaks on Trichophyton
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tonsurans.
Microsporia — tekitajaks on Microsporon audouini.

Uuritav materjal.

Nakatatud kohast v@etakse juuksed, xarvad, nahaketud,
kiiinte tiikikesed. Juuksed ja karvad tdmmatakse vélja koos
Juuksesibulaga, kiilintest l8igatakse tiikikesed skalpeclliga.
Materjal saadetakse uurimiseks kahe esemeklaasi vahel vdi
paberisse pakitult.

Mikroskoobiline uurimine.

Esemeklaasile asetatakse paar tilka 25 -~ 30%-list KOH
lahuast ja sinna uuritav materjal. Preparaati soojendatakse
kergelt leegil, kaetakse pealt katteklaasiga ja uuritakse
mikroskoobi kuiva siisteemiga.

Trichophyton schoenleinii nakkuse puhul on juustes né-
ha kuubikutaolisi, limmargusi Ja ovaalseid eoseid; mis on ase-
tatud iliksikult v3i liihikestes ahelates. Ahelad el ole paral-
leelselt juukse pikiteljega. Juukse sees esinevad veel Bhu-
mullid.

Trichophyton tonsurans'i nakkuse puhul on eosed limmargu-
se kujuga ja asetatud juukses pikkade ahelatena. Juukses esi-
nevad veel seenniidid. Ectothrix liikide nakkuse korral on
néha veel juukse limber vHikestest limmargustest eostest koos—
nevat tuppe.

Microsporon audouinii nakkuse korral on juuks t#idetud
pikkade paralleelselt kulgevate ahelatega, mis koosnevad véi-
kestest limmargustest eostest. Ka juukse iimber on eostest koos-
nev tupp.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Seened on viéhendudlikud. Nende kasvatamiseks kasu-
tatakse Sabouraud s8ddet (4 g maltoosi, 1 g peptooni, 1,8 g
agarit, 100 ml aq. dest.). Kdrvalfloora h#vitamiseks hoitak=-
se materjali enne kiilvamist 2 ~ 3 min. jooksul 2 ~ 4%-lises
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formaliinis. Optimaalne kasvutemheratuur on 27°C. Seened kas-
vavad sdétmel 3 - 4 nHdala jooksul nahkjate voldiliste mitme-
véirviliste pesadena.

Bioloogiline uurimine.

Katseloomaks on merisiga. Merisea kiiljepiirkond vabas-
tatakse karvadest ja skarifitseeritakse skalpelliga. Vigasta-
tud kohale h3drutakse uuritav materjal. Loom haigestub tava-
liselt 6 - 7 pHeva jooksul. Nahekettudes on vdimalik sedasta-
da mikroskoobilisel uurimisel seenniite ja eoseid.

Allergilised nahareaktsioonid.

Nahatesti kesutatakse frichophytia diagnoosimiseks. Al~
lergeen e. trihofiitiin valmistatakse Trichophyton tonsurans'i
kultuurist ja siistitakse nahasse 0,1 - 0,2 ml. Positiivse
reaktsiooni korral tekib siistekohal punetus ja turse 24 t.
Jjooksul. {

Kandidooside mikrobioloogi-
line diagnoose. v

Kandidooside tekitajateks on Genue Candida'sse kuuluvad
pérmisarnased seened. Koige sagedamini pShjustab nakkust just
Candida albicans. See on imarjas, ovaalne v&i niidikujuline
ainurakne seen. Noored vormid sarnanevad pérmirakkudele. Nad
on limmarguse vdi ovaalse kujuga, protoplasma on homogeenne ja
selles asub tuum ning vakuool. Noored rakud paljunevad inten-
siivselt pungumise teel. Vamnemad rakud on pikad niidikujulised
Jja moodustavad pseudonmiitseeli. Nende rakkude protoplasma on
teraline ja sisaldab vakuoole. Pikkadel niidikujulistel rak-
kudel tekivad kiilgedele ja otstesse pungad, nn. blastospoorid,
mille abil seen paljuneb. Pseudomiitseeli otstes vdivad areneda
veel suured 20 - 22,1 lébimddduga ilmmargused moodustised,nn.
klamiidospoorid. Nende rakkude kest on kahekordse piirjoonega
ja sisaldis on teraline. Klamiidospoorid on seene piisivormideks.
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Uuritav materjal.

Uuritavaks materjaliks on valkjashallikad katud limas—
kestadelt, méda, rdga, uriin, roe, seljaajuvedelik, harva ka
veri. Materjali tuleb kohe uurida peale selle vdtmist. Kui
see pole vdimalik, siis hoitakse materjali konserveeritult
(1 osa gliitseriini ja 2 osa materjali) jahedas kohas.

Mikroskoobiline uurimine.

Uuritavast materjalist valmistatakse preparaat kraani-
vees, 5 = 10%-lises leelises v3i Jﬁrgmisés segus: gliitserii-
ni 4 osa, etiililalkoholi 2 osa ja destilleeritud vett 4 osa.
Segu v8etakse sama palju kui materjali. Preparaat kaetakse
pealt katteklaasiga ja 3 - 5 min. pérast uuritakse mikroskoo-
bi kuiva siisteemiga.

Materjali v8ib uurida ka vérvitud preparaatides. Sel ju-
hul valmistatakse materjalist Bhukesed #igepreparaadid, fik-
peeritakse etiiiilalkoholiga ja vérvitakse Grami vdi Giemsa-
Romanovski meetodi jérgi.

Pérmisarnased seened viérvuvad gram-positiivselt. Prepa-
raadis on néha i(immargusi vdi ovaalseid pérmisarnaseid rakke,
nende k&rval pikki niidikujulisi rakke e. pseudomiitseeli.

Klamiidospoore patoloogilises materjalis ei esine.

Kultuuri isoleerimine.

Candida albicans kasvab tavalistel ‘séotmetel, kuid kii-

rema kasvu saamiseks puhaskultuuri isoleerimisel kasutatakse
Sabouraud sdddet vdi dllevirreagarit. Seened kasvavad 30%
juures 3 - 5 pHeva jooksul tahkel sb6tmel valgete iimmarguste
léikivate pesadena,ivsdelsbdtmes kasvavad stotme pdhjas tera=-
lise sademena. Gandida albicans fermenteerib véikeses kirjus
reas gliikoosi ja maltoosi happeks ja gamsiks, sahharoosi ai=-
nult happeks.
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Seroloogiline uurimine.

Antikehade mééramiseks haige vereseerumis kasutatakse
aglutinatsioonireaktsiooni ja komplemendi sidumise reaktsi-
ooni. Aglutinatsioonireaktsioonis on antigeeniks 48 t. vanu-
se agarkultuuri suspensioon fiisioloogilises keedusocolalahuses.
KSR-is on antigeeniks sama kultuuri alkohoolne eketrakt.

Allergilised nahareaktsioonid.

Nahareaktsiooni teostamiseks kasutatakse poliivalentset
allergeeni. See on valmistatud mitmest vérskelt isoleeritud
seente kultuurist ja seened on surmatud kuumutamisel 80°C
Juures 2 t. jooksul.

Leptospirooside mikrobioloo-
giline diagnoos.

Leptospiroose pdhjustavad G. Leptospira‘'sse kuuluvad
spiroheedid. Ndukogude Liidus on leptospirooside tekitajateks
Jérgmised liigid: -

1. Leptospira icterohaemorrhagiae -~ Weil-Vsaailjevi tdve
tekitaja.

2, Leptospira grippotyphosa - veepalaviku tekitaja. Hai-
gus kulgeb tavaliselt seroosse meningiidina, kergetel juhtudel
aga gripitaoliselt.

3. Leptospira hebdomadis - seitsmepdievapalaviku tekitaja.

4. Leptospira canicola - Weil-Vassiljevi tdvele sarnase,
kuid kliiniliselt kergema kuluga nakkushaiguse tekitaja.

K8ik need spiroheedid on korrapéraste tihedate loogetega.
Spiroheetide otsad on konksutaoliselt kdverdunud ja sageli on
néha neis ntdbitaoliei moodustisi. Konksutaoliselt k&verdunud
otstega spiroheet meenutab kujult S tiéhte.

' Leptospiroose diferentsitakse iiksteisest erineva kliini-
lise pildi jérgi. Kultuuri isoleerimine toimub k&ikide liiki-
de nakkuste puhul iihte viisi. Erinevaid liike pole vdimalik

diferentsida mofroloogiliete ja kultuuriliste omaduste jérgi,
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vaid selleks kasutatakse bioloogilist katsu ja aglutinatsi-
ooni-liiiisi reaktsioocni spetsiifilise seerumiga.

Uuritav materjal.

1. Haigelt vBetav materjal: veri, vereseerum, uriin ja
neningiidi puhul seljaajuvedelik. Spiréheedid esinevad veres
esimesel haigusn#dalal, kui haigel on temperatuur kdrgenenud.
Uriinis on spiroheedid 8. - 40. haiguspéevani.

2. Koolnu siseelundite tiikikesed, veri, seljaajuvedelik.

3. Kahtlased loomad: hiired, rotid, kassidy koerad.

Mikroskoobiline uurimine.

Mikroskoobilise meetodiéa uuritakse verd, seljaajuvede—
likku je uriini spiroheetide suhtes. Haige tsitraatverd hoi-
takse 1 t. kestel toatemperatuuri juures, siis vdetakse 10
tilka vereplasmat ja uuritakse pimev&ljameefodiga (vt. lildosa
IV praktikum). Seljaajuvedelikku ja uriini tgentrifuugitakse
eelnevalt ja sadet uuritakse samuti pimeviéljameetodiga.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Verest ja seljaajuvedelikust teostatakse kiilv stttmele.
Tavaliselt kasutatakse sdddet, mis koosneb 9 osast steriil-
sest kaevuveest ja 1 osast kiililiku vereseerumist. Materjali
killvatakse 1 - 2 tilka 2 ml sbdtme kohta. Spiroheedid kasva-
vad 25 - 30°% juures. Killve kontrollitakse mikroskoobiliselt
pimeviéljameetodiga 5 - 7 péeva jérel 3 kuu kestel.

Bioloogiline uurimine.

Noortele merisigadele (150 - 200 g) v&i kuldhamsteritele
siistitakse intraperitoneaalselt haige vérsket verd, harvem
tsitraatverd, seljasjuvedelikku v&i uriinisadet. Mdne péeva
pérast tduseb infitseeritud katselpomadel palavik ja siidame=~
vere kiilvist on vdimalik isocleerida leptospirade kultuuri.
Loomad surevad 1 —~ 2 nédalat peale nakatamist tiilipiliste muu-
tustega. Lshangul on loomad ikteerilised, kdigis siseelundeis
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ja kdhukelmel on néha téppverevalumid, maksas on nekrootilised
kolded. Siseelundeis, eriti maksas, esinevad spiroheedid, mi-
da sedastatakse mikroskoobilisel uurimisel.

Merisigadele on patogeenne eriti L. icterohaemorrhagiae,
kuna teised leptospirade liigid on vihem v&i iildse mitte pa~-
togeensed. Viimastega nakatamisel katseloomad ei sure ja la-

hangul ei esine kollatdbe. 3

» Seroloogiline uurimine.

1. Aglutinatsiooni-liilisi reaktsioon.

Reaktsiooni kasutatakse antikehade miéiramiseks veresee-—
rumis vdi seljaajuvedelikus alates 6. - 8. haiguspéevast.
Koige enam antikehi esineb vereseerumis 3. - 5. haigusnédda-
lal. ;

Reaktsiooniks vletakse vereseerum lahjenduses 1:50 vdi
lahjendamata seljaajuvedelik. Antigeeniks on 4 - 10 pHeva va-
nune leptospirade kultuur, mis sisaldab viéhemalt 100 - 150
spiroheeti vaateviéiljas 280-kordse suurendusega. Antigeen kont-
rollitakse pimeviljameetodiga, et ta ei sisaldaks aglutinee-
runud v8i liiseerunud leptospirasid.

Seerumlahjendusele lisatakse antigeeni vdrdses koguses -
0;1 ml vdi 1 - 2 tilka. Katsutid hoitakse 37% juures 2 tun-
ni kestel ja loetakse tulemused mikroskoobiliselt. Kui see
reaktsioon on positiivne, valmistatakse edasi’ seerumist lah-
jendused 1:50, 1:100, 1:200 jne. , seljaajuvedelikust 1:2,
1:4, 1:8. Reaktsioon teostatakse sarnaselt eelmisele. Reakt-
siooni positiivsust hinnatakse mikroskoobi abil: katsuti si-
su uuritakse pimeviljameetodiga. Reaktsioon on positiivme,
kui tekib spiroheetide aglutinatsioon ja liilis. Aglutinatsi-
ooni puhul on preparaadis niéha liikuvaid &mblikusarnaseid
moodustisi, liilisi korral muutuvad spiroheedid teralisteks.

2, V5ib kasutada komplemendi sidumise reaktsiooni. Anti-
geenina kasutatakse tsentrifuugimisel tihendatud spiroheetide
suspensiooni.
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Siiafilise mikrobioloogilimne
diagnoos.

Sitifilise e. luese tekitajaks on Treponema pallidum. See
on korrapéraste tihedate loogetega spiroheet, mille otsad on
vilja venitatud, sirged.

Uuritav materjal.

Uuritav materjal oleneb haigusstaadiumist.

I staadiumis (3 - 4 n#dalat peale nakatumist) tekib nak-
kuskohas k3vade #értega haavand - ulcus durum. Uuritavaks ma-
terjaliks on koevedelik haavandist. Haavandi pdhi puhastatak-
se steriilse tampooniga ja servadele vajutades eraldub pdhjast
koevedelikku, mida uuritakse mikroskoohiliseit spiroheetide
suhtes.

I1 staadiumis (9 - 10 nédalat peale nakatumist) tekivad
nahale roseoolid vdi paapulid, millest vOetakse koemahla mik-
roskoobiliseks uurimiseks. Selles staadiumis on aga pdhiliselt
uuritavaks materjaliks vereseerum seroloogilisteks reaktsioo-
nideks.

III staadiumis (2 - 3 aastat peale nakatumist ) tekivad
nahal, limaskestadel, siseelundites ja luudes lagunemisele
kalduvad sdlmetaolised moodustised - gummad.

IV staadiumis (10 - 20 aastat peale nakatumist) tekivad
spetsiifilised kahjustused kesknérvisiisteemis. III ja IV staa-
diumis on uuritavaks materjaliks vereseerum ja seljaajuvede-
1ik seroloogilisteks reaktsioonideks.

Mikroskoobiline uurimine;

Mikroskoobilist uurimist kasutatakse I ja II haiguse staa-
diumis. Spiroheete uuritakse elusalt pimevéljameetodiga, Burri
meetodiga ja vérvitud preparaatides. Vérvimiseks kasutatakse
hobetamismeetodit ja Giemsa-Romanoveki meetodit.
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Seroloogiline uurimine.

Spetsiifilised antikehad tekivad vereseerumisse 10 - 30
péeva peale ulcus durum'i teket’. Nende mé#ramiseks kasutatak-
se komplemendi sidumise reaktsiooni Wassermanni jérgi koos
kahe sadestusreaktsiooniga.

