Отбор и транспортирование проб клинического материала для исследования на возбудителя сибирской язвы.
(по МУК 4.2.2413 – 08 «Лабораторная диагностика и обнаружение возбудителя сибирской язвы», 
МУК 4.2.2941-11«Организация  и проведение лабораторной диагностики сибирской язвы для лабораторий территориального, регионального и федерального уровней») 

Для проведения бактериологического исследования на сибирскую язву отбирают: клинический материал в зависимости от формы заболевания - содержимое везикул, отделяемое карбункула или язвы, струпья, мокроту, кровь, спинномозговую жидкость, мочу, испражнения, экссудаты и секционный материал от лиц, причиной смерти которых послужили сепсис, менингит, абдоминальные, дыхательные расстройства и шок невыясненной этиологии - кровь, экссудаты, кусочки органов (селезенки, печени, лимфоузлов и др.).

Материал от больных с подозрением на сибирскую язву забирают при поступлении больного в ЛПУ до начала антибиотикотерапии. Забор осуществляют в защитной одежде медицинские работники стационара, куда госпитализирован больной, в присутствии и под руководством специалистов отдела (лаборатории) особо опасных инфекций ФБУЗ "Центр гигиены и эпидемиологии" в субъекте Российской Федерации или противочумного учреждения с соблюдением правил безопасности при работе с материалом, подозрительным на зараженность микроорганизмами I - II групп патогенности. В случае невозможности быстрого прибытия указанных специалистов забор материала от больного осуществляют два медицинских работника, один из которых должен быть врач-инфекционист или врач-терапевт (хирург) стационара, подготовленный по вопросам диагностики особо опасных инфекций, обученный правилам биологической безопасности при работе с клиническим материалом, подозрительным на заражение возбудителями инфекционных болезней I - II групп патогенности.

Секционный материал отбирают медицинские работники патолого-анатомических отделений (Бюро судебно-медицинской экспертизы) также в присутствии специалиста отдела (лаборатории) особо опасных инфекций ФБУЗ "Центр гигиены и эпидемиологии" в субъекте Российской Федерации" или противочумного учреждения.

Отбор проб всех видов материала осуществляется в стерильную стеклянную или пластиковую посуду, соответствующую объему проб.

Высушенные на воздухе мазки на предметных стеклах помещают в стерильные чашки Петри, которые упаковывают в полиэтиленовый пакет с застежкой или обертывают плотной бумагой и делают надпись "мазок не фиксирован". Одновременно отбирают материал для исследования методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Рекомендуется использовать укладку универсальную для забора материала от людей и из объектов окружающей среды для исследования на особо опасные инфекционные болезни.

При кожной форме необходимо осторожно обработать спиртом кожу вокруг пораженного места и поверхность карбункула. Содержимое везикулы отсасывают стерильным шприцем. В шприц обычно набирается небольшое количество жидкости в объеме, достаточном для посева на агаровую среду и приготовления мазка. Содержимое переносят в пробирку с питательным бульоном.

Отделяемое язвы снимают с поверхности стерильным тампоном, смоченным 0,9%-м раствором натрия хлорида. Фрагменты отторгнутого струпа снимают влажным тампоном или пинцетом.

При всех формах болезни берут 3 - 5 мл крови из локтевой вены стерильным шприцем (с учетом необходимости проведения бактериологических, серологических исследований и ПЦР). Сразу же непосредственно у постели больного по 0,1 - 0,2 мл крови засевают на питательные среды (агар и бульон Хоттингера, pH 7,2 - 7,5). Одновременно на предметных стеклах делают 2 - 3 тонких мазка, а остатки крови оставляют для получения сыворотки. Если невозможно сразу же исследовать кровь, ее из шприца переносят в одноразовые пробирки с завинчивающимися крышками.

Мокроту и испражнения собирают в стерильную посуду. Для высева на питательные среды отбирают кусочки слизи с примесью крови.

При висцеральных формах сибирской язвы и менингите исследуют спинномозговую жидкость, которую отбирают после пункции поясничной, субокципитальной области или мозговых желудочков в количестве 0,5 мл в стерильную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 - 2,0 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой.

При подозрении на ингаляционное заражение исследуют также мазки из полости носа. Их берут сухими стерильными ватными тампонами на зондах. Тампон вводят легким движением по наружной стенке носа на глубину 2 - 3 см до нижней раковины. Затем тампон слегка опускают книзу, вводят в нижний носовой ход под нижнюю раковину, делают вращательное движение и удаляют вдоль наружной стенки носа. После забора материала тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в стерильную пробирку объемом 1,5 - 2,0 мл с завинчивающейся крышкой с 0,9%-м раствором натрия хлорида.