Wassermanni reaktsioon sarnaneb tehnilise l&biviimise
poolest Bordet—-Gengou reaktsioonile, kuid erineb reaktsiooni
mehhanismilt. Kui Brodet—-Gengou' reakteioonis adsorbeeritakse
komplement spetsiifilise kompleksi antikeha-antigeeni poolt,
siis Wassermanni reaktsioonis on antigeeniks mitte spirohee~
tide kultuur, vaid siifiliitilise ja normaalse koe lipoidide
alkohoolne ekstrakt. Patoloogiliselt muutunud kudedest valmis-
tatud antigeeni, nimetatakse spetsiifiliseks ja normaalsest
koest valmistatud antigeeni mittespetsiifiliseks antigeeniks.
Praegu kasutatakse just mittespetsiifilisi antigeene, néiteks
héirja siidamelihase alkchoolset ekstrakti. Wassermanni reaktsi-
ooniks tuleb kasutada viéhemalt kahte erinevat antigeeni.

Komplemendi sidumise reaktsioon Wassermanni jérgi. x

Kat-} Haige| Fiisiol. Anti~| Anti-| Hemoliilitiline
suti| see—~ | lahus | geen | geen | Komplement siisteem
nre rum h 2 Y 25

1. 0,1 0,4 Q0,5 - 0,5 1,0

2 Foyt 0,4 - 10,5 0.5 1,0

3. 0,1 0,9 - - 0,5 1 tund 1,0 30-60 min
[ 4o - - 1,0} - | o5 1;0.39%¢

5. £ - =g ke, 8% 1,0

6. - 0,5 1,0 - - 1,0

7. - 0,5 o Sl iy Y1 - 1,0

B

Esitatud skeemi pdhjal rakendatakse pdhireaktsiooni (1.,
2. katsuti) kdrval mitmesuguseid kontrolle: katsutis nr. 3 on
uuritava seerumi kontroll, katsuteis 4 ja 5 antigeenide anti-
komplementaarsuse kontroll ja katsuteis 6 ja 7 antigeenide he~-
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motoksilisuse kontroll. Katsutites 3; 4 ja 5 peab normaalselt
alati toimuma hemoliilis, kuna vastupidi, katsuteis 6 ja 7 ei
tohi normaalselt hemoliilisi tulla.

Paralleelselt 'aaeerqanni reaktsiooniga teostatakse sa-
destusreaktsioone. Siin on antigeeniks koelipoidide alkohool=-
sed lahused, mille tundlikkus on t¥stetud mitmesuguste aine-
te, néiteks kolesteriini lisamisega. Sagedamini kasutatekse
Kahni ja Sache-Witebsky (citocholi) reaktsiooni.

Kahni reaktsiooni skeem.

\
N

ey
Katsuti Haige | Fiisiol. |3 L'iisiol ol @
ar, Antigeen | corum | 1ahus 2 [lahue T
oot
g g
1. 0,05 0,15 o |1 e
2 0,025 | 0,15 - i 19,5 -
34 0,0125 { 0,15 - E 0,5 ::
4- 0’05 o 0,15 g 1,0 E
53 0,025 - 0,15 § 0,5 e
Y 6. 0,0125 b 0,15 0’5

Positiivse Kahni reaktsiooni puhul tekib‘kéisis kolmes
reaktsioonikatsutis pretsipitaat, mis on selgesti niéhtav nii
palja silmage kui ka aglutinoskoobiga. ‘

=

Taastuva tiilfuse mikrobio-
loogiline diagnoos.

Teastuva tiilifuse e. typhus recurrens'i tekitajaks on Bor-
relia recurrentis. See on ebakorrapéiraste loogetega spiroheet.

P

Uuritav materjal.
“

Uuritavaks materjaliks on haige veri, mis vdetakse tem—
peratuurl tdusu perioodil.
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Mikroskoobiline uurimine.

Verd uuritakee pimeviiljameetodiga, Samuti valmistatakse
Higepreparaat ja preparaat paksutilgameetodiga ning vérvitak-
se Giemsa-Romanovski vérvilahusega 30 - 45 min. jooksul. Spi-
roheedid on ebakorrapéiraste loogetega roosakasvioletselt vér-
vunud niidikestena punaliblede vahel preparaadi virvumata
foonil.

Kui spiroheete on véhe perifeerses éeree, kasutatakse
nende avastamiseks rikastusmeetodit. 5 m} haige verele lisa-
takse 10 ml 2%-1list Hédikhappelahust destilleeritud vees ja
lastakse seiste 10 min. Jérgnevalt tsentrifuugitakse materjal
ja sademest valmistatakse #igepreparaadid.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Spiroheedid kasvavad sdttmetel halvasti. Neﬁde kasvata-
miseks kasutatakse stbtmeid, mis sisaldavad natiiveeid valke,
tavaliselt hobuse v&i kiiiiliku vereseerumit. Neid kasvatatak-
se 28 - 30°C Jjuures 5 - 7 pHeva jooksul. Kasvu kontrollitakse
mikroskoobiliselt pimevdljameetodiga.

Bioloogiline uurimine.

Haige verega nakatatakse intraperitoneaalselt hiiri v&i
merisigu. Loomadel esinevad spiroheedid perifeerses veres 24 t.
peale nakatamist Jﬁrpﬁsivad seal 24 t. jooksul. Spiroheete
avastatakse katseloomadel Giemsa-Romanoveki meetodi jHrgi vir-
vitud vere #igepreparaatides.

THO6lulesanded.

1. Vaadata pimevéljas preparaati Leptospira icterohaemorrhagiae
kultuurist.

2. Vaadata Leptospira icterohaemorrhagiae't demonstratsiooni

preparaadis. Preparaat on valmistatud spiroheetide kultuu-

riga naketatud merisea maksast ja vérvitud hobetamismeetodi-

ga.
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3. Teostada komplemendi sidumise reaktsioon Wassermanni jérgi
toodud skeemi kohaselt. :

4. Vaadata Treponema pallidum'’i demonstratsiooni preparaadis.

" Preparaat on valmistatud ulcus durum'ist vdetud materja-
list ja vérvitud hdbetamismeetodiga.

2. Vaadata Borrelia recurrentis't demonstratsioonipreparaadis.
Preparaat on valmistatud taastuva tiiiifuse haige verest ja
vérvitud Giemsa-Romanovski meetodi jérgi.

6. Valmispreparaat kiirikseente kultuurist vérvida Grami mee-
todi jérgi. >

7. Uurida favushaige Jjuukseid mikroskoobiliselt.

8. Uurida trichophytiahaige Juukseid mikroskoobiliselt.

9. Vérvida valmispreparaat Candida albicans'i kultuurist Gra-
mi meetodi jérgi.

IVII  prakt i_k um.

Teema s PATOGEENSETE ALGLOOMADE POOLT POHJUSTATUD NAKKUS-
HAIGUSTE JA TAHNILISE TUUFUSE MIKROBIOLOOGILINE
DIAGNOOS.

|
Nealaaria mikrobioloogiline
diagnoos.

Malaariatekitajateks on Genus Plasmodiumisse kuuluvad alg-
loomad:
Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae,

Plasmodium ovale,
Plasmodium falciparum.
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Nende algloomade areng toimub kahes tsiiklis: suguline
areng hallas#iises -~ sporogoonia, ja suguta arengutsiikkel
inimese organismis - skisogoonia, mitmesugustes koerakkudes
ja vere punalibledes. Inimene nakatub sddse torkest, Lelle
siil jend&rmetest satuvad organismi sporozoidid, mis on algloo-
made sugulise arengu ldppastmeks. Sporozoidid paljunevad al-
gul mitmesugustes koerakkudes — maksa ja pdrnarakkudes, kus
arenevad merezoidideks. Viimased tungivad verre ja on siin
punaliblede parasiitideks.

Uuritav materjal.

Uuritavaks materjaliks on haige veri, mis vdetakse tem—
peratuuri tdusu periocodil vdi temperatuuri haripunktis tava-
ligelt sdrmest Franck'i ndela abil. Materjaliks vd&ib olla
veel stermaalpunktaat ja pdrna punktaat.

Mikroskoobiline uurimine.

Diagnostikas kasutatakse just mikroskoobilist meetodit.
Verest valmistatakse Higepreparaate ja preparaate paksutilga-—-
meetodil. Aigepreparaate fikseeritakse 96°-ge etiiilalkoholi~
ga 15 min. jooksul, paksutilga preparaate ei fika'eritaf Pre—;
paraadid vérvitakse Giemsa-Romanovski meetodi jérgi 30 - 50
min. jooksul (1 - 2 tilka Giemsa vérvi 1 ml veele). Punalib-
led vérvuvad ﬁeleroosalt, algloomade protoplasma helesiniselt,
tuumaaine karmiinpunaselt. Leukotsiilitide tuumad vérvuvad vio-
letselt. L

Pl. vivax'i noored vormid punalibledes on sdrmusekujuli-
sed. Raku protoplasma on ringikujuliselt néhtav, kuna algloo-
ma keskel agub suur vakuool, tuum asub ringi kdige kitsamas
kohas nn. "sdrmusekivina". Pigmenti on néha 6 t. vanusel plas-
moodil. Edasi ringikujuline skisont suureneb, omandab ebakor-
rapéirase ambboidse kuju. Samal ajal suureneb punalible 1%
korda ja on vérvunud kahvatumalt vdrreldes teistega. Punalib-
. le protcplasmes on néha punaselt vérvunud terakesi, nn. Schif-
fneri téhne. Umbes 36 tunni jooksul on punalible t&itunud
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plasmoodiga ja viimane hakkab jagunema. AmSboidne moodustis
punalibledes jaguneb osakesteks, ka tuum jaguneb iihtlaselt
nende osakeste vahel. Punalibles tekib rattakodaratacline
moodustis, mis edasi jaguneb 12 - 24 (tavaliselt 16) osake~-
seks e. merozoidiks. Punalible 1ohkeb ja merozoidid vabanevad.
Selline tsiikkel toimub 48 tunni jooksul. Merozoidid v&ivad
uuesti tungida teistesse punalibledesse ning suguta arengu-
faas voib selliselt toimuda korduvalt. ;

Korvuti suguta vormidega arenevad punalibledes ka sugu-
lised vormid - mikro- ja makrogametotsiiidid. Pl. vivax'i nak-
kuse puhul on neid perifeerses veres néha 10 - 14 pieva pea-
le parasiitideveresuse tekke. Nad on linmarguse kujuga, puna-
1iblest veidi suuremad. Makrogametotasiilitidel on helesinine
protoplasma ja viéike kromatiinivaene, sageli ekstsentriliselt
agsetsev tuum. likrogamototeuutidel on sinakas violetselt vir-
vunud rakuplasma, tuum on suurem, asetatud tsentraalselt ja
sisaldab palju kromatiini.

Plasmodium malariae arengutsiikkel punalibledes toimub
72 t. jooksul. Algul areneb samuti ringikujuline moodustis,
kuid punalibled ei suurene, ei ole kahvatumad ja neis ei esi-
ne Sciiffneri t#hne. Kui skisont areneb edasi, tekib paelatao-

s line moodus‘is. mis on tugevasti pigmenteeritud ja vérvuselt
tumepruun. See jaguneb 4 ~ 12 (tavaligselt 8) merozoidike. Need
on asetatud punalibles korrapéraselt, rosetikujuliselt.

Gametotsiilidid on punaliblede suurused ja tugevamini pig-
menteeritud kui Pl. vivax‘’i puhul.

Plasmodium ovale arengutsiikkel sarnaneb eelmisele, kuid
toimub kiiremini - 48 t. jooksul. Ringikujulisest plasmoodist
areneb samuti paelataoline moodustis, kuid punalibled on suu-
renenud ja neis esinevad Schiiffneri téhnid. Plasmoodi jagune-
misel tekib & - 12 merozoidi, mis on asetatud rosetikujuliselt.

Plasmodium falciparum®i arengutsiikkel kestab 24 - 36 t.
Perifeerses veres eainevad ainult noored skisondid ilma pig-
mendita ja tdiskasvanud sugulised vormid - gametotsiiiidid. Va-
nemad skisondid esinevad siseelundite kapillsarides, nagu mak-
sas, pdrnas, luuidis, ajus. Mikroskoobiline diagnoos pannakse
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Jjust gametotsiiiitide leiu alusel perifeerses veres.

Alglooma noored vormid on ringikujulised, suuruselt 1/5
punalible lébimd8dust. Samaaegselt vdib iihte punaliblesse
tungida 4 - 5 plasmoodi. Ringikujulised skisondid arenevad
edasi hobuserauakujulisteks. Jérgnevalt moodustub neist 16 -
20 merozoidi. :

Noored gametotsiiidid on né&ha ainult siseelundeis, vane-
mad ka perifeerses veres ja nimelt 5 - 10 péeva peale para-
siitideveresuse tekke. Gametotsiiiidid on poolkuukujulised.
Makrogametotsiilite on rohkem. Nende protoplasma on vérvunud
siniselt, keskel on véike tuum, mis sageli on kaetud pigmen-
diga. Mikrogametotsiilitide protoplasmea virvub punasemalt ja
tuum on jaotunud difuusselt iile raku.

Leidmaniooside mikrobioloo-~-
€1 line. dfsgnooss

Leishmania tropica tekitab idamaa katku e. naha leidma-
nioosi, kuna Leishmania donovani on kala-azari e. vistseraal-
se leidmanidosi tekitajaks.

Inimene nakatub moskiito torkega, kes on algloomade vahe-
kandjaks. )

Leidmanioosi tekitajad esinevad inimesel retikulo-endo-
teliaalsiisteemi-, pdrna- ja maksarakkudes rakusiseste parasii~
tidena. Nad on ovaalse v3i iimmarguse kujuga algloomad raku
keskel asuva suure iimmarguse tuumaga ja blefaroplastiga. Vibu-
rid neil puuduvad, nad on liikumatud.

Kultuuris on algloomad piklikud lansetikujulised, varus—
tatud pika viburiga ja asetatud rosetikujuliselt.

Naha leidmanioosi mikrobdbio-
100gil14dine d‘i agnoos . :
Uuritav materjal.

Uuritavaeks materjaliks on haavandi &#rtest granulatsioco-
nikude ja paapulite sisu.
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Mikroskoobiline uurimine.

Materjalist velmistatakse #digepreparaadid, fikseeritak-
se 96°-ge etiililalkoholiga 15 — 20 min. jooksul ja vérvitakse
Giemsa-Romanovski vérvilahusega (1:10) 30 min. jooksul. °

Leishmania tropica on asetatud intratsellulaarselt, pea-
miselt makrofaagides ja monotsiiiitides. Algloomade rakuplasma
viirvub siniselt, tuum karmiinpunaselt ning blefaroplast on
pulgakujuline ja virvunud tumepunaselt.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Materjal kiilvatakse NNN (Novy, Nicolle, Mc. Neal) stdtme- |
le. See on 1,4%line agarsbbde, millele on lisatud 30% inime-
se, hobuse voi kiililiku defibrineeritud verd. Teiste mikroobi-
de kasvu takistamiseks lisatakse veel juurde 200 - 500 toime-
iihikut/ml penitsilliini.

Algloomad kasvavad 22 - 25°% juures 4 - 5 bbphieva kestel
sbbtme kondensatsioonivees viéikeste lédbipaistvate pesadena.
Kultuure jélgitakse 1 - 3 nédala jooksul. Kultuurist valmis-
tatud preparaadis on algloomad pika lansetitaolise kujuga ja
blefaroplastist véljuva pika viburiga. Nad moodustavad 10 -
15 algloomast koosnevaid rosette, s.t. algloomad on asetatud
ringikujuliselt iiksteise kérvale, viburitega sissepoole.

Bioloogiline uurimine.

Uuritava materjaliga v3i kultuuriga nakatatakse valgeid
hiiri intrakutaanselt kdrvax vdi sabajuure kohale. 10 - 12
pieva jooksul ilmub nakatuskohale infiltraat, milles esinevad
intratsellulaarselt algloomad.

Allergilised nahareaktsioonid.

Allergeen valmistatakse algloomade kultuurist veri-suh-
kuragarilt. Kultuur pestakse steriilse fiisioloogilise keedu-
soolalahusega 3 korda. Saadud sademes surmatakse algloomad
kuumutamisel 56°C juures ja konserveeritakse 0,25%-lise fe-
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nooli lisamisega. Suspensiooni siistitakse nahasse 0,1 ml. Po~
sitiivse reaktsiooni korral tekib siistimise kohas 24 ~ 48 .
jooksul punetus ja turse lébimddduga 10 - 15 mm.

Kala~azari ndkr o8 i1 0¢gE T e
diagnoos.

Uuritav materjal.

Uuritavaks materjaliks on pdrna-, maksa—, limfisdlmede
Jja stermaalpunktaat.
‘Mikroskoobiline uurimine ja kultuuri isoleerimine sarna-~

nevad naha leisdmanioosi puhul kasutatavale metoodikale.
i

Bioloogiline uurimine.

Katseloomadeks on hamsterid, keda nakatatakse uuritava
materjaliga intraperitoneaalselt. Loomad surmatakse 2 =~ 4 né-
aala pérast ning uuritakse siseelundeid mikroskoobiliselt alg-~
loomade suhtes ja isoleeritakse kultuur.

Seroloogiline uurimine.

Voib kasutada KSR-i, kus antigeeniks on algloomade kul-
tuuri alkohoolne ekstrakt.
Aaf rika uneheiguse mikrobio-
10" gL 1 i"n e diagnoos.

Aafrika unehaigusetekitajad on Genus Trypanosoma'sse kuu-
luvad algloomad: Trypanosoma gambiense ja Trypanosome rhodesi-
ense.

Inimene nakatub tse-tse kérbse hammudtusega, kes on alg-
loomade vahekandjaks.

Algloomadel on piklik rakukeha, mida médda kdligeb undu-
leeruv membraan, mis 1dpeb raku eesotsas pika viburiga. Viburi
léhtekohaks on ilimmarguse kujuga blefaroplast. Raku tuum on iim=—
margune ja asub alglooma keskosas. Tuumas asub tuumake ja ti-

hedalt kromatiinterakesi.
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Uuritav materjal.

| V3etakse verd enne temperatuuri tdusu tavaliselt sdrmest
Prancki ndela abil. Samuti uuritakse liimfisdlmede ja sternaal-
punktaati ning kliiniliselt viéljakujunenud haigusjuhtudel
seljeajuvedeliku sadet.

Mikrocskoobiline uurimine.

Materjalist valmistatakse aigepieparaat ja preparaat
paksutilgameetodil, mis vérvitakse Giemsa-~Romanoveki vérviga
(1:240) 30 min. jooksul. Alglooma rakukeha vérvub siniselt v&i
sinakasvioletselt, unduleeruv membraan, vibur ja blefaroplast
vérvuvad karmiinpunaselt. Kuna algloomi esineb perifeerses
veres periobdiliselt ja viheses hulgas, siis tuleb uuringut
teostada korduvalt. Liimfisdlmede— ja sternaalpunktaadis/ esi-
neb algloomi sagedamini ja suuremal arvul kui perifeerses ve-
res. »

Bioloogiline uurimine.

Katseloomadeks on valged hiired ja hametrid. Peale na-
katamist haigestuvad loomad mdne p#eva kuni n#dala jooksul.
Algloomi on v3imalik avastada perifeersest verest Giemsa—Ro-
manovskl meetodi jéErgl vérvitud Higepraparaadis.

Ambbiaalse dfisenteecria miks=
riobioloogilinie diagnoos,

AmSbiaalse diisenteeria tekitajaks on Entamoeba histolyti-
ca., Ta v8ib inimesel esineda kahesuguse vormina. Patogeenseks
vormiks on vegetatiivme vorm, mis esineb soole limaskestas.
See on ovaalse vdi ebakorrapHrase kujuga algloom, hésti on
eraldatav ento~ ja ektoplasnn,-algloom liigub pseudopoocdide
abil, Tuum on ﬁmqargune ja selle keskel asub tuumake. Ento-
plasmae esinevad fagotsiiteeritud pumnalibled.

Teine vorm on vHiksem, ovaalse v0i limmerguse kujuga ja
esineb sooclevalendikus. Endo- ja ektoplasma pcle nii hésti
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eraldatav. Entoplasmas on tuum tuungkeeega,\kuid pols alati
hésti néhtav. Entoplasmas esinevad veel viikesed vakucolid.
See vorm moodustab tsiiste. Nakatumine amtbizalsesse diisentee-
riasse toimubki tsilistide sattumisel organismi seedetrakti
kaudu. Algul on tsiist {ihetuumaline ja sisaldad suuri gliko-
geenivakuoole. Valmis tslist sisaldab 4 tuuma tuumakestega ja
on peeneteralise protoplasmaga.

Uuritav materjal.

Uuritavaks mnterjalike on haige roe vdi limane eritis
pérasoolest.

Mikroskoobiline meetod.

Materjali uuritakse kas natiiv— vdi vérvitud preparaati-
des. Natiivpreparaat tuleb valmistada kohe peale materjali
votmist, et see ei jahtuks. Otsitakse viélje verine ja limane
roojatiikkike, mis asetatakse esemeklaasile sooja fiisioloogili~
se keedusoolalahuse tilke ning kaetakse pealt katteklaasiga.
Preperaati uuritekse mikroskoobi kuiva silisteemiga.

Kui haigevoodi juures pole vdimalik uuringut teostada,
tuleb hiljem preparaadi tegemisel esemeklaasid soojendada.

Entamoeba histolytica tuleb diferentsida sooles normaal-
selt esinevast mittepatogeensest Entamoeba coli'st. Viimasel
~ei esine kunagi entoplasmas fagotsiiteeritud punaliblesid,
tuum on suurem ebakorrapérase kujugae ja tuumake asub ekstsent-
riliselt. Entamoeba histolyticé tsiistil on 1 ~ 4 tuuma, E. co~-
11 tslietil 1 - 8 tuuma. :

Nakkuse diagnoosimisel kasutatakse ka vérvitud preparaa-
te. Vérvimiseks kasutatakse raud-hematoksiiliini. Sellises pre-
peraadis vérvuvad algloomas fagotsiiteeritud punalibled muse
talt, tuum on hall ja hésti on n&htav tuumas keskel tuumake.

Haigusetekitaja isoleerimine.

Algloomad kasvavad munakollast ja seerumit sisaldaval
ssstmel 37°¢C Juures. Mikroobide kasvu pérssimiseks lisatakse
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veel juurde penitsilliini ja streptomiitsiini. Kontrollprepa-
raadid sdttmetest tehakse 24 t. pérast. Negatiivse leiu pu-
hul tehakse imberkiilvid katsuti pdhjas sademest 48 - 72 t. ji-
rel.

Bioloogiline uurimine.

Katseloomadeks on kassipojad, keda nakatatakse per rec-
tum vegetatiivseid vorme sisaldava materjaliga vdi per os
tsiiste sisaldava materjaliga. Per rectum nakatamisel tehakse
katseloomale eelnevalt klistiir ja narkoosi -all viiakse jéme-—
soolde kateetriga 6 - 7 ml materjali. Loom haigestub 1 - 21
pdeva jooksul. Esineb kdhulahtisus ja roojas on leida algloo~
mi.

Bal aidrsd 1l an cheld poolt po6h-
Fudtatuyd ~nakkuoae mikrobilar
2000 §did 4 n.e diagnogos.

Balantidium coli pdhjustab amdbiaalsele diisenteeriale
sarnanevat jémesoolepdletikku. Ta esineb inimese sooles tava-
liselt vegetatiivee vormina, viéga harva tslistina.

Uuritav materjal.

Uuritavaks materjaliks on haige roe.

Rooja uurimine mikroskoobilise meetodiga, samuti kultuu-
ri @yoleerimine sarnaneb amSbiaalse diisenteeria diagnoosimi-
se meetoditele.

Balantidium coli on 50 - 100 &4 suur ovaalse v&i lmmar-
guse kujuga algloom. Ta liigub aktiivselt natiivpreparaadis
ripsmete abil ja on 2 tuumaga: iiks on kdverdunud kujuga suur
tuum, teine on vdiksem ja kujult limmargune. Alglooma limber on
néhe vErvitud preparaadis ripsmete ring.
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Toksoplesmoosi mikrobioloo-
gi1iline diagnoos..

Toksoplasmoosi tekitajaks on Toxoplasma gondii. See on
4 = 7 m pikkune apelsinildigukujuline algloom, mis parasitee-
rib intratsellulaarself inimese aju-, kopsu-, pdrna-, maksa—-
rakkudes ja teistes elundeis. Algloomadel ei ole liikumisor-
ganelle, rakkude protoplasmasse tungivad nad pbbrle%ate 1ii-
gutuste abil. « 3

Toksoplasmoosi haigestuvad nii koduloomad, metsloomad
kui ke mitmesugused nérilised. Haigusetekitajad eritatakse
loomade organismist rbgaga, uriiniga, roojaga, piimaga. Ini-
mene haigestub peamiselt alimentaarsel teel, kasutades naka-
tatud toiduaineid - piima, liha, mune jne.

Uuritav materjal.

1. Haigelt vdetav materjal: liimfisdlmede punktaat, proovi-
tiikikesed limfisdlmedest, mandleist, lihastest, seljaajuvede-
lik, veri. Nimetatud materjale uuritakse mikroskoobilise ja
bioloogilise meetodiga haigusetekitajate suhtes. Veel on uuri-
tavaks materjaliks haige vereseerum, kus méératakse antikehi.

- 2. Laibalt vOetav materjal: elundite, aju—-, maksa=, pdr-
na= jne. tiikikesed.

Mikroskoobiline uurimine. 3

Uuritavast materjalist (liimfisdlmede punktaat, veri) val-
mistatakse #igepreparaadid v&i elunditiikikestest puutepreparaa-
did. Seljaajuvedelikku tsentrifuugitalse ja sadet uuritakse
algloomade suhtes. Preparaadid vérvitakse Giemsa-Romanovski
meetodi jérgi. Algloomad on vérvitud preparaatides poolkuukuju-
lised, harvem iimarja kujuga ja asetatud tavaliselt intratsel-
lulaarselt. Nende protoplasma vérvub helesiniselt, tuum on gra-
nulaarne vdi kémpjas ja vérvub rubiinpunaselt. ’

Uuritavast materjalist vdib valmistada veel natiivprepa-
raadid eseme~ ja katteklaasi vahel, mida vaadatakse tavalises
mikroskoobis v3i faaskontrastmikroskoobis.
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Preparaate tuleb viiga hoolikalt uurida, kuna materjalis,
eriti veres, on algloomi véhe.

Bioloogiline uurimine.

Katseloomadeks on tavaliselt valged hiired, kuid v&ib
nakatada ka rotte, suslikuid ja hamstreid.

Uuritava materjali suspensiooni fiisioloogilises keedu-
soolalahuses siistitakse katseloomale kShuddnde, naha alla v8i
ajju. Valgele hiirele siistitakse materjali tavaliselt k&hu-
d8nde. Loomad haigestuvad 3 - 4 péeva jooksul. Lahangul esi-
nevad algloomad kdhuddne vedelikus ja siseelundeis, kus neid
saab. mitirata mikroskoobilise meetodige.

Sero}oogiline uurimine. -

1. Sabin-Feldmani test.

Testi pdhimdte seisneb selles, et Toxoplasma gondii pfo-
toplasma virvub vereseerumis, kus el esine spetsiifilisi an-
tikehi, aluselise metiileensinise lahusega siniseks. Kui aga
vereseerumis esinevad spetsiifilised antikehad, siis algloo—
made kuju muutub ja rakuplasma ei vérvu.

Spetsiifilisi antikehi haige vereseerumis on vdimalik
mééirata selle testiga 10 - 14 pHeva peale nakatumist.

2. Komplemendi sidumise reaktsioon.

Antigeenina kasutatakse toksoplasmoosi tekitajatega na-
katatud valgete hiirte kdhuddnevedelikku, kus neid algloomi}
eai¥eb suures hulgas.

Allergilised nahareaktsioonid.

Nahareaktsioon muutub positiivseks 4 nédalat peale naka-
tumist ja piisib positiiveena tavaliselt kogu eluaja.

Allergeenina kasutatakse algloomadega nakatatud valgete
hiirte kdhuddne eksudaati, milles haigusetekitajad on surma?
tud erilisel todtlemisel. Allergeeni siistitakse naha sisse 0,1
ml. Reaktsiooni hinnatakse 48 t. pérast.
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T&hnilise tilifuse mikrobio~
2 008 ¥l ne diagnoos.

Téhniline tiiiifus on raskekujuline nakkushaigus, mis le—
vib ainult haigusetekitajatega nakatunud riide= ja peatéide
kaudu. W

Téhnilise tiilifuse ehk typhus exanthematicus'e tekitajaks
on Rickettsia prowazekii. Riketsiad on rakusisesed parasii-
did. Nad paljunevad ainult elavates koerakkudee, mitte aga
kunstlikel sbttmeil.

Riketsiad on iimmargused, ovaalsed v&i pulgakujulised.
Nad on liikumatud, gram-negatiivsed, vérvuvad halvasti tava-
liste aniliinvéirvidega.

Uuritav materjal.

Uuritavaks materjalike on veri, sternaalpunktaat ja ve-
reseerum. Riketsiad esinevad haigel veres kogu palavikuperi-
oodi kestel. Antikehi on v&imalik méérata vereseerumis 5. -
6. haigusptievast alates.

Mikroskoobiline uurimine.

Mikroskoobiline uurimine osutub sageli negatiivseks, ku-
na riketsiad on véga véikesed ja neid on uuritavas materja-
lis raske avastada.

Verest ja sternaalpunktaadist valmistatakse preparaadid
Ja vérvitakse Giemsa~Romanovski meetodi jérgi. Riketsiad on
punaselt vérvunud véikesed punktitaolised kehakesed, asetatud
intratsellulaarselt. Preparaate v3ib vérvida veel hdbetamis—
meetodiga ja Macchiavello meetodi jérgi.

Preparaati vdib valmistada ka nakatatud té&i soolest, mil-
les on ndha massiliselt riketsiaid intratsellulaarselt 4 - 5
p. peale tdi nakatamist.

Bioloogiline uurimine.

Merisigu, tavaliselt isasloomi, nakatatakse intraperito-
neaalselt 2 - 4 ml vérske vdi defibrineeritud verega, mis on
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vBetud haigelt palaviku perioodis. 5 = 12 péeva peale naka-
tamist esineb riketsiaid massiliselt meriseal ajus, munandeis,
pdrnas.

Intranasaalselt v3ib nakatada kiiilikuid, hiiri, koeri,
.merisigu, kellel tekib riketsiate pneumoonia.