Для исследования методом ПЦР: 
отбор крови проводят из локтевой вены в объеме 3 - 5 мл. Кровь аккуратно (без образования пены) переносят в стерильную пробирку, содержащую 6%-й раствор ЭДТА в соотношении 1:20 к объему крови. Используют одноразовые шприцы, иглы и посуду.

Содержимое везикул, карбункулов в объеме 0,1 - 0,3 мл и фрагменты струпьев массой 10 - 100 мг помещают в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 - 2,0 мл с завинчивающимися или защелкивающимися крышками, содержащие 0,1 - 0,2 мл транспортной среды N 1. 
Спинномозговую жидкость после пункции одноразовой пункционной иглой отбирают в количестве 0,5 мл в стерильную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 - 2,0 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой.

Мазки из полости носа берут сухими стерильными ватными тампонами на зондах, как и для бактериологического исследования, с той разницей, что тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 - 2,0 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой с транспортной средой N 2.

Транспортирование биологического материала для исследования методом ПЦР при отсутствии транспортной среды осуществляют в специальном термоконтейнере с охлаждающими элементами или в термосе со льдом при температуре 2 - 8 °C. Не допускается замораживание образцов цельной крови. Транспортирование и хранение биологического материала для исследования методом ПЦР должны осуществляться с соблюдением "холодовой цепи": образцы цельной крови - при температуре 2 - 8 °C - в течение 1 сут.; образцы плазмы и сыворотки крови - при температуре 2 - 8 °C - в течение 5 сут., при температуре -70 °C - длительно.

Транспортирование и хранение образцов остальных видов биологических материалов осуществляется при температуре 2 - 8 °C - в течение 1 сут., при температуре -20 °C - в течение 1 недели, при температуре -70 °C - длительно. Допускается только однократное замораживание-оттаивание материала.

5.1.4. Оформление направления на исследование

На отправляемые в лабораторию пробы заполняют направление (Прилож. 2), в котором указывают адрес учреждения, в которое направляется проба (пробы); фамилию, имя, отчество больного (умершего); пол, возраст; место жительства; дату заболевания, дату обращения за медицинской помощью; дату госпитализации, предварительный диагноз; особенности эпидемиологического анамнеза; проводилась ли больному до взятия материала антибактериальная терапия (когда, какие использовались препараты, в какой дозе); вид материала, взятого для микробиологического исследования; цель исследования; дату и час забора материала; адрес, по которому следует сообщить результаты микробиологического исследования; наименование учреждения, должность, фамилию и инициалы лица, направляющего пробу (пробы), подпись; время доставки пробы; должность, фамилию и инициалы лица, принявшего пробы.

            Направление на исследование клинического материала

    1. Адрес и наименование учреждения, куда направляется проба (пробы)

___________________________________________________________________________

    2. Фамилия, имя, отчество больного (умершего) _________________________

___________________________________________________________________________

    Пол ______________, возраст ________________

    Место жительства ______________________________________________________

___________________________________________________________________________

    Дата заболевания ______________________________________________________

    Дата обращения за медицинской помощью _________________________________

    Дата госпитализации ___________________________________________________

    Диагноз предварительный _______________________________________________

___________________________________________________________________________

    3. Особенности эпидемиологического анамнеза ___________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

    4. Проводилась ли антибактериальная терапия до взятия материала:

    - дата проведения _____________________________________________________

    - какие использовались препараты ______________________________________

___________________________________________________________________________

    - какая доза __________________________________________________________

    5. Вид материала, взятого для бактериологического исследования

___________________________________________________________________________

    6. Дата и час забора материала ________________________________________

    7. Условия транспортирования __________________________________________

    8. Цель исследования __________________________________________________

___________________________________________________________________________

    9. Наименование   учреждения,  должность,  фамилия  и  инициалы   лица,

направляющего пробу (пробы) _______________________________________________

___________________________________________________________________________

                                 (подпись)

    10. Время доставки пробы (проб) (час, минуты, дата, месяц, год)

___________________________________________________________________________

    11. Кто принял пробы __________________________________________________

                                   (Ф.И.О., занимаемая должность)

    12. Адрес,  по которому следует сообщить результаты бактериологического

исследования ______________________________________________________________

___________________________________________________________________________