Nakatatud loomade elundeis méiiratakse riketsiaid mikros-
koobilisel uurimisel.

Serolbosiline uurimine.

Nakkuse diagnoosimiseks kasutatakse komplemendi sidumi-
se~ ja aglutinatsioonireaktsiooni riketsiate antigeeniga. Ka-
sutatav antigeen valmistatakse tsentraliseeritud korras vas-
tavates laboratooriumides ja kujutab endast riketsiate sus-
pensiooni, mis on saadud nakatatud hiire kopsust vdi nakata-
tud kanaembriio rebukotist. Reaktsioonid on positiivsed ala-
tes 5., - 6. haiguspéevast.

Sageli kasutatakse veel diagnoosimiseks Weil-Felixi
aglutinatsioonireaktsiooni, kus antigeeniks on Proteus vul-
garis 0119 voi OJ(2 tivede eluskultuur in standarddiagnosti-
kumid. Reaktsiooni teostatakse tehniliselt samuti nagu klas-
sikalist Widali aglutinatsioonireaktsiooni. Weil-Felixi
reaktsioon muutub positiivseks 5. pdeval peale haigestumist.
5. - 6., haiguspéevast on reaktsioon positiivne seerumlahjen-
duses 1:320 ja enam. Reaktsiooni tuleb teostada korduvalt,
kusjuures alles tiitri tdus kinnitab diagnoosi.

T8iilesanded.

1. Uurida malaariatekitajaid Giemsa-Romanovski meetodi jiérgi
viérvitud digepreparaatides.

2. Vaadata Leishmania donovani demonstratsioonipreparaadis.
Preparaat on valmistatud haige luuiidist ja vérvitud Giem-
sa~Romanovski meetodi jargi.

3. Tutvuda demonstratsioonipreparaadiga, mis valmistatud
Leishmania donovani kultuurist ja vérvitud Giemsa-Roma-
novseki meetodi jérgi.
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4. Uurida Trypanosoma gambiense't demonstratsioonipreparaa-
dis. Preparaat on valmistatud haige verest ja vérvitud
Giemsa~Romanovekil meetodi Jérgi.

5. Uurida Entamoeba histolytica't demonstratsiooniprebarae-
dis. Preparaat on valmistatud haige roojast ja vérvitud
raud-hematoksiiliiniga.

6. Uurida Toxoplasma gondii demonstratsioonipreparaadis. Pre-
paraat on viérvitud Giemsa-Romanovski meetodi jérgi.

7. Vaadata Rickettsia prowazekii preparaati mikroskoobis.
Preparaat on valmistatud té#i soolest ja vérvitud Giemsa-
Romanovski meetodi jérgi.

8. Teostada Weil-Felixi aglutinatsioonireaktsioon.

EVIIL “pd A kvl K Um .

Teema : VIIRUSLIKE NAKKUSHAIGUSTE MIKROBIOLOOGILINE
DIAGNOOS.

Y41 r»u8l1l1ke nakkushaiguste
nilkrodiloXoogilise diagmnoo-
simise p.oh LI aed

Viiruslike nakkushaiguste mikrobibloogilisel diagnoosi-
misel kasutatakse mikroskoobilisi ja seroloogilisi meeto-
deid, samuti viiruste isoleerimist. ;

Mikroskoobilised meetodid.

Mikroskoobilised meetodid pdhinevad:
1) elementaarkehakeste leiul,
2) inklusioonkehakeste sedastamisel ja
3) viiruste poolt kudedes tekitatud tiiiipiliste patohisto-
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loogiliste muutuste avastamisel.
Elementaarkehakeste leidu kasutatakse néditeks rdugete
(Pascheni kehakesed), tuulerdugete (Aragao kehakesed) ja or-
nitoosi diagnoosimisel. Inklusioon - ehk sulundkehakeste se-
dastamisel pdhineb marutdve (Negri kehakesed), trahhoomi
(Prowazeki kehakesed) ja kollat®ve diagnoosimine.
Elementaar~ ja sulundkehakeste levinumad vérvimismee-
todid on toodud iildmikrobioloogia XV praktikumis. Viimasel
ajal on elementaar~ ja sulundkehakeste sedastamiseks ja sa-
mastamiseks hakatud tarvitama ka fluoresiseerivaid antikehi
Viiruste poolt kudedes tekitatud tiiiipiliste patohisto-
loogiliste muutuste avastamine aitab diagnoosida néiteks
limfotsiitaarset koriomeningiiti.

Seroloogilised meetodid.

Seroloogilistest meetoditest kasutatakse kéige sageda-
mini:

1) komplemendi sidumise reaktsiooni (KSR),

2) viiruse neutralisatsioonireaktsiooni ja

3) hemaglutinatsiooni pérssimise reaktsiooni (HAPR).

Viiruslike nakkushaiguste diagnoosimisel piiliitakse se—
roloogilisi reaktsioone alati teha paarisseerumitega, vot-
tes haigelt verd esimestel haiguspiéevadel (esimene seerum)
ja teatud aja m8ddumisel (teine seerum). Sageli on reakt-
sioon diagnostilise védrtusega ainult siis, kui teises see-
rumis vdrreldes esimese seerumiga on téheldatav vihemalt
neljakordne vastavate antikehade tiitri tdus.

Viroloogias kasutatakse KSR-i teostumisel sageli nn.
komplemendi kilma sidumist - pdhisiisteem paigutatakse enne
indikaatorsiisteemi lisamist 18 tunniks kiilmutuskappi 4°¢
Jjuurde. Tavaliselt hoitakse pdhisiisteemi iihe tunni véltel
termostaadis 37°C juures (vaata iildmikrobioloogia XIV prak-
tikum). Komplemendi kiilm sidumine suurendab reaktsiooni
tundlikkust. Viiruslikest nakkushaigustest diagnoositakse
KSR-i abil n#éiteks puugientsefaliiti, kollapalavikku, orni-
toosi, parotiiti, grippi .jne. :
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Viiruse neutralisatsioonireaktsioon pBhineb haige orga-
nismis tekkivate spetsiifiliste viirust inaktiveerivate an-
tikehade sedastamisel. Reaktsiooni teostamisel tavaliselt
valmistatakse vastava viiruse lahjendused, lisatakse neile
lahjendamata uuritavaid seerumeid, lastakse 1 = 2 tundi seis-
ta ja siistitakse tundlikele katseloomadele. Kontroll-loomade-
le siistitakse viiruse ja fiisioloogilise keedusoolalahuse, sa-
. muti viiruse ja normaalseerumi segu. Reaktsiooni loetakse po~
sitiivseks, kui vdrreldes kontrollriihma surnud loomade arvu-
ga jé#b ellu vihemalt 50% katseloomi, ja tugevasti positiiv-
seks, kui ellu j&#b véhemalt 75% katseloomi.

» Viiruse neutralisatsioonireaktsiooni v3ib teostada ka
kanaembriiotel ja koekultuuridel. Viimasel juhul t3estab spet-
siifiliste antikehade olemasolu puuduv tsiitopatogeenne efekt.
Viiruse neutralisatsioonireaktdiooni koekultuuridel kasuta—
takse eriti laialdaselt poliomiieliidi ja teiste seedetrakti
viiruste uurimisel.

Viirusliku nakkushaiguse kulus muutub komplemendi sidu-
mige reaktsioon positiivseks juba esimestel haiguspHevadel,
viiruse neutralisatsioonireaktsioon aga alles 3.~ 4.haigus-
nédalal. Seejuures piisib KSR positiivsena vaid 3 - 4 kuud,
viiruse neutralisatsioonireaktsioon. aga aastaid. Oeldust su-
geneb mdlemate reaktsioonide kasutamine: KSR kasutatakse vii-
ruslike nakkushaiguste varajasel, viiruse neutralisatsiooni-
reaktsiooni aga retrospektiivsel diagnoosimisel, samuti ela-
nikkonna immuunsusseisundi méiramisel.

Mitmesugused viirused pdhjustavad merisea, oina, kan;
jmt. loomaliikide, samuti inimese eriitrotsiilitide kokkuklee-
pumise - hemaglutinatsiooni. Vastava nakkushaiguse pddemisel
(samuti vaktsineerimise tagajérjel) tekivad organismis spet-
siifilised antikehad, mis seda viiruse omadust pé#rsivad.
Nende antikehade sedastamisel vereseerumis pdhineb hemaglu~
tin?teiooni pérssimise reaktsioon - HAPR. HAPRfi kasutatakse
kdige sagedamini gripi ja parotiidi, kuid samuti rdugete
jmt. viiruslike nakkushaiguste diagnoosimisel.
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Viiruste isoleerimine.

Viiruste isoleerimiseks kasutatakse:

1) katseloomi,
2) kanaembriioid ja
3) koekultuure.

Katseloomade valikul viiruste isoleerimiseks tuleb ar-
vestada nende tundlikkust {the v&i teise viiruse suhtes, na-
katamisviisi valikul aga viiruse tropismi, Nii néiteks saab
poliomiieliidi viirusi isoleerida ainult ahvidel, amrutdve-
viirust aga samuti kiliilikutel ja valgetel hiirtel. Neuro-
troopse puugientsefaliidiviiruse isoleerimiseks tuleb val-
geid hiiri nakatada intratserebraalselt, pheumotroopse gri-
piviiruse isoleerimiseks aga intranasaaslselt. Vaatamata vii-
ruse tropismile on valged hiired iildiselt siiski kdige tund-
likumad intratserebraalsele nakatamisele.

Héid tulemusi annab viiruste isoleerimine pahaloomulis-
te kasvajatega katseloomadel. Valgetele hiirtele poogitakse
Ehrlichi astsiitkartsinoomi v&i Crockeri sarkoomi ja siisti-
takse siis uuritavat materjali. Sellistel katseloomadel v&ib
viirust suurimas hulgas sedastada just kasvajakoes. Kaise-
loomadele v&ib pookida ka eelnevalt uuritava materjaliga se—
gatud kasvajakude.

Ménede viiruste isoleerimisel on mé#rava t@htsusega
katseloomade vanus. Nii néiteks.on Coxsackie-viirusi v3ima=-
1ik isoleerida ainult vastsiindinud hiirtel.

Viiruste isoleerimist katseloomadel kasutatakse kolla-
palaviku, ornitoosi, psittakoosi, puugientsefaliidi jmt.
viiruslike nakkushaiguste diagnoosimisel.

Viiruste isoleerimisel kanaembriiotel tuleb silmas pi-
dada, et mitmesugustele viirustele on optimaalseiks erine-
vad nakatamisviisid, kanaembriiote vanus, inkubeerimisaeg ja
temperatuur. Nii néditeks nakatatakse parotiidiviiruse iso-
leerimiseks amnioniddnde 7-péevaseid kaqaembrﬁoid ja inku-
beeritakse neid 4 péeva véltel 37% Jjuures, gripiviiruse -
éﬁﬁbi C isoleerimiseks aga nakatatakse ammionid&nde 10 - 11—
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pdevaseid kanaembriioid ja inkubeeritakse neid kahe péeva
viltel 32°% Juures. Psittakoosiviiruse isoleerimisel nakata~
takse kanaembriioid rebukotti.

Viiruste isoleerimist kanaembriiotel kasutatakse kdige
sagedamini gripi, parotiidi ja rdugete diagnoosimisel.

Viimasel ajal on eriti levinud viiruste isoleerimine
koskultuuridel. Ei tohi aga unustada, et mitmesugustele vii-
rustele vdivad olla optimaalseiks erinevad koekultuurid. Nii
néiteks on enamik adenoviirusi paremini isoleeritavad Hela
kultuuril, ECHO-viirused aga ahvi neerukoe kultuuril.

Viiruste isoleerimist koekultuurides kasutatakse esma-
Jjoones polionmiieliidi diagnoosimisel.

Viiruste isoleerimisel tttdeldakse eelnevalt uuritavat
materjali penitsilliini ja streptomiitsiiniga (500 - 1000 i
1 ml uuritava materjali kohta), et hiévitada vdimalik bakte-
| riaalne floora. Samal eesméirgil v8ib uuritavat materjali
| filtrida 1bi bakteriaalsete filtrite.

Viiruste isoleerimiseks uuritavast materjalist on kdige
otstarbekohasem iitheaegselt kasutada mitmesuguseid isoleeri-
| mismeetodeid (néiteks koekultuure ja katseloomi), seejuures
ﬁ omakorda varieerides ka neid (n#iiteks HelLa ning ahvi neeru-
koe kultuure ja vastsiindinud ning téiskasvanud valgeid hii-
ri). ;

Alati ei ®nnestu isoleerida viirust esmasnakatamisel.
See asjaolu sunnib ka;utama nn. pimedaid passaaze - néiteks
slistitakse uutele hiirtele intratserebraalselt esmaselt na-
katatud hiirte ajukoe suspensiooni. Analoogiliselt talita-
takse ka viiruste isoleerimisel kanaembriiotel v&i koekul-
tuuridel. Tavaliselt tehakse 2 - 3 pimedat passaazi.

Viiruste isoleerimisel sedastatakse ja samastatakse

neid seroloogiliste reakteioonidé abil vastavate spetsiifi-
k liste seerumitega. Nii néiteks puugientséfaliidiviiruac iso~
| leerimisel valgetel hiirtel kasutatakse KSR-i ajukoe suspensi-
| ooni ja puugientsefaliidi immuunseerumiga; poliomiieliidiviiru-
se isoleerimisel koekultuuridel tsiitopatogeensel efektil pdhi-
nevat viiruse neutralisatsioonireaktaioonivtoitelahuse Jja
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poliomiieliidi immuunseerumiga; parotiidiviiruse isoleerimi-
sel kanaembriiotel HAPR-i allantoisivedeliku Jja parotiidi
immuunseerumiga jne. Kasutatakse ka mikroskoobilisi meeto-
deid (n#iteks Negri kehakeste leid katselooma ajukoes maru-
tdveviiruse isoleerimisel), arvestatakse haigestunud-katse-
loomade kliinilist pilti (n#iteks entsefaliidindhud valge-
tel hiirtel puugientsefaliidiviiruse isoleerimisel), makros—
koobiliselt tdheldatavaid tiilipilisi muutusi kudedes (néiteks
rdugete viirusele iseloomulikud valkjad naastutaolised moo-
dustised koorionallantoisil) jne.

Viiruslike nakkushaiguste mikrobioloogilisel diagnoo-
simisel kasutatakse vige mitmesuguseid uurimismeetodeid.
Igal konkreetsel haigusjuhul tuleb valida just need uuri-
mismeetodid, mis v&iksid anda parimaid tulemusi. Seejuures
arvestatakse haigusjuhu epidemioloogiat, anamnestilisi and-
meid, kliinilist leidu, haiguspéeva, laboratoorseid vdima-
lusi jne. Alati annab paremaid\tulemusi mitmesuguste uuri-
mismeetodite kombineeritud kasutamine. Olgu mainitud, et
mdnede viiruslike nakkushaiguste puhul (ornitoos, parotiit)
kasutatakse ka allergilisi nahareaktsioone. Suure téhtsuse-
ga eriti just viiruste isoleerimisel on 3ige uuritava ma~
terjali vdtmine ja uurimiseks saatmine.

Uuritava materjali vdtmine ja viroloogiliseks uuri-
miseks saatmine.-

Uuritava materjali v&tmise ja mikrobioloogia laboratoo-
riumi saatmise pdhinduded on toodud iildmikrobioloogia XII.
praktikumis. Siinkohal juhitakse té&helepanu ainult mOninga-
tele iiksikasjadele, mida tuleb téhele panna just virolcogi-
lise materjali korral. 2

Viiruste isoleerimiseks vdetakse haigelt see materjal,
mis peab sisaldama viirust k&ige suuremal hulgal. Neuro-
troopsete viiruste puhul on selliseks materjaliks seljaaju-
vedelik ja veri, lahangul aga pea~ ja seljaajutiikikesed.

Pneumotroopsete viiruste isoleerimiseks vdetakse haigelt
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nina- ja kurgulima, lahangul aga kopsukude , samuti kurgu
limanaha kaabet. Dermotroopseid viirusi isoleeritakse kah-
Justatud naha~ ja limanahatiikikestest, villide ja médavilli-
de sisaldisest, samutl verest. Pantroopsete viiruste ko;rsl
on téhtsaimeks uuritavaks materjaliks veri, kuid uuritakse

ka nina- ja kurgulima, seljaajuvedelikku, uriini, rooja. Kui
ei csata kahtlustada teatud kindlat viirust, vdetakse haigelt
viiruse isoleerimiseks verd, seljhajuvodelikku, nina~- ja kur-
gulima, uriini, rooja, lahangult aga mitmesuguseid elund~ ja
koetiikikesi.

Vere vdtmisel viiruste isoleerimiseks ei tohi kasutada
naatriumteitraati, vaid tuleb veri defibrineerida. Hiiiibimi-
ge viltimiseks on lubatud lisada verele hepariini. Vastavate
vBimaluste puudumisel v3ib isoleerida viirusi hiilibunud ve-
rest, kasutades nakatamiseks verehiiiibest valmistatud suspen=-
siooni.

Viiruete séiilitamiseks on kdige parem saata materjal
laboratooriumi kiilmutatult laiasuudmelistes termostes (mn.
hiina termesed). Tahke siisihappe puudumisel vdib termosed
tdita jé& (lume) ja keedusoola seguga. Erandi moodustab
leetrite viirus, mis kiilmas hévib. Selle viiruse isoleeri-
miseks tuleb nakatada koekultuure uuritava verega vahetult
haigevoodi juures. z

Rooja~ ja koetiikikesi saadetakse laboratooriumi 50%—
lises gliitseriinilahuses. Selle lahuse valmistamisel vdetak-
se iliks osa keemiliselt puhast gliitseriini ja iike osa fiisio=-
loogilist keedusoolalahust, reguleeritakse pH 7,4 - 7,6 ja
steriliseeritakse autoklaavis 30 minuti véltel 120°C Juures.
Konservandi leelise reaktsiooni séilitamiseks v&ib fiisio=-,
loogilise keedusoolalahuse asemel kasutada fosfaatpuhvrit
(fosfaatpuhvri valmistamine: I lahus = 1 liitris destillee-
ritud vees lahustada 11,876 g NaZHPO4.ZHZO; II lahus - 1
liitris destilleeritud vees lahustada 9,078 g KH2P04; sega=-
da 8 osa I ja 2 osa II lahust -puhverlahuse pH 7,4). Kdige
parem on ka konservanti vdetud materjal saata laboratooriu-
mi kiilmutatult. Tuleb silmas pidada, et ainsa viirusena ei
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séili gliitseriinis lymphogranuloma inguinale viirus.

Viroloogilised laboratooriumid on viroloogilise mater—
jali sHilitamiseks varustatud siigavkiilmutuskappidega, kus
temperatuur piisib -15 - -70% Jjuures.

Grip i vy4ireol o ogi i ine diagnoo-
simine. §

Gripitekitajaks on gripiviirus, millel eristatakse kol-
me tiilipi - A, B ja C. Tiilipi A kuuluvad viirused A, A, ja Az,
samuti mdned loompatogeensed viirused. Gripi viroloogilisel
diagnoosimisel kasutatakse mikrodskoobilisi ja seroloogilisi
meetoteid, samuti viiruse isoleerimist kanaembriiotel. Dife-
rentsia!ldiagnostiliselt on kdige tdhtsam eristada grippi
iilemiste hingamisteede katarridest.

Mikroskoobilised meetodid.

Mikroskoobilised meetodid pdhinevad gripi puhul nina
limanaha rakkudes esinevate muutuste sedastamisel. Neid muu-
tusi uuritakse nina limanahast valmistatud puutepreparaati-
des - nn. rinotsiitogrammides. Gripile on iseloomulik nina 1li-
manaha epiteelirakkude irdumine iihes nende rakkude protoplas—
mas ilmnevate fuksinofiilsete sulundkehakestega. Uksnes epi-
teelirakkude irdumine v&ib olla ka monede teiste haigusprot-
sesside tulemuseks, kuid siis puuduvad nendes rakkudes fuk-
sinofiilsed sulundkehakesed. Ulemiste hingamisteede katarri-
de korral leidub rinotsiitogrammides suurel hulgal leukotsii-
te ning mitmesuguseid mikroobe ja tavaliselt vaid lksikuid
epiteelirakke.

Rinotsiitoskoopia on parimaks seni tuntud gripi varaja-
seks laboratoorseks diagnoosimismeetodiks. Gripiviiruse tiii-
pe rinotsiitoskoopia aga ei vdimalda méérata. Rinotsiitoskoo-
piat teostatakse 2. — 4. haiguspéeval.

Rinotsiitogrammide tarvis kasutatakse spetsiaalseid kit-
said lihvitud &értega esemeklaase pikkusega 9 - 11 cm, laiu-
sega 5 — 8 mm ja paksusega 2 - 2,5 mm. Selliseid esemeklaa-

Lot L




se vdib valmistada ka lébipaistvast plastmassist. Rinotsiito-
gramme vdetakse jérgmiselt: :

Esemeklaasi iiks pool mérgistatakse klaasipliiatsiga.
Haiget palutakse nina nuusata ja siis viiakse esemeklaas et-
tevaatlikult védikese nurga all alla lébi riinapeegli ninna
nii, et mérgistatud pool jédks vastu nina vaheseina. Tundes
védikest vastupanu, pédratakse esemeklaas mérgistatud poole-
ga ililespoole ja surutakse_ ornalt vastaspoolega vastu nina
limanahka. Edasi ptdratakse esemeklaas jélle mérgistatud
poolega vastu nina vaheseina ja tdmmatakse ninast vélja.
Puutepreparaat jé#b esemeklaasi mérgistamata poolele. Ots-
tarbekohane on valmistada rinotsiitogrammid mdlemast nina-
sddrmest. Kui ninapeeglit pole, vdib puutepreparaate valmis-—
tada kirjeldatud viisil ka ninapeeglita.

Rinotsiitogrammidel .lastakse Shus kuivada ja saadetakse
laboratooriumi fikseerimata.

Rinotsiitogrammide virvimiseks kasutatakse Koljaditski,
Pigarevski, Pavlovski jt. vidrvimismeetodeid. Neist lihtsaim
ja parim on Pavlovski viirvimismeetod.

Pavlovski vérvimismeetod.

“Selleks virvimismeetodiks kasutatav vérvilahus: 10 ml
destilleeritud veele lisada 1 -~ 3 tilka aluselise fuksiini
kiillastatud lahust metiililalkoholis (10 g aluselist fuksii-
ni 100 ml petiiiilalkoholis) ja 6 - 8 tilka metiileensinise
kiillastatud lahust metiililalkoholis (7 g metidleensinist 100
ml metiililelkoholis). Vérvilahus peab olema sinine violetse
varjundiga.

Rinotsiitogrammi vérvimine:

1. Fikseerimata puutepreparaat vérvida

Pavlovski vérvilahusega 1 = 2 min.

2. Loputada kraaniveega.

3. Kuivatada, uurida.

Rakkude tuumad on sinised tumevioletse kromatiinollu-
sega, protoplasma helelilla ja fuksinofiilsed sulundkeha-
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kesed punase vérvusega. Viimased vdivad asetuda ka rakuvéli-~
selt.

Seroloogilised meetodid.

Gripi diagnoosimisel kasutatakse hemaglutinatsiooni
pirssimise (HAPR) ja komplemendi sidumise reaktsiooni (KSR).
Mdlemad reaktsioonid teostatakse paarisseerumitega, millest
esimene vdetakse 1. — 3. haiguspéieval, teine aga 15. - 20.
pleval pérast haigestumist. Antigeenina kasutatakse gripi~-
viiruse &=, A4-, Aoy B~ ja C-ga nakatatud kanaembriiote al-
lantoisivedelikku vdi vastavaid diagnostikume. Praegu toode-
tavad diagnostikumid on iihtsed mdlema reaktsioonl tarvis,
sisaldedes gripiviiruse nii korpuskulaarset V- kui ka lahus-
tuvat S-antigeeni. HAPR-iga v3ib nende diagnostikumide abil
mélirate haigestumise pdhjustanud gripiviiruse, KSR-i abil
aga on vdimatu diferentsida viirused A, A1 Ja Az nendel esi-
neva ithise tiiibispetsiifilise S~-antigeeni tdttu. Mainitud
viiruste eristamine KSR-i abil on siiski v&imalik V-antigee-
nidega, mille valmistamine nduab erimenetlusi.

Seroloogilised meetodid vdimaldavad diagnoosida grippi
vaid retrospektiivselt, kuid lubavad seeruures miéérata hai-
gestumist pshjustanud viirust. Viimane asjaolu on suure epi-
demioloogilise t#htsusega. KSR v&imaldab diagnoosida ka iile-
miste hingamistee@e katarre.

Hemaglutinatsiooni pérssimise reaktsioon.

HAPR-i tulemustele mdjuvad segavalt vereseerumis leidu-
vad mittespetsiifilised gripiviiruse inhibiitorid - ained,
mis takistavaed gripiviiruse poolt tingitud hemaglutinatsi-
ooni. Spetsiifiliste antikehade toime ‘sedastamiseks tuleb
seerum eelnevalt vabastada m;ttespetaiifilieteat inhibiito~-
ritest. Selleks otstarbeks soovitatud menetlustest (seeru-
mi t88tlus siisihappegaasiga, kaaliumperjodaadilahusega ja
kooleratekitaja filtraadiga) tuleb lugeda parimaks seerumi
tobtlust kooleratekitaja filtraadiga, millist toodavad vas-—
tavad instituudid. :
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Seerumi t66tlus koolerateki-
taFa lltbraadlgiad Seerum inaktiveeritakse
vesivannis 30 minuti véltel 56°C Juures. Inaktiveeritud see-
rum lahjendatakse steriilselt 1:10 kooleratekitaja filtraadi-
ga ja paigutatakse 18 - 20 tunniks termostaati 37% Juures.
Pirast seda kuumutatekse seerumit uuesti vesivannis 30 minuti
viiltel 56°C juures.

Eritrotsiidid: HAPR-is gripiviirustega
A, L1, B ja C kasutatakse 1%-list kana, viirusega Az aga 1%
list inimese O~grupi eriitrotsiiiitide suspensiooni. Suspensi-
oonid valmistatakse eelnevalt kolm korda fiisioloogilise kee-
dusoolalahusega pestud eriitrotsiiitidest. Verd vdetakse kanal
tiivaveenist vdi siidamest (1 ml 5%-list neatriumtsitraadila-
hust + 4 ml kana verd).

Antigeeni tiitrimine: 1Valmistatak-
se antigeenide alglahjendused 1:10 filisioloogilise keedusoola-
lahusega. -

2. Iga antigeeni tarvis vdetakse 7 katsutist koosnev
katsutite rida. Igasse katsutisse pipeteeritakse 0,25 ml fii-
sioloogilist keedusoolalahust.

3. Ridade esimestesse katsutitesse lisatakse 0,25 ml
vastava antigeeni lahust alglahjenduses ja valmistatakse ta-
valisel viisil ridamisi antigeenide lahjendused 1:20, 1:40,
1:80, 1:160, 1:320, 1:640 ja 1:1280. Iga lahjenduse hulgaks
iihes katsutis jé#b 0,25 ml. .

4. Kdikidesse katsutitesse pipeteeritakse 0,25 ml fiisio-
loogilist keedusoolalahust.

5. Katsutitesse, mis sisaldavad gripiviiruste A, Ays B
Jja C antigeeni, lisatakse 0,5 ml 1%-list kana eriitsiilitide
suspensiooni. Katsutitesse, mis sisaldavad gripiviiruse A,
antigeeni, lisatakse aga 0,5 ml 1 %-list inimese O-grupi eriit-
siilitide suspensiooni.

6. Kontrolliks vdetakse kaks katsutit 0,5 ml filisioloo~-
gilise keedusoolalehusega. Uhte neist pipeteeritakpe 0,5 ml
1%-1ist kana ja teise 0,5 ml 1%-1list inimese O-grupi eriitrot-
sglilitide suspensiooni. =
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7. Katsuteid loksutatakse korralikult. Tulemuste hinda-
miseni paigutatakse katsutid gripiviiruse C antigeeniga 60
minutiks kiilmutuskappi, teised aga jHetakse seisma 50 - 60
minutiks toatemperatuuri juurde. S

Hemaglutinatsiooni puhul meenutab eriitrotsiilitide sade
pitsétirisega rosetti, hemaglutinatsiooni puudumisel aga sile-
da Hérisega ketast.

Antigeeni tiitrile vastab suurim antigeeni lahjendus,
mis kutsub veel esile selgesti tiheldatava hemaglutinatsioo~
ni. Seda lahjendust nimetatakse ka antigeeni iiheks hemaglu-
tineerivaks iihikuks - 41 HU. Reakitsiooni voetakse antigeeni
4 HU - kui n#diteks selgesti téheldatav hemaglutinatsioon oli
veel katsutis antigeeni lahjendusega 1:320, tuleb HAPR-i
vdtta antigeeni lahjenduses 1:80.

AP Rl metoodika:

1. Valmistatakse antigeenide lahjendused fiisioloogili-
se keedusoolalahusega vastavalt nende tiitrimisel saadud tu-
lemustele.

‘2. Vsetakse kummagi seerumi tarvis 5 rida katsuteid -
igas reas 7 katsutit. Esimesed katsutid kdikides ridades
jdetakse. tilhjaks, lilejéénud katsutitesse aga pipeteeritakse
0,25 ml fiisicloogilist keedusoolalahust.

3. Viie rea esimesse ja teise katsutisse pipeteeritak-
se 0,25 ml kqolerqtekitaja filtraadiga toddeldud esimest
seerumit, tilejitnud 5 rea esimesse ja teise katsutisse aga
0,25 ml kooleratekitaja filtraadiga tdtdeldud teist seeru--
mit (geerumid on lahjendatud 1:10 tootlusel kooleratekitaja
filtraadiga). Tavalisel viisil valmistatakse ridamisi seeru-
mite lahjendused 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 ja
1:640. Iga lahjenduae‘hulgaka iihes katsutis j&&b 0,25 ml.

4. Ridamisi pipeteeritakse katsutitesse 0,25 ml vasta-
vat antigeeni: kummagi seerumiga katsutite esimesse ritta
viiruse A, teise ritta - Ags kolmandasse ritta - A,, neljan-
dasse ritta - B ja viiendasse ritta - C antigeeni. Katsuteid
loksutatakse korralikult ja jéetakse 30 minutiks seisma toa-
temperatuuri, juurde. -
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; 5. Katsutitesse, mis sisaldavad gripiviiruse A, A1, B
ja C antigeeni, lisatakse 0,5 ml 1%~1list kana eriitrotsiiitide
suspensiooni. Katsutitesse, mis sisaldavad gripiviiruse A2
antigeeni, lisatakse aga 0,5 ml 1%~list inimese O-grupi eriit-
rotsiiiitide suspensiooni.

6. Kontrolliks vdetakse 5 katsutit 0,25 ml fiisioloogi-
lise keedusoolalahusega. Igasse neist katsuteist lisatakse
0,25 ml vastava gripiviiruse antigeeni. Katsutisse, mis si-
saldab gripiviiruse Aa antigeeni, pipeteeritakse 0,5 ml 1%
list inimese O-grupi, teistesse katsutitesse aga 0,5 ml 1%
list kana eritrotsiiitide suspensiooni. :

7. Katsuteid loksutatakse korralikult. Tulemuste hinda-
miseni paigutatakse katsutid gripiviiruse C antigeeniga 60
minutiks kiilmutuskeppi, teised aga jéetakse sgeisma 50 - 60
minutiks toatemperatuuri juurde.

HAPR loetakse positiivseks selle gripiviiruse antigeeni-~
ga, mille suhtes teise seerumi antikehade tiiter véhemalt nel-
jakordselt ﬁletab'vastava antikehade tiitri esimeses seeru-
mis.
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Hemaglutinatsiooni pkrssimise reaktsioon.

Antigee | 1 geerum (voetud 1.-3.haiguspéeval) 11 seerunm ﬁliéﬁﬁiuﬁ;ﬁ“ p. peale ggﬁc
Sutetuds 1:10[1:20[1:40[1:80[ 1:160[1:320{1:640f 1:10] 1:20) 1:40|1:801:160]1:320|1:64
rus -
A o e 0 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
A, e B B N R 0 o b sA ¥ ofiol o 0 o] o
A, +10 0 0 0 0 0 + + + + C, 0 0 0
B vis 64 018 0 o | il wl af o a0 0 o] o
c ol a 30 [ 0 0 0 aL ol 0f 0l 0 0 o-lp
+ = hemaglutinatsioon puudub,
Q0 = esineb heﬁaglutinatsioon, ’

HAPR on positiivee gripiviiruse Az antigeeniga - selle antigzeni poolt pdhjustatud
hemaglutinatsiooni pérsib esimene seerum lahjenduses 1:10, teine aga veel lahjendu-
ses 1:80. 4



Gripiviiruse isoleerimine kanaembriiotel.

: 1. Uuritavaks materjaliks on 1. - 3. haiguspéieval vde-
tud nina~ je kurgulima. Haiget palutakse nina nuusata. Peale
selle viiakse ettevaatlikult kummassegi ninasddrmesse 5 - 10
minutiks steriilsed vatt-tampoonid. Tampoonidesse imbunud
ninalima suspendeeritakse 5 ml lihapeptoonpuljongisse. Sa-
masse katsutisse suspendeeritakse ka kolmanda tampooniga
vodetud kurgulima. Saadud suspensioon paigutatakse haigevoodi

~ Jjuures j## ning keedusoolaga tdidetud termosesse ja saade-
takse laboratooriumi.

2, Vahetult enne kanaembriiote nakatamist sulatatakse
uuritav materjal toatemperatuuri juures ililes ja-lisatakse
sellele 1000 i penitsilliini ning 1000 {i streptomiitsiini.
Viiruse isoleerimiseks siistitakse 0,1 -~ 0,2 ml uuritavat ma-
terjali 5 10-11 pHdeva vanusele kanaembriiole amnioni. Sama
siistlaga tehakse kontrollkiilv gliikoosipuljongisse vdimaliku
bakteriaalse reostuse kindlakstegemiseks. Nakatatud kanaemb~
riod paigutatakse 48 tunniks inkubaatorigse 34°c, kontroll—~
kiilv aga termostaati 37°C juures.

3. Kanaembriiod ovoskopeeritakse. Neist elusad paiguta-
takse jHrgmise pédevani kiilmutuskappi 4% juures (tarbekorral
v3ib seda aega lilhendada kahe tunnini), surnud age avatakse
kohe. Kontrollkiilv peab olema steriilne - vastasel juhul li-
satakse uuritavele materjalile uuesti antibiootikume ja kor-
ratakse kandembriiote nakatamist.

4, Kanaembriiod avatakse ja steriilse Pasteuri pipetiga
eemaldatakse amnioni-ja allantoisivedelikud. ' Viiruse sedas-
tamiseks teostatakse hemaglutinatsioonireaktsioon igalt kana--
embriolt saadud vedelikuga (amnioni-ja allantoisivedeliku
seguga). Selleks pipeteeritakse kahte katsutisse 0,25 ml ve~
delikku. Esimesse katsutisse lisatakse 0,25 ml 1%-list kana,
teisge aga 0,25 ml 1%=list inimese‘o—grupi eriitrotsiiiitide
suspensiooni. Katsuteid loksutatakse ja jHetakse seisma 50 -
60 minutiks toatemperatuuri juurde. Positiivse hemaglutinat-
sioonireaktsiooni korral ‘méératakse isoleeritud viiruse tii-

ter.
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Kui hemaglutinatsioonireakisioon on negatiivne k&iki-
delt kanaembriiotelt saadud vedelikega, ilihendatakse eraldi
surnud ja surmatud kanaembriiote vedelikud, lisatakse anti-
biootikume ja nakatatakse nendega uued kanaembriiod -~ st.
teostatakse uuritava materjali passaaZ. Negatiivsete tulemus—
te puhul tuleb teostada véhemalt 2 passaazi - siis alles to-
hib uuringule anda negat;ivﬁe vastus.

/5. Isoleeritud viiruse tiitri méd#ramiseks pipeteeritak-
se kahte 7 katsutist koosnevasse katsutite ritta 0,25 ml fii-
sioloogilist keeduscolalahust. M&lema rea esimestesse katsu-
titesse lisatakse 0,25 ml kanaembriio vedelikku ja valmista-
takse tavalisel vii'sil ridamisi viiruse lahjendused 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64 ja 1:128. Iga lahjenduse hulgaks on
0,25 ml. Kdikidesse katsutitesse pipeteeritakse 0,25 ml fiisio-
loogilist keedusdolalehust ja iihte ritta 0,5 ml 1%-list kana
ning teise ritta 0,5 ml 1%-list inimese O=grupi eriitrotsiiliti-
de suspensiooni. Kontrolliks vdetakse kaks katsutit 0,5 ml
fﬁsioloogilise keedusoolalahusega. Uhte neist pipeteeritakse
0,5 ml 1%-1ist kana ning teise 0,5 ml 1%~list inimese O-grupi

. eriitrotsiiiitide suspensiooni. Katsuteid loksutatakse ja jée-
takse seisma 50 - 60 minutiks toatemperatuuri juurde. Kui vii-
ruse tiiter ehk 1 HU nii kana kui ka inimese eriitrotsiiiitide

- suhtes on véiksem kui 1:8, tuleb viirus passeerida kanaembriio-

tel. Tiitri korral 1:8 ja enam v5ib asuda isoleeritud viiru-
se samastamisele. Seejuures kasutatakse neid eriitrotsiiite,
mille suhtes viiruse tiiter on kdrgem. Samastamiseks voetakse
viirus lahjenduses, mis vastab 4 HU-le.

6. Viiruse samastamiseks kasutatakse HAPR gripiviiruse
speteiifiliste diagnostiliste seerumitega. Vdetakse 5 rida
katsuteid ja valmistatakse neisse gripiviiruse A, Agyy Apy B
Ja C diagnostiliste seerumite lahjendused alates 1:40 ja 13-
petades vastava seerumi tiitriga. Ige lahjenduse hulgaks iihes
katsutis jh&b 0,25 ml. Kdikidesse katsutitesse pipeteeritakse
0425 ml lahjendatud samastatavat viirust ja 0,5 ml 1%-list
eriitrotsiiitide (kas kana véi‘inimese) suspensiooni. Seerumite
kontrolliks\pipeteeritakae 5 katsutisse 0,25 ml vastavat see-
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rumit lahjenduses 1:40, 0,25 ml fiisioloogilist keedusoolala=-
hust ja 0,5 ml 1%-1list eriitrotsiiiitide suspensiooni. Viiruse
kontrolliks vdetakse iihte katsutisse 0,25 ml lehjendatud vii-
.rust, 0,25 ml fiisioloogilist keédusoolal?huet ja 0,5 ml 1%~
list eriitrotsiiiitide suspensiooni. Katsuteid loksutatakse ja
jdetakse seisma 50 - 60 minutiks toatemperatuuri juurde.

Uuritavast materjalist isoleeritud viirus vastab selle-
le viirusele, mille seerum kdige suuremas lahjenduses p#rsib
viiruse poolt tingitud hemaglutinatsiooni.

Ulemiste hingamisteede katarre pbhjuatpvad viirused ka-
naembriiotel ei arene. Nende isoleerimiseks kasutatakse koe-
kultuure.

R3dugete Yirélilooegilins
diagnoos. <

R3uged on raske viiruslik nakkushaigus, mis peale iild-
néhtude iseloomustub s8lmelis-villilise 1886bega nii nahal kui
ka limaskestadel. Haigusetekitaja suurus on 125 -~ 180 n’& .
Selle viiruse elementaarkehakesi, nn. Pascheni kehakesi v&ib
uurida tavalises mikroskoobis. Epiteelrakkude protoplasmas
esinevad rdugete puhul tiilipilised sulundkehakesed, nn. Guar-—
nieri kehakesed. :

Rougete virolobgiliael diagnoosimisel kasutatakse mik-
roskoobilisi ja,seroloogilisi meetodeid, samuti viiruse iso-
leerimist kanaembriiotel. Harva kasutatakse ka bioloogilisi
meetodeid. Laboratoorsel t661l rdugeviirusega tuleb t#ita eri-
ti ohtlike nakkuste puhul kehtestatud ettevaatusabinSusid.

s Uuritav materjal.

Uuritavaks materjaliks on naha= ja limaskestade 1l85be-
elementide . (nahasdlmekeste, vesi- 33 nﬂhavilliko-te) sisaldis,
nahakoorukesed ning ketud, nina~"ja kurgulima, veri.

Uurimismaterjali vétmisel tdddeldakse nahasSlmekesi ja
villikesi etiililalkoholig niisutatud vatt-tampooniga. Edasi
aspireeritakse nende sisaldis steriilse siistla vdi Pasteuri
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pipetiga. Seejuures tuleb ndel vdi Pasteuri pipeti ots viia
nahasdlmekestesse ja villikestesse paralleelselt nahapinna-
le. Kui selliselt vedelikku saada ei &nnestu, vdetakse ste-
riilse skalpelli v&i rdugepookimissulega uurimiseks 1l66be-
elementide kaabet. Laboratooriumi saadetakse materjal kinni-
Jjoodetud ampullides ja katsutites vdi steriilse kummikorgi-
ga suletud ja parafineeritud katsutites.

Nina~ ja kurgulima vdetakse steriilsete vatt-—tampooni-
dega. Viimased saadetakse laboratooriumi samuti kinnijoode-
tud vdi steriilse kummikorgiga suletud ja parafineeritud kat-
sutites.

Verd viiruse isoleerimiseks (1 - 2 ml) on soovitav vdt—
ta katsutitesse, mis sisaldavad 1 - 2 ml steriilset destil-
Dleeritud vett =~ 8. t. verd viiruse isoleerimiseks on otstar-
bekohane lahjendada pooleks destilleeritud veega juba haige-
voodi juures. Verd seroloogilisteks reaktsioonideks vdetakse
3 = 5 ml steriilsetesse kuivadesse katsutitesse. Ka veri saa-
detakse laboratooriumi eespool kirjeldatud viisil suletud

katsutites.

Katsutid uuritava materjaliga pakitakse vatti ja siis
metallkarpi. Viimane pakitakse omakorda vatti ja tsellofaani
Jja asetatakse puukasti.

Mikroskoobilised meetodid.

ROugete mikroskoobilisel diagnoosimisel kasutatakse kdi-
ge sagedamini Pascheni = kehakeste sedastamist nsha ja limana-—
ha l68beelementide sisaldisest valmistatud Morozovi jérgi vér-
vitud preparaatides (vaata”Laboratoorsed t88d mikrobioloogias”
I 1lk. 154). Morozovi meetodi abil vérvuvad Pascheni kehake-
sed tumepruuniks v3i mustaks ja on h#ésti néhtavad helekolla-—
sel foonil. Nad on kerasarnased ja asetuvad iiksikuina, paari-
kaupa, lilhikeste ahelatena ning kogumikena. Pascheni kehakesi
tuleb diferentsida tuulerdugete viiruse elementaarkehakestest
= Aragao kehakestest. Viimased on viiksemad, véirvuvad halve-
mini ja asetuvad sageli tiilipiliste kolmest elementaarkehake-
sest koosnevate ahelatena,
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Morozovi jérgi vérvitud preparaate v3ib uurida pimevél-
jameetodi abil. Sel juhul on Pascheni kehakesed eriti hésti
néhtavad valgete moodustistena tumedal foonil.

Koige kergem on sedastada Pascheni kehﬁkesi dsja ilmu-
nud villikeste veel lébipaistvast sisaldisest valmistatud
preparaatides. Neid preparaate v3ib valmistada vahe@ult hai-

gevoodi juures. Z

Seroloogilised meetodid.

Rougete seroloogilisel diagnoosimisel ka;utatakse peami-~
selt hemaglutinatsiooni plrssimise reaktsiooni (HAPR), har-
vemini komPlomendi sidumise reaktsiooni (KSR). HAPR-i abil
mééiratakse haige vereseerumis ilmnevaid antikehi, KSR-i abil
aga nsha ja limanaha l86beelementides leiduvat epetsiif}liat
antigeeni -~ 8. t. rdugeviirust.

Kui tegemiét on vaktsineerimata v3i palju aastaid taga-
si vaktsineeritud haigetega, muutub HAPR positiivseks juba
5. = 6. haiguspéieval. Hemaglutinatsiooni péirssivate antike-
hade tiiter saavutab kdige kdrgemaid viértusi 12, - 15. hai~-"
guspieval. Otstarbekohane on teostada HAPR algul 5. — 6. hai-
guspédeval vOetud vereseerumitega, korrates hiljem reaktsiooni
juba paarisseerumitega.

HAPR-1i teostamisel inaktiveeritakse vereseerumit vesi-
vannis 56°C Juures 30 minuti véltel. Antigeeniks on kanaemb-
rio koorionallantoisi kestal kasvatatud rdugevaktsiiniviirus,
eriitrotsiiitideks — 1%-line kanaerlitrotsiiitide suspensioon.
Reaktsiooni vdetakse antigeeni 4 hemaglutineerivat ihikut.

Seerumi lahjendused (1:10 - 1:1280) valmistatakse 0,25
ml hulgas, antigeeni lisatakse samuti 0,25 ml. Seerumilahjen-
duste ja antigeeni segu hoitakse 40 minuti viéiltel toatempera-
tuuri juures, pipeteeritakse juurde 0,5 ml eriitrotsiiitide sus-
pensiooni ja hinnatakse katsetulemusi 30 minutit pérast eritrot-
slilitide lisamist. Tehniliselt teostatakse HAPR nii nagu gripi
korral. 3

KSR~i puhul on antigeeniks vesi- ja m&davillikeste sisal~-
dis, samuti nahakoorukeste ekstrakt, diagnostiliseks seeru-
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miks aga rdugevaktsiiniviirusega immuniseeritud kiiilikute
vereseerum.

RSugeviiruse isoleerimine kanaembriiotel.

Rdugeviiruse isoleerimiseks uuritavast materjalist na-
katatakse kenaembriiod koorionallantoisl kestale. Eelnevalt
lisatakse uuritavale materjalile 200 - 400 iihikut jenicsil=
1liini ja 50 =100 iihikut streptomiitsiini 1 ml kohta. Katsesse
vBetakse 11 - 12 pHeva vanused kanaemhriiod, mida peale naka-
famist inkubeeritakse 72 = 120 tunni viltel 34,5 - 35°C juu-
res. ; 3

Kanaembriiote avamisel on rdugeviirusele iseloomulik valk-
jate teravapiiriliste tédpikujuliste kollete esinemine koorio-
nallantoisi kegtal, mis muutuvad eriti h#ésti néhtavaiks peale
‘kesta loputamist filisioloogilises keedusoolalahuses. Selliste
kollete puudumisel velmistatakse koorionallantoisi kestast
suspensioon fiisioloogilises keedusoolalahuses, millega naka-
tatakse uued kanaembriiod. Negatiivne vastus antakse uuringu-
le vaid peale kolmandat passaazi.

Histi Snnestub rdugeviiruse isoleerimine ltdbeelementi-
de sisaldisest, nahakoorukestest ja kettudest. Verest Onnes~
tub isoleerida rdugeviirust ainult esimestel haiguspéevadel
Jja sedagi tavaliselt vaid rasketel haigusjuhtudel. Vere uuri-
mine on aga siiski suure tHhtsusega, vdimaldades diégnoosida
haigust veel enne nahaltdbe arenemist.

Bioloogilised meetodid.

Bioloogilistest meetoditest vdib kasutada rdugete diag-
noosimisel Pauli reaktsiooni. Peale sarvkesta skarifitseeri-
miet tilgutatakse uuritavat materjali kiililikule silma. 36 - 48
tunpi pérast ilmnevad kriimustustel lébipaistvad limmargused
80lmekesed, mille keskkohal hiljem toimub epiteelirakkude ir-
dumine. Selle irdumise tulemusena vdivad sdlmekestel tekkida
kraaterikujulised siivendid.

Katsetulemused on eriti h#ésti néhtavad eemaldatud silma
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kastmisel sublimaadi alkohoolsesse lahusesse (chl2 4,0 etiiiil-
alkoholi 30 ml, destilleeritud vett 60 ml): 1 ~ 2 minuti vél-
tel muutivad sdlmekesed kriitvalgeks, kahjustamata kude ja#b
aga lébipaistvaks.

Kui Pauli reaktsioon on negatiivne, v&ib silma sarvkes-

tast tehtud histoloogilistes preparaatides otsida Guarnieri
sulundkehakesi.

T8ililesanded:.

Demonstratsiooni korras tutvuda gripihaigeilt vdetud Pav-
lovski jérgil vérvitud rinotsiitogrammidega.

Vastamisi naabriga valmistada rinotsiitogrammid, vérvida
need Pavloveki jérgi ja uurida mikroskoobiliselt.

Gripi diagnoosiga haigelt vdeti verd 2. haiguspdeval ja

18. pHeval peale haigestumist. HAPR-i abil mé&rata haiges—
tumise pdhjustanud gripiviiruse tiiiip.

Vastamisi naabriga vdtta nina- ja kurgulima gripiviiruse
isoleerimiseks.

Demonstratsiooni korras tutvuda gripiviiruse isoleerimi-
sega kanaembriiotel.

Rougevaktsiinist valmistatud preparaat viirvida Morozovi
jérgi ja uurida mikroskoobiliselt.

Demonstratsiooni korras tutvuda rdugevaktsiiniviiruse poolt
pdhjustatud muutustega kanaembriio koorionallantoisi kestal.



Lisasa 1.
BAKTERITE SAMASTAMINE.

Meid ilimbritsevas keskkonnas, nii Shus, maapinnas, vees
jne. kui ka normaalselt inimorganismis esinevad viga mitme-
sugused mikroobiliigid samaaegselt. Mikroobide uurimiseks
on vajalik isoleerida bakteriliikide puhaskultuurid. Selleks
kasutatakse kdige sagedamini Kochi agarplaadimeetodit ja see-
detraktis esinevate bakterite puhul laktoosindikaatorsddt—
meid.

Kui on isoleeritud mikroobi puhaskultuur, siis tuleb
see samastada, s. 0. kindlaks m##rata 1iik ja seega asukoht
mikroorganismide iildises siisteemis, klassifikatsioonis. Va-
rem tuntud liigi samastamist vdib teostada ka lihtsustatud
viisil, sest igapiievases laboratoorses uurimistdds on vélja
kujunenud kindlad siisteemid, mille alusel mé#ratakse isolee-
ritud bakterikultuuril teatud iseloomulikud omadused ja nen-
de jérgi osutub juba vdimalikuks vastava liigi samastamine.
Kuid iildiselt toimub see iihesuguselt nii uue tundmatu mikroobi
avastamise puhul kui ka varem tuntud liigi kindlakstegemisel.
Uurimiseks kasutatakse bakteri noort kultuuri ja ka kordu-
vate limberkiilvide jérgi saadud kultuure paralleelselt.

Bakteri samastamiseks mé#ratakse tema 1) morfoloogili-
sed omadused, 2) fiisioloogilised omadused, 3) biokeemiline
aktiivsus, 4) viliskeskkonna tegurite-toime bakterile, S) an-
tigeenne struktuur, 6) patogeensus ja toksilisus.

Bakteri morfoloogilisi omadusi mé&ratakse mikroskoobi-
lisel vdi elektronmikroskoobilisel uurimisel.

1, Morfoloogilised ja tinktoriaalsed omadused.

Bakteritel médratakse kdigepealt: .
Xuju - kerasarnane, lilhike v&i pikk pulgasarnane, niitjas,
spiraalne.
Telg - sirge, kdverdunud.
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Suurus - piki- ja ristilébimdst mikronites v&i millimikroni-
tes. Z

Kiiljed - paralleelsed, kumerad, ndgusad vdi ebakorrapéra-
sed.

Otsad - lmarad, jérsult 13igatud, ndgusad v3i teritatud.

Asetus iksikult, paariksupa, neljakaupa, kuupjate pakki-
dena, ahelas, viinamarjakobara taoliselt, kimpu-
des v3i téhtede” kujudena.

Kuju ebakorrapérasus - variatsioon kujus ja suuruses, kiu-
lisus, paksenemised, okslikkus, pundumine jne.

Liikuvus - liikuv v3i liikumatu.

Viburid - monotriche, amphitricha, lophotricha, peritricha.

Endospoor - kerajas, ovaalne vdi ellipsoidne, ekvatoriaalne,
subterminaalne, terminaalne, iiks vdi mitu. Muutus
batsilli kujus on vdi puudub eose asetuse kohal.

Kihn - olemas v&i puudub.

Vérvumus - iihtlane, ebaiihtlane, unipolaarne, bipolaarne, til-—

' gasarnane, vodtjas; variatsioon vérvumuse inten-—

siivsuses, metakromaatiliste terade olemasolu;
vérvumine Grami ja Ziehl-Neelseni meetodi jérgi.

2, Fiisioloogilised omadused.

Bakteri fiisioloogilised omadused méératakse bakterioloo-
gilisel uurimisel kasvu jérgi mitmesugustes kunstlikkudes
sbbtmetes. Kdigepealt méératakse, kas bakter kasvab lihtsddt-
metel voi on kasvuks vajalikud valiksddtmed. Siis méératakse,
missugustes tingimustes toimub kasv:

Kasvuks vajalik 02 - aeroobne,fakultatiivne anaerocobne, ran--

gelt anaeroobne, mikroaerofiilne.
Suurenenud 002 vajadus - vajalik enam kui 0,03% Co, kasvuks.

Temperatuur - kasvu piiralad, optimaalne kasvutempe-
ratuur.
Pigment - médratakse kasvul 22°C juures voi péragt

kasvu 37°C lastakse seista kultuuri toa-
temperatuuris valguse kées.
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a) Pesade kasv tahke stttme pinnal.
_Kasvu jérgi tahke sddtme pinnal méératakse mikroobi pe-
sadel:

Kuju - 88drjas, ebakorrapérane, kiirjas, juurjas.
Suurus - millimeetrites.
Tdusang —~ -lame, vihe v3i rohkem kumer, kuplitaoline, pin-

nal nésa voi nabatao;ine sissetdmme, lé&ngus
ddrega voi ilma.

Ehitus - - amorfne, véhe, keskmiselt v&i tugevasti terali-
ne, kiuline, kdverdunud lokitaoliselt kiuline.
Pind - s8ile, joonisega vdi mustriga; kare- peene,

keskmise vdi jtmeda teralisusega, sddrjas, né-
saline, tuhm voi léikiv.

Kiris - iihtlane, laineline, uuristatud, niitjalt v&i
Z loogelfselt kdverdunud kiuline.

Vérvus = pinna valgustamisel ja l&bivalgustusel; fluo-
restseeriv, sillerdav, opalestseeriv, ise~he-
lendav. :

Lébipaistvus - lébipaistev, lébin&htav, lébipaistmatu.

Tihedus - puderjas, veniv, rabe, kilejas.

Suspendeeruvus - kergesti vdi raskelt; iihtlene v8i teraline

. suapensioon,

Eristumine - eristunud kesk-~ ja ##ireosaks.

b) Kasv joonkiilvis tahke s6&tme pinnal.

Aste - véhene, mdddukas vdi rikkalik. /

Kﬁju - niitjas, lgiuv, hargnev.

Tdusang - lame v3i tdusev.

Pind - sgile; Jjoonisega; kare, peenelt, md&dukalt vdi
jémedalt teraline; nésaline, kuiv vdi niiske.

Adiris - s8ile, laineline, sagarline, kiuline.

Vérvus - tihedus, lébipaistvus méiératakse nagu pesadel.

Lhn - puuduv, mﬁiratav, sarnanev mingi aine ldhnale.

Stode - vérvunud, veeldatud, kristallide moodustumine.

¢) Kasv pistekultuurina tahkes sddtmes.
'Siin méératakse kasvu aste nagu joonkiilvilgi.
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Kuju - ndeljas, pungunud, hargnenud vdi mitte.
Ulatus - siigavus, kuhu ulatub kasv stdtmes. -
Pind - kas on pinnal kasv v&i puudub, kui olemas, siis
18bimddt, pind ja H#ris.
Vérvus ja lébipaistvus méératakse nagu pesadelgi.
Veeldus - olemas v&i puudub; kui olemas kas kraaterikuju-
line, lehtrikujuline, kotikujuline v&i kihitatud.
d) Kasv vedelsbttmes.
Kasv vedelsttitmes méératakse tavaliselt lihapeptoonpul-
jongis.
Aste - puudub, viéhene, m&ddukas v&i rikkalik.
Hégusus -~ olemas vdi puudub; kui olemas - viéhene, mdddu-
kas vdi tihe; iihtlane, teraline, helbeline.
Sade - olemas vdi puudub; kui olemas, kas vihene, mdd-
dukas vdi rohke; pulbritaoline, teraline, helbe-
line, kilejas vdi veniv, kas homogeniseerub lok=-
sutamisel vdi mitte.
Pinna kasv - olemas v3i puudub; kas sddrjas v&i kelmena pin-
; nal; kelme dhuke v3i paks; sileda teralise v&i
kareda pinnaga; kelme loksutamisel homogenisee~
rub vdi mitte.
Ldhn - - puudub, méératav, sarnanev mingi aine ldhnale.

" 3. Mikroobide biokeemiline aktiivsus.

Mikroobide biokeemilist aktiivsust méératakse sahharo-
liiitiliste, proteoliiiitiliste ja lipoliiiitiliste ensiilimide ole-
masolu kindlakstegemisega vastavates sbdtmetes ja eriliste
testide kaasabil. ;

1) Sahharoliiiitiliste ensiiiimide olemasolu méiératakse 1%~
lises peptoonvees, millele on lisatud tavaliselt 1% siisivesi-
kut, alkoholi v&i gliikosiidi ja indikaatorina kas broomtiimool-
sinist vdi Andrade indikaatorit.

Nii mé&ératakse mikroobide sahharoliiitilised omadused
jérgmiste ainete suhtes: monosahhariididest - hrabinoos, ram—
noos, ksiiloos, levuloos, galaktoos, riboos; mannoos, disahha-
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riididest - lakfoos, sehharoos, maltoos, trehaloos, melibi-
008, tsel&obiooa; trisahhariididest rafinocos ja meletsitoos;
poliisahhariididest térklis, inuliin, dekstriin, gliikogeen;
alkoholidest - glitseriin, eriitriit, arabiit, adoniit, man-
niit, sorbiit, dultsiit, inosiit ja gliikosiididest - salit-
siin, eskuliin ja koniferiin.

Mikroobidel méératakse kasv piimas, t&heldadea.gealjuu—
res reaktsiooni muutust, kalgendust ja peptonisatsiooni.

Veel tuleb uurida kasvu lakmuspiimas, méérates reaktsi-
ooni -~ muutuseta, happeline vdi aluseline - kalgend ihtlane
v8i purustatud gaasist, peptonisatsioon.

Eriomaduste mééramiseks kasutatakse metiililpunase testi,
Voges—Proskaueri testi, tsitraattesti jne.

2) Proteoliiiitiliste omaduste mé#ramiseks kasutatakse
indooltesti, eralduva HZS Jja NH3 nééramist, Zelatiini veelda-
mist ja « -, P -, 3 -hemoliiiisi.

Siis médratakse veel nitraatide taandamist nitriteks,
urea hiidroliiiisl, trimetiiilamiinoksiilidi taandamist, katalaasi
produktsiooni, vérvide taandamist, nagu metiileensinise taan- .
damist Jne.

4. Resistentsus vidliskeskkonna tegurite suhtes.

Mikroobi omaduste tundmadppimisel méératakse tema resis—
tentsus mitmesuguste v#liskeskkonna tegurite suhtes, nagu
temperatuuri, mitmesuguste desinfitseerivate iihendite ja an-
tibiocotiliste ja keemiliste ravipreparaatid® suhtes. Mééra-
takee kdigli nende véliskeskkonna tegurite bakteriostaatiline
ja bakteritsiidne toime uuritava mikroobikultuuri suhtes.

5. Antigeenne ehitus.

Jérgnevalt tuleb méérata mikroobiliigi antigeenne struk-
tuur. Selleks valmistatakse immuunseerumid, siistides isolee-
ritud mikroobikultuuri korduvalt katseloomale. Nii saadakse
seerumid, millega seroloogiliste reaktsioonide, nagu agluti-
natsiooni, pretsipitatsiooni, komplemendi sidumise reaktsi-
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&
ooni jne. rakendamisel méératakse mikroobi antigeenne ehitus.
Monoretseptoorsete seerumite abil on vdimalik kindlaks teha
mikroobi koostises olevaid iiksikuid antigeenseid komponente.

6. Mikroobide toksilisuse, virulentsuse ja
patogeensuse mééramine.

Hikroobi‘virulentsuee astme méiravad: 1) makroorganismi
vastuvdtlikkus, 2) nakatamise tee, 3) mikroobi fiisioloogili-
sed omadused. Mikroobi virulentsuse tunnused on: kihn, ekso-
ja endotoksiinid, ekstratsellulaarsed fermendid, nagu hiialu-
ronidaas, koagulaas, hemoliisiin, proteinaas jne. *

Mikroobide toksiinide toime ja patogeensus mié#ratakse
bioloogilise meetodi abil. Selleks siistitakse katseloomadele
mikroobi toksilisi produkte ja jélgitakse nende nii lokaal-
set kui ka ilildist toimet katselooma organismis ja méératakse,
missugune toksiini annus surmab katselooma.

Patogeensuse mé&ramiseks nakatatakse vastava uuritava
mikroobikultuuriga katseloomi, méérates, milline katseloom
osutub kdige vastuvdtlikumaks ja missugused haigussiimptoomid
ilmnevad erinevatel nakatamisviisidel.

Kui k3ik eelmainitud vajalikud omadused on mikroobil
méératud, siis v8ib saadud tunnuste jérgi siistematiseerida
uuritava mikroobiliigi vastavate klassifikatsioonis olevate
reeglipéraste jaotuste alusel vastava erialase késiraamatu
abil.
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Lisa - 29
MIKROORGANISMIDE KLASSIFIKATSIOON.

Vastavalt sellele, kuidas siistematiseeritakse taimi ja
loomi, nii klassifitseeritakse ka kindlaksméiératud omaduste-
ga mikroorganisme, kasutades selleks binaarset’nomenklatuuri
2 gdnast koosnevat nimetust.

Mikroorganismide klassifitseerimisel on aluseks takso-
noomiline i{ihik, liik ehk species. Liigi kirjeldus peab hdl-
mame kSik mikroobi arengu ja muutlikkuese vormid. Iga liigi
nimetus on tavaliselt 2 ladinakeelsest sdnast koosnev, n#it.
Bacillue subtilis. Esimene nimi on perekonnanimetus ja kir-—
Jutatakse suure algtéhega. Perekonnanimetus on kas ladina-
keelne, latiniseeritud kreekakeelne v3i latiniseeritud auto-
ri nimi. Liigi nimetuses teine sdna on juba liigile spetsii-
filine lisand, mis iseloomustab liiki. Selleks v3ib olla oma-
dussdna, oleviku kesksdna, nimisdna omastavas kééndes v3di
selgitav nimisdnaline tdéiend. :

Jérgnev siistemaatiline iihik on perekond ehk Genus, mis
moodustub sugulasliikide riihmast, ndiit. Genus Bacillus.

Omadusilt l#hedased perekonnad moodustavad sugukonna
ehk Pamilia, mille nimi moodustatakse sinne kuuluva kdige
tiiipilisema perekonna nimetusest jérelliite - aceae abil,
néit. Familia Bacillaceae.

Sugukonnad on iihendatud seltsiks ehk Ordoks, mille nime-
tust iseloomustab jérelliide - ales, n#it. Ordo Eubacteria-
les. j
Seltsidest rihmitub klass ehk Classis, néit. bakterid
kuuluvad k&ik Classis Schizomycetes'esse. "

Klassid on koondatud jaoks ehk Divisioks, mis omakorda
kuulub riiki ehk Regnum'isse.

Peale nende tavaliste jaotuste on suuremate mikroobide
rihmituste puhul kasutusel veel subfamilia, subordo, tribus,
subtribus. ‘

Bakterite liigitamine on esitatud vastavalt 1957.a. il-
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munud kasiraamatus”Bergey's Manual of Determinative Bacterio~
logy) 7-nda véljaande jHrgi.

Seente kohta on esitatud liihike siistemaatiline ililevaade
1958, g. ilmunud P. Frdgneri "Parasitische Pilze beim Men-
schen" jérgi. Mikrobioloogia seisukohast té&htsust omavate alg-
loomade liigitus on tehtud 1926. a. ilmunud C. M. Wenyoni

"Protozoology"
Regnum =~
Divisio I

Jjérgi. \
Taimed.
Protophyta

Classis I = Schizophycese
Claseis II - Schizomycetes
Classis III - Microtatobiotes

- +  Divisio 1I - Tallophyta Algae Mycophyta
-t III - Bryophyta
~#w IV = Pteridophyta
- v - Spermatophyta
. Divieio I Protophyta
II CLASSIS SCHIZOMYCETES
Ordo Familia Genus
1. Pseudomonadales Subordo: I.Rhodo~-
bacteriineae
I. Thiorhodaceae' I.Thiosarcina
II.Thiopedia
III.Thiocapsa
IV.Thiodictyon

25

V. Thiothece

VI, Thiocystis
VII. Lamprocystis
VIII. Amoebobacter

IX.Thiopolycoccus

X. Thiospirillum

XI. Rhabdomonas
XII.Rhodothece
XIII.Chromatium
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Ordo Familia Genus

II.Athiorhodaceae I.Rhodopseudomonas
II.Rhodospirillum
II1I.Chlorobacteri- I.Chlorobium
aceae

II.Pelodictyon
III.Clathrochloris
IV.Chlorobacterium

V. Chlorochromatium
VI.Cylindrogloea

Subordo: II, Pseudo-
monadinea

I.Nitrobacteraceae I.Nitrosomonas
II, Nitrosococcus
III.Nitrosospira
IV. Nitrosocystis
V. Nitrosogloea
VI.Nitrobacter
VII.Nitrocystis
II.Methanomonadaceae I, Methanomonas
. II1. Hydrogenomonas
III.Carboxydomonas
III.Thiobacteriaceae I. Thiobacterium
I1I. Macromonas
I1I.Thiovulum
IV. Thiospira
V. Thiobacillus
. IV, Pseudomonadaceae I, Pseudomonas
II. Xanthomonas
III. Acetobacter
IV, Aeromonas
.V. Photobacterium
VI. Azotomonas
VII. Zymomonas
VIII. Protaminobacter
IX.Alginomonas
X.Mycoplana
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Ordo

Familia

Genus

I1. Chla
bact
ales

mydo-
eri-

V.Caulobacteraceae

VI. Siderocapsaceae

VII. Spirillaceae

I. Chlamydobac-
teriaceae

I1. Peloplocaceae

I1I. Crenotrichaceae

~195=

XI.
XII.
I.
II.
III.
Iv.
I.
II.
III.
Iv.

vI.
VII.
VIII.
IX.

I.
II.
III.
Iv.
V.
VI.
VII.
VIII.
IX.
X.
I.
I
III.
I.
II.
I.
II.
I1I1.

Zoogloea
Halobacterium
Caulobacter
Gallionella
Siderophacus
Nevskia
Siderocapsa
Siderosphaera
Sideronema
Ferribacterium
Sideromonas
Naumanniella
Ochrobium
Siderococcus
Siderobacter
Ferrobacillus
Vibrio
Desulfovibrio
Methanobacteri
Cellvibrio
Cellfalcicula
Microcyclus
Spirillum
Paragpirillum
Selenomonas
Myconostoc
Sphaerotilus
Leptothrix
Toxothrix
Peloploca
Pelonema
Crenothrix
Phragmidiothrix
Clonothrix




Ordo

Familia

Genus

III. Hyphomicro-
biales

IV. Eubacteriales

I.

II.

I.

II.

III.

Iv.

Hyphomicrobi-
aceae

Pasteuriaceae

Azotobacter—
aceae -

Rhizobiaceae

Achromobacter-—
aceae

Enterobacteri-
aceae
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I.

I

I.
II.
I.

I.
II.
III.
I.
II.
III.
Iv.
V.

9

I.
II.
III.
Iv.
V.

II.
VI.

III.
ViI.

Iv.
VIII.

V.
IX.

Hyphomicrobium
Rhodomicrobium
Pasteuria
Blastocaulis
Azotobacter

Rhizobium
Agrobacteriun
Chromobacterium
Alcaligenes
Achromobacter
Flavobacterium
Agarbacterium
Beneckea
Tribus:
Escherichieae
Escherichia
Aerobacter
Klebsiella
Parhcolobactrum
Alginobacter
Tribus:
Erwinieae
Erwinia
Tribus:
Serratieae
Serratia
Tribus:
Proteeae

Proteus
Tribus:

Salmonelleae
Salmonella
Shigella




Ordo

Familia

Genus

V. Brucellaceae

vI.

-

VII.
£

VIII.
IX.

X.

Bacteroidaceae

Micrococcaceae

Neigseriaceae

Brevibacteriaceae

Lactobacillaceae

BT~

I.
II.
III.
Iv.

VI.
VII.
VIII.
I.
1I.
III.
Iv.
V.

II.
III.
Iv.

VI.
I.
II.
Te
II.

I.

II.
III.
Iv.

1I.
I.
II.
I1I.

Pasteurella
Bordetella
Brucella
Haemophilus
Actinobacillus
Calymmatobacteriuﬂ
Moraxella
Noguchia
Bacteroides
Fusobacterium
Dialister
Sphaerophorus
Streptobacillus
Miecrococcus
Staphylococcus
Gaffkya

Sarcina
Methanococcus
Peptococcus
Neisseria
Veillonella
Brevibacterium
Kurthia

Tribus:
Streptococceae
Diplococcus
Streptococcus
Pediococcus
Leuconostoc
Peptostreptococcus
Tribus:
Lactcbacilleae
Lactobacillus
Eubacterium
Catenabacterium




Ordo

Familia

Genus

V. Actinomyce-
tales

VI. Caryophana-
les

VII. Beggiatoales

XI.

XII.

XIII.

II.

III.

Iv’

5
III.

II.

Propionibacteri—
aceae

Corynebacteri-
aceae

Bacillaceae
Mycobacteriaceae)
Actinomycetaceae

Streptomycet~
aceae

Actinoplanaceae
Caryophanaceae
Oscillospiraceae
Arthromitaceae

Beggiatoaceae

Vitreoscillaceae
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Iv.
V.
I.

II.

III.

II.

III.

Iv.

VI.

II.

III.

Ramibacterium
Cillobacterium
Propionibacterium|
Butyribacterium
Zymobacterium
Corynebacterium
Listeria
Erysipelothrix
Microbacterium
Cellulomonas
Arthrobacter
Bacillus
Clostridium
Mycobacterium
Mycococcus
Nocardia
Actinomyces
Streptomyces
Micromonospora
Thermoactinomyces
Actinoplanes
Streptosporangium
Caryophanon
Lineola
Simonsiella
Oscillospira
Arthromitus
Coleomitus
Beggiatoa
Thiospirillopsis
Thioploca
Thiothrix
Vitreoscilla
Bactoscilla
Microscilla




Ordo

Familia

Genus

VIII. Myxobac~—
terales

IX. Spirochae-
tales

X. Mycoplasma-

III.
Iv.

21

IX:
Iv.

o tales

Leucotrichaceae
Achromatiacesze
I. Cytophagaceae
Archangiaceae

Sorangiaceae
Polyangiaceae

td
V. Myxococcaceae

I. Spirochaetaceae

.

II. Treponemataceae

I. Mycoplasmat-
aceae

Lisa II Classis,
Schiromycetes juurde
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I.
I.
.I.
I.
II.
I.
? 3
5 4
III.
Iv.
I.
II.
I1I.
Iv.
I.
II.
III.
I.
II.
III.

U Qw e

=

Leucothrix
Achromatium
Cytophaga
Archangium
Stelangium
Sorangium
Polyangium
Synangium
Podangium
Chondromyces
Myxococcus
Chondrococcus
Angiococcus
Sporocytophaga
Spirochaeta
Saprospira
Cristispira
Borrelia
Treponema
Leptospira
Mycoplasma

Caryococcus
Drepanospira
Holospora:

Micrococcus bat-
rachorum

Bacterium para-
pelomyxae

Cladothrix pelo-
myxae

Myxococcus pelo-
myxae




Classis Ordo Fam;lia Genus

III. Micro<q I. Rickett4 I. Rickettsi~ Tribus:
ror e I. Rickettsieae

I. Rickettsia
II. Coxiella
Tribua;
II. Ehrlichieae :
III. Ehrlichia |
IV, Cowdria
~ V. Neorickettsia
Tribus:
III. Wolbachieae
VI. Wolbachia

VII. Symbiotes .

VIII. Rickettsiella :
o 1I. Chlamy- I. Chlamydia
diavess II. Colesiota

III. Ricolesia
IV. Colettsia
V. Miyagawanella
III. Bartonell- I. Bartonella
e II. Grahamella
III. Haemobartonell
IV. Eperythrozoon

IV.Anaplasma- I. Anaplasma
taceae }

II. Virales
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Mycophyta

Seente klassifikatsiooni skeem.

i

1 1 3 ‘I
Phycomy- Mycomycetes Fungi imperfecti
cetes (Eumycetes) (DeuteromTcetes)

I~ T I : |
Chytri- ngo— A Oomy - Asco~ Basidio- Spheropsidales Moniliales Melanconiales
diomy- mycetes cetes mycetes mycetes (liyphomycetes)
cetes- TSRS
Cocci~ Muco- Hemiasci:Euasci Fmmmmm - —m
gég:;; o Sagcharo~ Aspergillus 7,

myces Penicillium (
Rhinos- Mucor Scopulariopsis Adelosaccharo- Mucedinaceae:
poridium Rhizopus Hormodendrum mycetaceae: T
Cocci~  Absidia Piedraia S & Seosripbum :
dioides ; .p Sporotrichum !
. y i b Cephalosporium
Glenosporella I
) Cryptococcus Gr.: Dermatophyta
Torulopsis Epidermophyton
Pityrosporunm Trichophyton
: Rhodotorula Microsporon
Gr.: Mycotorulae: / Malassezia
i Brettanomyces
Candida

Trichosporbn



Algloomade klassifikatsioon. .
Regnum - Loomad .
Divisio = Algloomad.

Classis Ordo

Pamilia Genus

Rhizopoda Amoebida

)

Amoebidae Entamoeba, Endamoeba,
Endolimax, Jodamoeba,

Mastigophora Protomo-
(Plagellata) nadids

Dientamoeba.

Monadidae Craigia, Enteromonas,
Tetramitus.

Trypanoso- Leptomonas, Crithidia.

midae Herpetomonas, Phytomo-
nas, Leishmania, Trypa-
nosoma.

Embadomo- Embadomonas .

nadidae

Chilomastigi- Chilomastix.

dae

Cercomona- Cercomonas, Tricerco-

didae monas

Cryptobiidae Trypanoplasma

“ Trichomona~- Trichomonas

didae A
Diplomo- Hexaﬁita, Giardia
nadida
Sporozoa Cocci- Eimeriidae Isospora, Eimeria.
diida .
Haemopro- Haemoproteus, Leuco-
teidae cytozoon.
Plasmodii- Plasmodium.
dae

Babesiidae Babesia, Nuttallia.
Theileriidae Theileria, Toxoplasma.

Adeleida

Haemogrega-  Haemogregarina.
rinidae b

Hepatozoidae Hepatozoon

Ciliata Heterot-
richida

Balantidium,
Nyctotherus.
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